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Résumé 

 L’œuf de poule fraichement pondu renferme des défenses naturelles physiques, 

chimiques et moléculaires qui protègent l’embryon des agressions physiques et microbiennes 

de l’environnement. Cependant, au cours du développement embryonnaire, ces défenses 

initialement localisées dans les structures élémentaires de l’œuf sont modifiées pour laisser 

place à de nouvelles structures dérivées des membranes embryonnaires : les sacs vitellin, 

amniotique et allantoïque. Leurs positions respectives autour du jaune, de l’embryon et de 

l’ensemble des compartiments de l’œuf, ajoutent ainsi différents niveaux de protection de 

l’embryon. En outre, l’assimilation des composés de la coquille, de la membrane vitelline, du 

jaune et du blanc d’œuf, suggère une relocalisation dans les fluides extra-embryonnaires, des 

défenses moléculaires initialement présentes. Dans ce contexte, l’objectif du travail de thèse 

était d’analyser la composition et les propriétés biologiques et physicochimiques des fluides 

amniotique et allantoïque de l’œuf de poule, pour évaluer plus précisément leur rôle respectif 

dans la protection de l’embryon au cours de son développement.  

L’identification des protéines des fluides amniotique et allantoïque par protéomique aux 11
ème

 

et 16
ème

 jours d’incubation respectivement, a mis en évidence la relocalisation des protéines et 

des peptides antibactériens initialement présents dans l’œuf, dont le lysozyme et 

l’ovotransferrine. A partir du 12
ème

 jour d’incubation, le transfert massif des molécules 

antibactériennes du blanc dans le liquide amniotique, augmente significativement le potentiel 

antibactérien de ce dernier. La spécificité phylogénétique de certaines de ces protéines, en 

comparaison avec les ancêtres ovipares aquatiques (poissons et amphibiens), suggère une 

adaptation des oiseaux à l’environnement et à la flore microbienne terrestre (ovalbumin-

related protein X, bêta-défensine aviaire 11, bêta-microséminoprotéine, ovocléidine-17, etc.). 

La complexation des protéines du blanc avant leur transfert dans le fluide amniotique semble 

préserver les activités antibactériennes des protéines, et pourrait également favoriser le dépôt 

d’un biofilm protecteur sur l’embryon et sur ses parois intestinales, après l’ingestion du fluide 

amniotique par l’embryon (protéines sialylées et glycosylées, antiprotéases, 

immunoglobulines, etc.). Lors de l’éclosion, ce biofilm pourrait ainsi protéger le poussin 

contre les microorganismes potentiellement pathogènes se développant à la surface de la 

coquille, et par extension, contre tous ceux retrouvés dans l’environnement d’élevage.   

Outre la détection de molécules antibactériennes dans les deux fluides étudiés, nous avons 

observé des variations des propriétés physicochimiques du fluide allantoïque au moment de 
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l’accélération du métabolisme embryonnaire, qui pourraient affecter la survie et la croissance 

des bactéries, mais aussi moduler les activités biologiques des molécules du fluide (pH acide, 

acide urique, urée, ammonium, azote, etc.). L’analyse fonctionnelle des protéines du fluide 

allantoïque a révélé la présence de protéases actives. L’implication de ce fluide dans d’autres 

processus notamment dans la digestion des nutriments (aminopeptidase N, méprine A, 

dipeptidyl peptidase 4, etc.), pour une réabsorption complète des composés de l’œuf (acides 

aminés, peptides) par la membrane chorioallantoïque (recyclage des déchets métaboliques) 

reste donc à explorer. 

Pour conclure, ces résultats montrent que le fluide amniotique joue un rôle significatif dans la 

défense antimicrobienne de l’embryon, en particulier à partir de la deuxième moitié de 

l’incubation, avec l’augmentation de la concentration en molécules antimicrobiennes actives. 

Après son ingestion par l’embryon, il pourrait également contribuer à la santé digestive du 

jeune poussin avant la mise en place de son propre système immunitaire. En revanche, le rôle 

du fluide allantoïque dans la défense reste à conforter.  

 

Mots clés : œuf de poule, développement embryonnaire, fluides amniotique et allantoïque, 

protéomique, analyses fonctionnelles, phylogénie, activités antibactériennes et protéolytiques 
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Résumé en anglais 

 Freshly laid egg encloses natural physical, chemical and molecular defenses, which 

protect the chicken embryo against physical shocks and microbial infections. However, during 

embryonic development, these defenses initially localized in the basic egg structures are 

modified and replaced by new structures derived from embryonic membranes : the yolk, 

amniotic an chorioallantoic sacs. Their respective positions around the yolk, the embryo, and 

the overall egg compartments, add different defense levels around the embryo. As a result of 

the assimilation of the eggshell, vitelline membrane, egg yolk and egg white components, 

molecular defenses initially present in the egg are thought to be reallocated in the extra-

embryonic fluids. In this context, our objectives were to analyze the composition and the 

biological and physicochemical properties of the amniotic and allantoic fluids, to evaluate 

precisely their roles in the embryo protection during its development. 

Proteins from the amniotic and the allantoic fluids were identified using proteomics at the 11
th

 

and 16
th

 days of the incubation, respectively. Antibacterial proteins and peptides initially 

present in the egg, such as the lysozyme and the ovotransferrin, were found in both fluids then 

confirming their reallocation during incubation. From the 12
th

 day of the incubation onward, 

the massive transfer of egg white into the amniotic sac increases significantly the antibacterial 

activity of the amniotic fluid. The phylogenetic specificity of certain proteins, compared with 

aquatic oviparous ancestors (fishes and amphibians), suggests that birds have adapted to their 

terrestrial environment, and its microbial flora (ovalbumin-related protein X, avian beta-

defensin 11, ovocleidin-17, etc.). Protein-protein association into the egg white prior to its 

transfer into the amniotic fluid, seems to preserve the activity of the antibacterial proteins, and 

could also promote the formation of a protective biofilm around the embryo and into its 

intestine, after absorption of the amniotic fluid by the embryo (sialylated and glycosylated 

proteins, antiproteases, immunoglobulins, etc.). This process would serve the chick during 

and after hatching, to face potential pathogenic microorganisms overdeveloping on the 

eggshell, and thereby, all microorganisms present in the rearing environment. 

In addition to the presence of antibacterial molecules in both fluids, we observed variations of 

the physicochemical properties of the allantoic fluid while the embryonic metabolism 

increases, in the second half of the development. These modifications could affect the bacteria 

growth and the survival of bacteria, and could also modulate the biological activities, such as 

the antibacterial activities, of the molecules found in this fluid (acid pH, uric acid, urea, 
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ammonium, nitrogen, etc.). Active proteases have also been identified into the allantoic fluid, 

which suggests its involvement in other processes, such as nutrients digestion 

(aminopeptidase N, meprin A, dipeptidyl peptidase 4, etc.). The resulting amino acids or 

peptides could be reabsorbed by the surrounding chorioallantoic membrane, as a recycling 

process, to optimize the absorption of egg nutrients. 

To conclude, the amniotic fluid plays a significant role into the antibacterial defense of the 

embryo, particularly during the second half of the development, with the increase in active 

antibacterial molecules coming from the egg white. After its absorption by the embryo, the 

amniotic fluid could also contribute to the chick intestinal health, until its immune system 

become functional. However, the involvement of the allantoic fluid into the egg’s and 

embryo’s defenses still needs to be proved. 

Keywords: chicken egg, embryonic development, amniotic and allantoic fluids, proteomics, 

functional analysis, phylogeny, antibacterial and proteolytic activities 
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Abréviations 

AFP : alpha-foetoprotéine  
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APOA4 : apolipoprotéine A4 

APOB : apolipoprotéine B 

APOC3 : apolipoprotéine C3 
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OC-116 : ovocléidine-116 

OCX36 : ovocalyxine-36 
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PCR : réaction de polymérisation en chaîne 
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S.E. : Salmonella enterica Enteritidis 

SPINK5 : ovoinhibiteur 

SPINK7 : ovomucoïde 

VMO1, 2 : protéines de la membrane vitelline externe n°1 et 2 

VTG1, 2, 3 : vitellogénines 1, 2 et 3 
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Considérant sa haute valeur nutritive, la diversité de ses constituants, ainsi que son 

prix abordable, l’œuf de poule est un aliment incontournable de l’alimentation humaine. Il 

doit, par conséquent, être garant d’une qualité sanitaire irréprochable. Les enjeux pour la 

filière de l’œuf de consommation sont donc à la fois d’ordre sanitaire, principalement à cause 

des risques de toxi-infections alimentaires pour les consommateurs, mais également 

économique, par les pertes qu’entrainent des œufs déclassés ou de qualité moindre. Pour la 

filière des œufs à couver, l’enjeu est essentiellement économique, du fait de la mortalité 

embryonnaire que peut engendrer les contaminations microbiennes. 

Une fois pondu, l’œuf se retrouve dans un milieu potentiellement hostile, exposé aux 

microorganismes et aux pathogènes de l’environnement. Pour lutter contre ces agressions, il 

possède initialement un ensemble de défenses physiques, chimiques et moléculaires, mises en 

place au moment de sa formation dans l’oviducte. Dans le cas d’un œuf à couver, le système 

immunitaire adaptatif de l’embryon n’est fonctionnel qu’après éclosion. Par conséquent, 

l’embryon ne peut s’appuyer que sur les systèmes déjà présents dans l’œuf pour se développer 

et surtout pour assurer sa protection. Ainsi, les structures primaires de l’œuf, soit la coquille, 

le blanc, la membrane vitelline et le jaune, assurent la défense de l’œuf, à différents niveaux, 

tout en apportant les nutriments et l’énergie nécessaire au bon développement de l’embryon. 

Cependant, ces protections ne sont efficaces qui si leur intégrité est préservée. Or il existe de 

nombreuses situations, physiologiques ou pathologiques, où ces structures sont altérées : une 

alimentation de la poule carencée en calcium fragilise la coquille, la conservation prolongée 

des œufs endommage la structure de la membrane vitelline et celle du blanc, etc. 

Au cours de l’incubation, ces structures élémentaires sont naturellement modifiées 

voire altérées, et ce, dès les premiers stades du développement : la membrane vitelline est 

progressivement dégradée, le calcium de la coquille est solubilisé pour la formation du 

squelette de l’embryon, et le blanc ainsi que le jaune sont assimilés par l’embryon pour sa 

croissance. Ces changements peuvent entrainer une fragilisation des défenses de l’œuf, et 

rendre l’embryon plus vulnérable aux infections. En élevage, pour pallier d’éventuelles 

contaminations de l’œuf par la flore de surface et l’environnement de l’élevage, les œufs sont 

systématiquement récupérés, nettoyés, désinfectés et stockés avant d’être placés en 

incubateur. Cependant, ce processus ne semble pas totalement fiable, puisque 10% de la 

mortalité embryonnaire en élevage avicole est encore attribuée aux infections par des 

pathogènes, malgré les procédures de décontamination. Ces procédures ne sont pas sans 
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conséquences pour la filière, car certains de ces désinfectants, comme le formaldéhyde, sont 

toxiques pour les accouveurs et peuvent s’accompagner de dépôts de résidus nocifs dans 

l’œuf. De nombreuses études sont en cours pour évaluer le potentiel et l’efficacité des 

molécules et des pratiques alternatives pour la décontamination. Cependant, pour trouver des 

solutions fiables et raisonnées, il est aussi nécessaire de mieux comprendre comment évoluent 

les mécanismes de défense naturels de l’œuf au cours du développement. En outre, 

l’identification des stades critiques où les risques de contamination sont accrus, permettrait 

d’adapter au mieux les procédures de désinfection.  

En parallèle des changements drastiques observés pour les structures primaires de 

l’œuf pendant l’incubation, des structures extra-embryonnaires se forment progressivement. 

Les sacs vitellin, allantoïque et amniotique sont des tissus vivants transitoires, reliés 

physiquement à l’embryon, et qui viennent en soutien pour assurer toutes les fonctions vitales 

de ses organes en attendant l’éclosion. Elles servent également d’intermédiaires entre 

l’embryon et les nutriments de l’œuf, en permettant entre autres le transfert et l’assimilation 

des composés du blanc et du jaune. Localisées tout autour de l’embryon, elles constituent des 

barrières physiques supplémentaires face aux agressions microbiennes. Toutefois, leur rôle 

exact dans la défense de l’embryon est encore mal connu. De telles structures ont déjà été 

décrites chez les espèces vivipares, et chez l’humain, elles sont pleinement impliquées dans la 

protection de l’embryon, particulièrement le fluide amniotique. 

Dans ce contexte, pour mieux comprendre l’implication des structures extra-

embryonnaires dans la protection de l’œuf face aux pathogènes, et ainsi comprendre 

comment cette défense évolue au cours du développement embryonnaire, nous avons 

caractérisé certaines de ces structures, et plus précisément les fluides extra-

embryonnaires contenus dans les sacs amniotique et allantoïque. 

 Pour bien situer la problématique, la première partie de la synthèse bibliographique 

sera consacrée à une présentation générale de l’œuf, de sa formation et de sa composition, 

ainsi que de l’évolution de différentes structures exposées ici, de la ponte à l’éclosion. La 

deuxième partie portera plus spécifiquement sur les systèmes de défense d’origine maternelle, 

initialement présents dans l’œuf, qui subissent d’importantes modifications au cours du 

développement embryonnaire, pour ensuite aborder en troisième partie, le rôle des structures 

extra-embryonnaires dans la mise en place de systèmes de protection relais.



 

II - Synthèse bibliographique 
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A - Introduction générale : formation et évolution des 

structures de l’œuf de poule, de la ponte à l’éclosion  

L’œuf fraichement pondu est composé de quatre structures élémentaires qui sont 

formées dans l’appareil reproducteur de la poule à sa maturité sexuelle (17 semaines) : le 

jaune, la membrane vitelline, le blanc et la coquille (Figure 1). Ces structures acellulaires 

servent de source de nutriments et d’énergie pour l’embryon (Romanoff, 1960) (Figure 2). 

Elles contiennent également des molécules actives telles que des protéines antibactériennes 

(Réhault-Godbert et al., 2011). Au cours du développement de l’embryon, des compartiments 

extra-embryonnaires supplémentaires apparaissent pour maintenir les fonctions vitales de 

l’embryon comme la digestion ou la respiration. Il s’agit des sacs vitellin, amniotique et 

allantoïque (Figures 1 et 2). 

  Cette première partie a pour but de définir la composition et la formation de chacune 

de ces structures au sein de l’œuf, et en quoi elles sont essentielles à l’embryon pour son 

développement. Elle n’abordera que peu l’embryon de poule en lui-même, mais se focalisera 

sur son environnement, matière inerte et tissus vivants (Figures 1 et 2), sur lesquels il s’appuie 

pour se développer en 21 jours. 

Figure 1 : Représentation des différentes structures basiques et extra-embryonnaires de l'œuf de poule non fertilisé 

(à gauche) ou fertilisé (à droite ; 8
ème

 jour d’incubation ou ED8) 

Œuf non fertilisé 

Coquille 

Membrane 
vitelline 

Blanc 

Jaune 

Œuf fertilisé ED8  

Sac amniotique 

Sac allantoïque 

Sac vitellin 

Membrane 
chorioallantoïque 

Chalaze 

© Da Silva 2017 
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1 - Les structures primaires de l’œuf  

La formation de l’œuf dure environ 24 heures à partir de l’ovulation (Figure 3). Une 

fois libéré par l’ovaire, l’ovocyte entouré de la membrane vitelline interne (Figure 4), va 

pénétrer dans l’oviducte et transiter dans les différents compartiments de l’appareil 

reproducteur, où seront déposés successivement les autres constituants de l’œuf : la membrane 

vitelline externe dans l’infundibulum, le blanc dans le magnum, les membranes coquillères 

interne et externe dans l’isthme, et la coquille dans l’utérus. Le jaune, le blanc et la coquille 

d’œuf représentent respectivement 29%, 61,5% et 9,5% du poids total de l’œuf non 

embryonné (Nys et Guyot, 2011). 

Figure 2 : Schéma illustrant les différents rôles des structures basiques et extra-embryonnaires de l’œuf au cours 

du développement embryonnaire chez l’oiseau (Romanoff et Romanoff, 1967). 
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Figure 3 : Formation de l'œuf dans l'appareil reproducteur de la poule (schéma d'après Hincke et al., 2012). A 

droite sont indiquées les compositions du jaune, du blanc, de la coquille (Li-Chan et Kim, 2008) et de la 

membrane vitelline (Chung et al., 2010) d’œuf de poule. 
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1.1 - Le jaune ou vitellus 

Le jaune est la première structure de l’œuf qui se forme (Figure 3). Il apparait au cours 

du processus de la vitellogenèse dans l’ovaire de la poule, lorsque le vitellus vient 

s’accumuler dans l’ovocyte. L’œuf de poule est ainsi qualifié de télolécithe, car il possède des 

réserves importantes de vitellus, qui constituent une source d’énergie pour l’embryon au cours 

de l’incubation. Les données exposées ici sont principalement extraites du chapitre de 

l’encyclopédie de la Reproduction sur la vitellogenèse et les protéines du jaune chez les 

oiseaux (Guyot et al., 2017).   

- Formation - 

La croissance de l’ovocyte (Figure 4) se déroule en 3 phases : 1) une phase dite 

« précoce » qui peut durer jusqu’à plusieurs années, 2) une phase de croissance lente de 

quelques mois, où s’accumulent des couches de vitellus dites « blanches », qui contiennent 

plus de protéines, et des couches dites « jaunes », comprenant plus de lipides, et enfin 3) une 

phase de croissance rapide, où sont transférées de grandes quantités de vitellus « jaune », 6 à 

11 jours avant l’ovulation. 

A l’exception des immunoglobulines (Igs) maternelles, les composés du jaune sont 

essentiellement sécrétés par le foie et transportés dans le jaune, via le système sanguin, 

majoritairement sous forme de VLDL (lipoprotéines de très basse densité). Ces dernières sont 

Cellules de la granulosa 

Lame basale 

Thèque 

Membrane vitelline interne 

Membrane de l’ovocyte 

Jaune 

Blastodisque 

Vaisseaux sanguins 

Figure 4 : Structure du follicule ovarien et de l’ovocyte chez la poule (Réhault-Godbert and Guyot, 2017) 
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composées de triglycérides et d’esters de cholestérol, le tout entouré d’une couche de 

phospholipides, de cholestérols et d’apoprotéines (principalement l’apolipoprotéine B ou 

APOB, et l’apovitellenine ou APOV1) (Noble et Cocchi, 1990). La reconnaissance et l’entrée 

des VLDL et des vitellogénines (VTG), les principaux précurseurs protéiques du jaune, dans 

le follicule, se font via un mécanisme d’endocytose impliquant des récepteurs spécifiques 

(Noble et Cocchi, 1990).  

- Composition - 

Le jaune contient 48% d’eau, 34% de lipides (62% de triglycérides, 33% de 

phospholipides et moins de 5% de cholestérols, soit la quasi-totalité des lipides de l’œuf), 

16% de protéines, 1,5% de minéraux et 0,5% de glucides (Figure 3) (Li-Chan et Kim, 2008). Il 

forme une émulsion de lipoprotéines de basse et haute densités (68% et 16% respectivement), 

de livetines et d’autres protéines solubles (10%), et également de phosvitines (4%), 

auxquelles s’ajoutent de nombreux autres constituants (vitamines, minéraux et ions). 

L’ensemble apporte nutriments et énergie à l’embryon au cours du développement, et au 

poussin dans les premiers jours qui suivent l’éclosion. 

Deux-cent seize protéines ont pu être identifiées dans le jaune (Mann et Mann, 2008; 

Farinazzo et al., 2009), avec un certain nombre de protéines abondantes comprenant : VTG1, 

2, 3, APOB, APOV1, l’albumine sérique (ALB), l’ovalbumine (OVAL), l’immunoglobuline 

Y (IgY), l’avidine (AVD), l’ovotransferrine (TF), la transthyrétine (TTR), la cystatine 

(CST3), l’alpha-2-macroglobuline (A2M), l’apolipoprotéine A1 (APOA1) et une protéine 

prédite comme étant une bêta-microséminoprotéine (BMSP). Certaines de ces protéines sont 

impliquées dans le métabolisme lipidique (VTG1, 2 et 3, APOV1, APOB, ALB, APOA1), le 

système immunitaire (IgY, AVD, TF, CST3, BMSP), ou encore la nutrition de l’embryon 

(OVAL, VTG1, 2 et 3). 

1.2 - La membrane vitelline 

 La membrane vitelline est la seconde structure de l’œuf à apparaître. Elle forme une 

matrice protéique extracellulaire tout autour de l’ovocyte contenant le jaune, et le sépare ainsi 

physiquement du blanc d’œuf (Figure 4).  

- Formation - 
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 D’une épaisseur de 10 µm, la membrane vitelline se décompose en deux 

couches formant des réseaux de fibres protéiques : une couche interne qui fait face à l’ovocyte 

et une couche externe du côté du blanc d’œuf (Li-Chan et Kim, 2008). La membrane interne 

est l’équivalent chez les mammifères de la zone pellucide (Waclawek et al., 1998; Takeuchi 

et al., 1999). Ses constituants sont sécrétés dans l’ovaire par les cellules de la granulosa qui 

entourent l’ovocyte (Figure 4), et par le foie, tout comme les composés du jaune (voir section 

A1.1). A l’inverse, la membrane interne se forme après l’ovulation, dans l’infundibulum, le 

premier segment de l’oviducte qui est également le siège de la fécondation (Figure 3). 

- Composition - 

La membrane vitelline est constituée de 81,6% de protéines, 10% d’eau, 6,5% de 

glucides, 1,3% de lipides et 0,6% de minéraux (Figure 3) (Chung et al., 2010). De par leurs 

fonctions respectives, les membranes externe et interne diffèrent dans leur composition. La 

membrane interne qui est le site de la fertilisation de l’ovocyte, contient principalement des 

protéines ZP pour zone pellucide (97% du contenu total en protéine de la membrane), qui 

participent au processus de fertilisation en permettant l’adhésion des spermatozoïdes à 

l’ovocyte (Waclawek et al., 1998; Takeuchi et al., 1999; Okumura et al., 2004). La membrane 

externe, quant à elle, est composée d’environ 43% d’ovomucine, 37% de lysozyme (LYZ) et 

20% de protéine de la membrane vitelline externe n°1 (VMO1) (Kido et Doi, 1988). La 

membrane vitelline assure une protection physique et chimique (molécules antimicrobiennes : 

LYZ, VMO1) afin de protéger l’ovocyte fertilisé et empêcher les pathogènes d’atteindre le 

jaune.  

Plus récemment, une étude du protéome de la membrane totale a mené à 

l’identification de 137 protéines, dont 4 protéines majoritaires : OVAL (~ 75%), LYZ (~ 

21%), VMO1 (~ 1%), et la bêta-défensine aviaire 11 (AvBD11), initialement appelée la 

protéine de la membrane vitelline externe n°2 (VMO2) (~ 1%) (Mann, 2008), et un ensemble 

de protéines mineures dont les fonctions prédites sur la base d’homologie avec les autres 

espèces animales restent encore à confirmer dans le modèle oiseau. 

1.3 - Le blanc ou albumen 

Le blanc déposé autour de la membrane vitelline constitue la réserve d’eau de l’œuf 

(Figure 3). Il concentre en outre une grande partie des protéines de l’œuf, et surtout des 
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protéines et peptides antibactériens, des antiprotéases et des chélateurs de vitamines et d’ions 

métalliques. 

- Formation - 

 La formation du blanc se déroule dans le magnum (Figure 3). Les protéines sont 

produites par les cellules des glandes tubulaires qui tapissent 80% de l’intérieur du magnum 

(Edwards et al., 1976). Pour une poule mature, cette production est régulée par les hormones 

stéroïdiennes qui agissent directement sur les gènes codants pour les protéines concernées 

(Palmiter, 1972). Ainsi, l’œstrogène induit la production d’OVAL, de TF, de l’ovomucoïde 

(SPINK7) et de LYZ, alors que la progestérone induit la production d’AVD. En seulement 2 

à 4 heures, les protéines synthétisées au préalable par les cellules sont sécrétées dans la 

lumière du magnum, et déposées autour de la membrane vitelline. A ce stade, le blanc est peu 

hydraté (15 g sur 30 g final) ; il se présente sous la forme d’une masse de protéines gélifiée 

(Sauveur, 1988). Le phénomène de « plumping » qui finalise l’hydratation du blanc, se 

déroule dans les 6 à 7 premières heures passées dans l’utérus, une fois les membranes 

coquillères déposées au préalable dans l’isthme (Figure 3). 

- Composition - 

Le blanc est composé de 88,1% d’eau, 10,5% de protéines, 0,8 % de glucides, 0,5% de 

minéraux et 0,1% de lipides (Figure 3), pour un volume total d’environ 35 à 40 mL (Li-Chan 

et Kim, 2008). Il sert de source principale d’eau et de protéines pour l’embryon, lors du 

développement (Romanoff, 1960; Romanoff et Romanoff, 1967). Plus de 300 protéines ont 

été identifiées dans le blanc, dont huit comptent pour environ 90% du contenu en protéines : 

OVAL (54%), TF (12%), SPINK7 (11%), l’ovoglobuline G2 (BPIFB2/G2/TENP) (4%), 

l’ovomucine (3,5%), LYZ (3,4%), l’ovoinhibiteur (SPINK5) (1,5%) et l’ovoglyprotéine 

(ORM1) (1%) (Mann, 2007; Li-Chan et Kim, 2008; D’Ambrosio et al., 2008; Mann et Mann, 

2011; Omana et al., 2011; Qiu et al., 2013; Liu et al., 2013). Si la fonction précise d’OVAL 

reste encore méconnue, l’hypothèse la plus probable serait qu’elle sert de source d’acides 

aminés pour l’embryon (Da Silva et al., 2015, Annexe 3). TF, LYZ, l’ovomucine, SPINK5 et 

SPINK7 participent à l’activité antibactérienne du blanc d’œuf (Ardelt et Laskowski, 1985; 

Baron et al., 1999, 2014; Chen et al., 2005b; Nakimbugwe et al., 2006; Bourin et al., 2011). 

En outre, SPINK5 et 7 sont des inhibiteurs de protéases majeurs du blanc d’œuf (Saxena et 

Tayyab, 1997), dont le rôle serait de protéger les protéines du blanc de la protéolyse, jusqu’à 

leur assimilation par l’embryon (Sugimoto et al., 1999; Shinohara et al., 2005). Par 
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conséquent, en plus de son rôle dans la nutrition de l’embryon, le blanc assurerait également 

d’autres fonctions via des protéines aux activités biologiques diverses (molécules 

antibactériennes, inhibiteurs de protéases, etc.). 

1.4 - La coquille 

 L’étape finale dans la formation de l’œuf est le dépôt de la coquille, un processus qui 

dure environ 17 heures (Figure 3). Elle vient entourer toutes les autres structures de l’œuf, et 

forme la première barrière physique protégeant l’œuf contre les agressions physiques et 

microbiennes. La coquille comporte différentes couches dont la cuticule et la couche 

palissadique ancrées directement sur les membranes coquillières grâce aux noyaux 

mamillaires (Figure 5). Les pores qui la traversent de part en part régulent les échanges d’eau 

et de gaz avec l’extérieur, et sa composition riche en calcium permet un apport pour la 

formation du squelette de l’embryon lors de son développement (Romanoff, 1960; Freeman et 

Vince, 1974).  

- Formation - 

Les constituants des membranes coquillères sont produits et sécrétés par les cellules de 

l’isthme (Figure 3) (Du et al., 2015). Les noyaux mamillaires qui sont ancrés sur la membrane 

coquillère externe dans l’isthme distal, sont les points d’initiation de la minéralisation de la 

coquille dans l’utérus. La composition du fluide utérin, riche en calcium et en ions 

bicarbonates, favorise la précipitation des cristaux de calcite (carbonate de calcium CaCO3) 

Figure 5 : Représentation schématique de la coquille d’œuf de poule (schéma d'après Hincke et al., 2012).  

PORE CUTICULE 

COUCHE DE  
CRISTAUX VERTICAUX 

COUCHE 
PALISSADIQUE 

NOYAUX MAMILLAIRES 

MEMBRANE 
COQUILLERE INTERNE MEMBRANE 

COQUILLERE EXTERNE 



33 

 

formant la couche palissadique (Li-Chan et Kim, 2008; Nys et al., 2010; Hincke et al., 2012). 

Ces derniers s’organisent en colonnes et se développent vers l’extérieur de l’œuf en suivant un 

axe perpendiculaire aux membranes coquillières, guidés par les protéines de la matrice 

organique (Marie et al., 2015). L’inhibition de la croissance des cristaux est un processus 

encore mal connu, même si la matrice organique y joue un rôle essentiel (Hincke et al., 2012; 

Marie et al., 2015). Enfin, le dépôt de la cuticule dans le vagin finalise le processus de 

formation de l’œuf. 

- Composition - 

En tenant compte des membranes coquillières, la coquille contient 95% de minéraux, 

3,3 à 3,5% de matière organique et 1,6% d’eau, pour une épaisseur totale de 0,3 mm environ 

(Li-Chan et Kim, 2008). Elle est composée de 94% de calcite (CaCO3), soit 37,5 % de 

calcium, mais elle contient peu d’oligoéléments, et aucun lipide. La matrice organique se 

répartit entre les protéines des membranes coquillères et celles contenues dans la partie 

minéralisée. Les membranes coquillières sont ainsi composées de 10% de fibres de collagène 

(types I, V, et X) entrelacées et reliées par un ensemble de protéines et glycoprotéines (70% à 

75%) (Hincke et al., 2012). Plus de 700 protéines ont été identifiées dans cette matrice 

organique (Mann et al., 2006; Marie et al., 2015), dont certaines ont été identifiées au 

préalable dans les autres structures de l’œuf (OVAL, LYZ et TF). D’autres, synthétisées 

uniquement par l’isthme ou l’utérus, sont spécifiques de la coquille : les ovocléidines 17 et 

116 (OC-17, OC-116), et les ovocalyxines 21, 25, 32 et 36 (OCX36), qui sont impliquées 

dans la biominéralisation de la coquille (Tian et al., 2010; Nys et al., 2010). En outre, 

certaines de ces protéines sont retrouvées dans la cuticule, composée à 90% de protéines, 5% 

de sucres et 3% de minéraux (Rose-Martel et al., 2012). C’est aussi dans cette dernière 

couche que sont concentrés les deux tiers des pigments qui donne la couleur de la coquille. 

2 - Les structures extra-embryonnaires de l’œuf   

 Les sacs vitellin, amniotique et allantoïque apparaissent dès les premiers stades du 

développement (Figure 6). Ils sont directement dérivés du blastoderme (feuillets 

embryonnaires), et possèdent chacun des propriétés distinctes en accord avec leurs fonctions 

au cours de l’incubation. Ils évoluent dans l’œuf en interaction avec les milieux intérieur et 

extérieur de l’œuf (Romanoff, 1960). 



34 

 

 

Figure 6 : Frise chronologique illustrant le développement embryonnaire chez la poule. En bleu : début de la 

formation des structures extra-embryonnaires ; en orange : évènements marquants en lien avec les structures 

extra-embryonnaires. Les flèches orange indiquent le terme du processus. 
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Les données présentées dans cette partie sont extraites des ouvrages de A. Romanoff 

(Romanoff, 1960) et de B.M. Freeman et M.A. Vince (Freeman et Vince, 1974) sur le 

développement embryonnaire chez les oiseaux. Les références complémentaires annotées 

correspondent à des résultats postérieurs à ces revues. 

2.1 - Le sac vitellin 

 Le sac vitellin recouvre progressivement la totalité du jaune en s’appuyant sur la 

membrane vitelline. Il assure différentes fonctions vitales pour l’embryon dont la digestion et 

le transport des nutriments du jaune vers l’embryon, la production de protéines plasmatiques, 

et l’hématopoïèse (Yadgary et al., 2014). Il permet, en outre, la respiration de l’embryon, dans 

les premiers jours de l’incubation, avant le développement d’autres structures relais. 

L’important réseau sanguin qui se développe à sa surface est l’élément essentiel à la 

réalisation de toutes ces actions.  

- Formation - 

Les premières divisions cellulaires entrainent l’apparition des aires pellucide et 

vitelline, qui composent le sac vitellin (Figure 7). Ce dernier se présente sous la forme d’une 

membrane cellulaire vascularisée, dérivée du mésoderme et de l’endoderme (parties externe et 

interne de la membrane respectivement). Elle se développe à la surface du jaune d’œuf, 

directement sous la membrane vitelline, et progresse unilatéralement vers le pôle végétal de 

l’œuf qu’elle atteint au 5
ème

 jour d’incubation (ED5). Ce processus d’extension entraine la 

Figure 7 : Illustration de la croissance du sac vitellin à la surface du jaune aux 2
ème

 et 4
ème

 jours d’incubation 

chez la poule (ED2 et 4) (Romanoff, 1960) 
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disparition progressive de la membrane vitelline qui sert de matrice à la formation du sac 

vitellin (Haas et Spratt, 1976; Yoshizaki et al., 2000) (voir section B3.2). Le sac vitellin est en 

outre le support d’un important réseau sanguin, appelé l’aire vasculaire, qui recouvre la 

totalité du sac vitellin à ED14-15 (Figure 7). Ce réseau est relié au système sanguin de 

l’embryon et se développe au sein du mésoderme. En parallèle, sur la partie intérieure du sac, 

l’endoderme subit d’importantes modifications qui aboutiront à la formation de structures 

proches de celles de l’intestin (replis, villosités, cellules musculaires, épithélium, etc.) (Bauer 

et al., 2013; Yadgary et al., 2013).  

Quelques jours avant l’éclosion, le sac vitellin commence à se résorber dans 

l’abdomen de l’embryon (Noble et Cocchi, 1990). Le sac vitellin et le jaune résiduel 

constituent alors 18% du poids du poussin à l’éclosion ; ils apportent l’énergie essentielle au 

poussin dès les premiers jours de vie. La résorption complète du sac vitellin et la cicatrisation 

de l’ombilic à l’éclosion constituent des critères majeurs garantissant la santé et le bon 

développement du poussin (Tona et al., 2003).  

- Composition et fonctions - 

 La structure particulière du sac vitellin lui permet d’assurer plusieurs fonctions, dont 

l’absorption et la digestion des nutriments du jaune, pour fournir l’énergie nécessaire au 

développement et à la croissance de l’embryon. En effet, le sac vitellin est le principal 

responsable de la lipolyse et de la protéolyse des composés du jaune, en atteste la présence 

d’ARNm codants pour des protéases et des transporteurs de nutriments dans ses cellules 

(Yadgary et al., 2011, 2014; Speier et al., 2012). En outre, des vésicules de jaune ont été 

observées dans les cellules du sac vitellin dès les premiers jours d’incubation, ce qui témoigne 

de la mise en place rapide du processus d’absorption (Bauer et al., 2013). Initialement, il 

s’agit d’un mécanisme d’absorption non-spécifique (endocytose massive de jaune), qui 

devient plus précis au cours de l’incubation avec l’apparition de récepteurs spécifiques sur 

l’endoderme du sac. Les constituants digérés servent dans un premier temps à la croissance du 

sac, et plus tard, ils sont transportés vers l’embryon via l’aire vasculaire (Bauer et al., 2013). 

 Le réseau sanguin du sac vitellin assure non seulement le transport de nutriments vers 

l’embryon, mais également sa respiration, jusqu’à l’apparition de la membrane 

chorioallantoïque à ED5-6 (Figure 6) (voir section A2.3). En effet, le jaune étant moins dense 

que le blanc au début de l’incubation, il flotte à sa surface. L’aire vasculaire est alors projetée 
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contre la membrane coquillère, ce qui facilite les échanges gazeux avec l’extérieur. Cette aire 

est le siège principal de l’hématopoïèse, pendant la 1
ère

 moitié du développement, et de la 

synthèse de facteurs de coagulation et de protéines plasmatiques (APOB, APOA1, les 

apolipoprotéines A4 (APOA4) et C3 (APOC3), l’alpha-foetoprotéine (AFP), ALB) (Palazón 

et Rodríguez-Burgos, 1993; Bauer et al., 2013; Yadgary et al., 2014). 

2.2 - Le sac amniotique  

 Le sac amniotique forme une poche autour de l’embryon (Figure 6), et le protège contre 

les chocs mécaniques, l’adhésion aux autres structures extra-embryonnaires et la 

déshydratation. 

- Formation et structure - 

 La membrane amniotique aussi appelée amnios apparaît à ED2 et recouvre 

entièrement l’embryon à ED3 (Figure 8). Il s’agit d’une membrane très fine et élastique. La 

partie externe de l’amnios est dérivée du mésoderme, et se différencie progressivement en une 

couche cellulaire de muscle lisse, dont la contraction maintient le contenu du sac en 

mouvement à partir d’ED5. A l’inverse, la partie interne de l’amnios est dérivée de 

l’ectoderme, et prolonge celui de l’embryon. L’amnios croît de façon importante entre ED9 et 

ED14, puis son poids se stabilise. Pour faciliter la croissance de l’embryon lors de la dernière 

semaine d’incubation, la membrane s’étire. 

Figure 8 : Formation des structures extra-embryonnaires dans l'œuf de poule aux 2
ème

 et 3
ème 

jours d'incubation 

(ED2 et 3) vue en coupe sagittale (Pattern, 1920). Le chorion et la membrane du sac allantoïque fusionnent à 

partir d’ED5-6 pour former la membrane chorioallantoïque (en italique). 
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 Le fluide amniotique (AmF) commence à remplir la cavité amniotique à partir d’ED3-

4. Son origine reste encore inconnue, même si des hypothèses avancent la possible sécrétion 

des composés par la membrane amniotique et/ou leur transport depuis l’aire pellucide. Son 

volume augmente progressivement lors de l’incubation, surtout lors de la rupture de la 

connexion séro-amniotique (Figure 8), qui va permettre le passage des protéines du blanc dans 

le sac amniotique à partir d’ED12 chez la poule (Geelhoed et Conklin, 1966; Carinci et 

Manzoli-Guidotti, 1968; Sugimoto et al., 1999) (Figure 6). A partir d’ED13, l’embryon 

commence à absorber oralement l’AmF contenant le blanc d’œuf, ce qui entraine la 

diminution rapide du volume de fluide.  

A l’éclosion, la totalité du sac amniotique dégénère et reste dans l’œuf. 

- Composition et fonctions - 

 Le rôle principal du sac amniotique est de maintenir l’embryon dans un milieu aqueux 

pour éviter les chocs mécaniques et la déshydratation. Pour cela, avant le transfert du blanc, 

l’AmF est composé d’environ 99% d’eau, à laquelle s’ajoutent des protéines (environ 0,02-

0,05 g/L), ainsi qu’une concentration élevée en ions chlorure, responsable de l’influx d’eau 

dans le sac (Baggott, 2001). Le transfert du blanc à partir d’ED12 modifie cet équilibre, en 

augmentant notamment la quantité de protéines dans le compartiment (jusqu’à 240 g/L à 

ED16), ce qui diminue la concentration en eau qui passe de 99 à 75% (Geelhoed et Conklin, 

1966; Carinci et Manzoli-Guidotti, 1968). A partir de ce stade, l’AmF devient une source 

importante de protéines pour l’embryon qui va ingérer oralement le mélange des deux fluides. 

Des protéines du blanc ont également été retrouvées non digérées au sein même des organes 

de l’embryon, attestant du transfert de ces protéines sous forme intacte (Sugimoto et al., 1999; 

Shinohara et al., 2005). La présence de nombreuses antiprotéases dans le blanc d’œuf (Saxena 

et Tayyab, 1997) explique très probablement que les profils protéiques du blanc au cours de 

l’incubation ne sont que peu modifiés (Liu et al., 2013; Guyot et al., 2016b). Cependant, 

l’impact exact du transfert du blanc dans le sac amniotique sur ses composés n’a encore 

jamais été exploré.  

2.3 - Le sac allantoïque 

 Le sac allantoïque est le dernier compartiment extra-embryonnaire à apparaître (Figure 

6). Il se présente sous la forme d’un appendice relié à l’intestin, qui croît progressivement au 
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cours du développement embryonnaire (Figure 9). Il sert principalement de lieu de stockage 

pour les déchets du métabolisme de l’embryon, et sa fusion avec le chorion permet la 

respiration de l’embryon et la solubilisation du calcium de la coquille. 

- Formation et structure - 

 A la fin d’ED2, la partie postérieure de l’embryon en amont de la queue, commence à 

s’invaginer (Figure 9). Cette invagination forme à la fin d’ED3 une petite structure appelée le 

sac allantoïque, avec une couche cellulaire interne composée d’endoderme - directement 

reliée à l’endoderme de l’embryon, et une couche cellulaire externe composée de mésoderme 

vascularisé. La croissance du sac est influencée par la position de l’embryon et des autres 

structures de l’œuf, mais aussi par le flux d’excrétion (urine) en provenance des mésonéphros 

(reins embryonnaires) (Everaert et al., 2011). Par conséquent, à ED11-12, le sac allantoïque 

recouvre déjà la totalité des autres structures de l’œuf. Ce contact étroit entre les membranes 

extra-embryonnaires entraine la fusion de la membrane allantoïque avec l’amnios, et avec le 

chorion (Figures 8 et 9). 

Figure 9 : Illustration de la formation du sac allantoïque dans l'œuf de poule aux 2
ème

 et 3
ème

 jours d’incubation 

(ED2 et 3) vue en coupe sagittale (Pattern, 1920). 
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 Le fluide allantoïque (AlF) qui remplit la cavité de l’allantoïde est donc issu en grande 

partie des excrétions de l’embryon. L’accès à l’eau restant très difficile pour l’embryon 

jusqu’à ED3 à cause de la membrane vitelline et des feuillets embryonnaires, l’eau contenue 

dans le blanc est transférée vers le jaune d’œuf, grâce à un gradient osmotique établi au 

niveau du blastoderme (Baggott, 2001; Baggott et al., 2002; Latter et Baggott, 2002) (Figure 

10). L’eau transférée dans le jaune s’accumule sous l’embryon et forme le fluide sub-

embryonnaire, qui isole l’embryon de l’acidité et des enzymes du jaune, et lui fournit une 

source d’eau pour assurer son métabolisme. L’eau issue du métabolisme embryonnaire est 

ensuite excrétée par les mésonéphros directement dans le sac allantoïque (urines), et forme 

l’AlF. Par conséquent, la suppression du fluide sub-embryonnaire entraine in fine une 

réduction du volume d’AlF. 

- Composition et fonctions - 

 Le sac allantoïque sert donc principalement de zone de stockage pour les déchets 

métaboliques de l’embryon. Il concentre de l’azote, de l’ammonium, de l’urée et de l’acide 

urique (Baggott, 2001), qui, à fortes doses, seraient toxiques pour l’embryon.  

Le sac allantoïque participe aussi à l’équilibre acido-basique de l’œuf : 1) via le stockage des 

protons du métabolisme embryonnaire, ce qui acidifie son pH (Boutilier et al., 1977; Everaert 

Figure 10 : Formation du fluide subembryonnaire dans l'œuf de caille (d'après Latter et Baggott, 2002). L'eau 

du blanc est tranférée dans le jaune via un gradient osmotique établi au niveau du blastoderme, par un échangeur 

Na
+
/H

+
 (NHE), des ATPAases (Na

+
/K

+
 ATPase et V-ATPase) et une anhydrase carbonique (CA). La forte 

concentration en ion sodium dans le fluide subembryonnaire entraine un influx d’eau du blanc dans le jaune. 
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et al., 2011), et d’autre part 2) via le stockage d’ions bicarbonates, qui seront transférés par la 

suite vers le sac amniotique pour compenser la chute du pH de l’AmF, dans le but de 

maintenir un pH stable autour de l’embryon (Boutilier et al., 1977). La fusion des membranes 

allantoïque et amniotique au début de la seconde moitié de l’incubation, favoriserait ces 

échanges entre les deux compartiments (Busch et al., 1997) (Figures 8 et 9), grâce au réseau 

sanguin très développé à la surface du sac allantoïque suite à sa fusion avec le chorion. 

- La membrane chorioallantoïque - 

 A partir d’ED5-6, le mésoderme du sac allantoïque commence à fusionner avec celui 

du chorion, une membrane extra-embryonnaire issue du même tissu que l’amnios, et qui se 

développe en contact direct avec la coquille (Figures 8 et 9). La membrane chorioallantoïque 

recouvre toutes les autres structures internes de l’œuf à ED11-12, et 98 % de la surface totale 

des membranes coquillières (Figure 6).  

Différentes fonctions ont été associées à cette membrane (Figure 11) : l’épithélium 

allantoïque absorbe les ions contenus dans l’AlF ; le mésoderme issu de la fusion des deux 

membranes forme un réseau sanguin à l’interface avec la coquille ; et l’épithélium du chorion 

se différencie en cellules capables de solubiliser le calcium de la coquille (Gabrielli et Accili, 

2010). Dès la fusion, le système circulatoire se met en place et permet le transport des 

composés absorbés par la membrane vers l’embryon. Les ions sodium (Na
+
) et chlorure (Cl

-
) 

sont transportés de façon sélective par les cellules de l’épithélium allantoïque vers la 

circulation sanguine (Everaert et al., 2011). Le gradient osmotique alors formé entre l’AlF et 

le plasma sanguin, induit un transfert d’eau depuis la cavité allantoïque vers le plasma 

sanguin, à l’inverse du transfert d’eau formant le fluide sub-embryonnaire (Figure 10). De 

l’autre côté de la membrane, l’épithélium du chorion présente une structure différente de celle 

de l’épithélium allantoïque. Les cellules à sa surface adhèrent à la membrane coquillère 

interne (Figure 11), et des extensions cytoplasmiques s’étendent jusqu’à atteindre les réserves 

de calcium concentrées dans la coquille (Gabrielli et Accili, 2010). Le calcium de la coquille 

est alors solubilisé selon un mécanisme précis (voir section B1.3), puis transféré vers le réseau 

sanguin pour être transporté jusqu’à l’embryon, sous forme de phosphate de calcium, pour la 

minéralisation de son squelette. 



42 

 

 A ED11-12, la membrane chorioallantoïque recouvre toutes les structures internes de 

l’œuf, ce qui inclut le blanc d’œuf au niveau du pôle végétal. Chez la caille, il a été démontré 

que cette section de la membrane avait la capacité d’endocyter de grandes quantités de blanc, 

ce qui pourrait également être une voie d’assimilation des composés du blanc, voire une voie 

de transfert du blanc dans le sac amniotique (Yoshizaki et al., 2000). 

Figure 11 : Observation au microscope d’une coupe transversale de la membrane chorioallantoïque colorée au 

bleu de Toluidine (Gabrielli et al., 2010). Les fonctions associées à chaque sous-couche de la membrane ont été 

annotées en gris. AlF : fluide allantoïque. 
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B - Les défenses naturelles primaires de l’œuf 

 L’œuf constitue un modèle autosuffisant qui doit couvrir l’ensemble des besoins de 

l’embryon, de la ponte à l’éclosion. L’une de ses fonctions essentielles est d’assurer la 

protection de l’embryon tout au long de son développement tout en faisant face aux diverses 

pressions microbiennes de l’environnement. L’œuf de poule constitue donc une enceinte close 

qui doit être exempte de tout microorganisme. Cependant, il existe sur la coquille une flore de 

surface, où cohabitent des bactéries telles qu’Escherichia coli, Enterobacter cloacae, 

Escherichia fergusonii, Kluyvera spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia 

hermannii et Salmonella Typhimurium (Musgrove, 2011), qui reflète l’environnement 

d’élevage des poules pondeuses. Ces bactéries peuvent infecter l’œuf selon deux voies : par 

transmission verticale, directement de la poule à l’œuf lors de sa formation, ou horizontale, 

par contact avec l’environnement une fois l’œuf pondu, à travers une coquille défectueuse 

(Gantois et al., 2009) (Figure 12).  

Figure 12 : Schéma d'infection bactérienne dans l'œuf de poule au moment de la formation de l'œuf 

(contamination verticale) et après l'oviposition (contamination horizontale) (Gantois et al., 2009) 
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Seule Salmonella enterica Enteritidis, une bactérie gram négative responsable de toxi-

infections alimentaires, est capable de se développer dans le blanc d’œuf, car elle réussit à 

s’adapter et à survivre à la plupart des mécanismes antibactériens de l’œuf (De Reu et al., 

2006; Gantois et al., 2009; Howard et al., 2012). Cependant, la plupart du temps, ces 

mécanismes empêchent la majorité des bactéries de pénétrer et de proliférer dans l’œuf, ce qui 

souligne l’efficacité de ces systèmes.  

Ces systèmes de protection reposent sur des défenses à la fois physiques (la coquille, 

la membrane vitelline et les propriétés mécaniques des fluides vont freiner, voire inhiber la 

migration des pathogènes), moléculaires (protéines et peptides antibactériens de l’œuf, 

comme TF ou LYZ) (Réhault-Godbert et al., 2011), et enfin chimiques (pH du blanc) 

(Howard et al., 2012) (Figure 13). 

1 - La coquille, la première barrière contre les pressions de 

l’environnement 

1.1 - Une structure cristalline sophistiquée 

La coquille protège le contenu de l’œuf et l’embryon des pressions de 

l’environnement. Sa solidité est liée non seulement à son épaisseur (300 µm), mais également 

à son ultrastructure (Nys et Guyot, 2011). En effet, la morphologie, la taille, le nombre et 

Figure 13 : Les défenses physiques, chimiques et moléculaires innées de l’œuf de poule, après oviposition. 
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l’orientation des cristaux de calcite procurent à la coquille des propriétés mécaniques 

remarquables et uniques dans le monde animal (Figure 14) (Nys et al., 2004). Ainsi, chez la 

poule, les cristaux de calcite répartis en cônes juxtaposés de 200-300 µm de long sur 10 à 30 

µm d’épaisseur, sont évasés vers l’extérieur, ce qui assure une meilleure résistance contre les 

chocs mécaniques (Panheleux et al., 1999) (Figure 14 A). Chez la pintade, la réorientation des 

cônes de calcite dans la moitié supérieure confère à la coquille des propriétés de résistance 

plus élevées (Figure 14 B).  

La couche finale de cristaux verticaux, perpendiculaires à la coquille, ainsi que la cuticule qui 

recouvre l’ensemble de la coquille, empêchent non seulement les pertes en eau, mais aussi la 

pénétration bactérienne (Nys et al., 2010). Si la cuticule est retirée le risque de pénétration 

microbienne augmente alors de 20 à 60% (De Reu et al., 2006). 

1.2 - Les propriétés de la matrice organique 

Les interactions entre le minéral inorganique et les protéines de la matrice organique 

établissent l’architecture unique de la coquille qui empêche la plupart des pathogènes 

d’accéder aux autres structures de l’œuf. Cette matrice organique contient un certain nombre 

de protéines antibactériennes telles que LYZ, TF, OCX36, OC-17, ou CST3 (Mann et al., 

2006; Wellman-Labadie et al., 2008; Jonchère et al., 2010; Rose-Martel et al., 2012; Marie et 

al., 2015). Le mécanisme d’action de ces molécules au sein de la coquille reste peu connu, 

mais il est possible qu’elles soient solubilisées au cours du développement pour assurer une 

protection locale à l’interface entre la coquille et les structures extra-embryonnaires. Malgré 

cette première barrière, certains pathogènes parviennent néanmoins à accéder aux structures 

Figure 14 : Sections transversales de coquilles d’œufs de poule (A) et de pintade (B) observées en lumière 

polarisée (Panheleux et al., 1999). 
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internes de l’œuf, et ce, du fait de l’irrégularité de la coquille (cuticule non homogène, couche 

mamillaire anormale, microfissures liées à des chocs, etc.) (Nascimento et Solomon, 1991).  

1.3 - Solubilisation au cours du développement 

A partir de la seconde moitié de l’incubation (ED10-11) et jusqu’à l’éclosion (ED21), la 

coquille est progressivement dégradée et utilisée comme source de calcium par l’embryon 

(Moran, 2007).  

Alors que la majeure partie du calcium est transportée vers l’embryon grâce à la 

membrane chorioallantoïque (voir section A2.3) pour minéraliser son squelette, une autre 

partie est redirigée vers le jaune d’œuf et stockée pour subvenir aux besoins nutritionnels et 

énergétiques du poussin après éclosion. Lors du processus de dégradation, les noyaux 

Figure 15 : Dégradation progressive de la coquille au cours du développement embryonnaire. Observation par 

microscopies optique (gauche) et électronique à balayage (droite) de coquilles d’œufs de poule non-fertilisés (a-b) 

et fertilisés (c-f). Les flèches indiquent les noyaux mamillaires, alors que les crochets illustrent le détachement des 

membranes coquillières (Chien et al., 2009). 
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mamillaires sont progressivement solubilisés, entrainant un détachement des membranes 

coquillières de la partie minéralisée (Figure 15, c-f) (Chien et al., 2009). La solubilisation et le 

transport du calcium met en jeu un certain nombre de mécanismes impliquant des protéines de 

la membrane chorioallantoïque qui lient le calcium, des calcium ATPases et des anhydrases 

carboniques (Tuan et al., 1986; Gabrielli et Accili, 2010). Ce processus entraine de plus un 

relargage de protéines de la matrice organique, telles que des protéines antimicrobiennes qui 

peuvent ainsi être activées et agir localement.  

 In fine, l’amincissement de la coquille facilite la sortie de l’œuf pour le poussin (Chien 

et al., 2009). Cependant, cela peut également entrainer des problèmes de contamination de 

l’œuf et de l’embryon dans les derniers stades du développement, puis du poussin au moment 

de l’éclosion, lors de l’ingestion de la coquille et donc de la flore de surface. 

2 - Le blanc d’œuf, une barrière moléculaire et physicochimique 

contre les pathogènes 

L’essentiel des protéines et peptides antibactériens de l’œuf sont concentrés dans le 

blanc d’œuf. Sa place stratégique autour de l’embryon et du jaune, ainsi que ses propriétés 

physicochimiques uniques (pH et viscosité) en font une barrière efficace contre les 

pathogènes. 

2.1 - Les protéines et peptides antibactériens 

- Des effecteurs efficaces de l’immunité innée de l’œuf - 

Le caractère antibactérien du blanc d’œuf non fertilisé ou de ses protéines a déjà été 

exploré dans de nombreuses études menées contre Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 

Salmonella enterica Enteritidis, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus uberis, Bacillus thuringiensis, etc. (Réhault et al., 2007; Baron et al., 2016; 

Guyot et al., 2017). Ces protéines agissent selon quatre mécanismes d’action bien distincts : 

1) en chélatant des composés essentiels à la survie et la croissance bactérienne, 2) en 

dégradant directement les parois bactériennes, 3) en inhibant l’action de leurs protéases 

invasives, ou 4) en limitant leur adhésion à l’hôte (Tableau 1). 
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Tableau 1 : Liste des principales protéines et peptides antibactériens du blanc d'œuf chez la poule. Catégories de 

protéines : 1) chélatant les éléments essentiels aux bactéries, 2) dégradant les parois bactériennes, 3) inhibant les 

protéases invasives, et 4) limitant l’adhésion à l’hôte. Les mécanismes d’action inconnus sont affichés par un 

point d’interrogation au niveau de la catégorie. 

Cat Nom de la protéine Symbole du gène Mécanisme d’action Références 

1 Ovotransferrine TF Lie le fer (Baron et al., 1999, 2014) 

1 Avidine AVD Lie la biotine (Korpela et al., 1984) 

1 Protéine liant la riboflavine RBP Lie la riboflavine (White and Merrill, 1988) 

2 Lysozyme LYZ  Lyse le peptidoglycane 
(Nakimbugwe et al., 

2006) 

2 Bêta-défensine aviaire 11 AvBD11  Peptide cationique (Guyot et al., 2016a) 

2 Pléiotrophine PTN Lyse les bactéries (Humain) (Guyot et al., 2016a) 

2 Protéine Tenp / Ovoglobuline G2 BPIFB2/TENP/G2 Famille de protéines BPI/LBP (Maehashi et al., 2014) 

3 Ovostatine OVST 
Inhibiteur de métalloprotéases 

et de protéases à cystéine 
(Molla et al., 1987) 

3 Ovomucoïde SPINK7 Inhibiteur de protéases à sérine 
(Ardelt et Laskowski, 

1985) 

3 Cystatine CST3 
Inhibiteur de protéases à 

cystéine 
(Björck, 1990) 

3 Ovoinhibiteur SPINK5 Inhibiteur de protéases à sérine (Bourin et al., 2011) 

4 Ovomucine MUC5B et MUC6 Freine les bactéries (Bar-Shira et al., 2014) 

? Galline  GALN1  Peptide cationique (Whenham et al., 2015) 

? Ovalbumin-related protein X   OVALX Peptide cationique 
(Réhault-Godbert et al., 

2013) 

? 
Vitelline Membrane Outer layer 

protein 1 
VMO1 Peptide cationique (Guyot et al., 2016a) 

? Bêta-microséminoprotéine-like BMSP Peptide cationique (Guyot et al., 2016a) 

 Parmi ces protéines, on dénombre quelques IgA et M dans le blanc d’œuf (Mann, 

2007; Mann et Mann, 2011). Ces Igs sont initialement présentes dans l’oviducte, surtout au 

niveau du magnum, qu’elles protègent des infections bactériennes (Zheng et al., 1997). Leur 

présence dans le blanc pourrait être le résultat d’un mécanisme de transfert non-spécifique, 

entrainant l’inclusion d’IgA et M du magnum dans les sécrétions de protéine du blanc. 

- Assimilation par l’embryon au cours de l’incubation - 

A ED10, 76% de l’eau contenue dans le blanc ont été transférés dans le jaune d’œuf 

(Baggott et al., 2002). De plus, le développement progressif des structures extra-

embryonnaires a repoussé les composés du blanc vers le pôle végétal de l’œuf, laissant 

l’embryon sans défense apparente (Figure 6). Toutefois, à ED12, le blanc d’œuf est transféré 

dans le sac amniotique, ce qui pourrait rétablir la protection autour de l’embryon (Figure 16). 

Le mélange de l’AmF et du blanc d’œuf est ensuite absorbé oralement par l’embryon à partir 

d’ED13, pour accompagner la phase intensive de croissance du corps et des organes lors de la 

deuxième moitié de l’incubation (Romanoff, 1960; Geelhoed et Conklin, 1966; Carinci et 
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Manzoli-Guidotti, 1968; Freeman et Vince, 1974). Une partie des protéines est absorbée par 

la membrane de l’intestin et redirigée vers les organes de l’embryon (Speier et al., 2012; 

Miska et al., 2014) (Figure 16), en atteste la présence d’OVAL dans le cerveau, la moelle 

épinière, les muscles, etc. (Sugimoto et al., 1999; Shinohara et al., 2005). Les autres protéines 

sont transportées dans le sac vitellin (Carinci et Manzoli-Guidotti, 1968; Baintner et Fehér, 

1974; Sugimoto et al., 1989; Yoshizaki et al., 2002) pour y être digérées avec les autres 

composés du jaune et ensuite transférées vers l’embryon (voir section A2.1). Les acides 

aminés, peptides, ou protéines résultants du métabolisme embryonnaire sont sécrétés dans le 

sac allantoïque (Bolin et Burggren, 2013; Bolin et al., 2017), dans lequel ils pourraient être à 

nouveau réabsorbés, cette fois-ci par la membrane chorioallantoïque (Yoshizaki et al., 2002; 

Moran, 2007) (Figure 16). Un transfert direct des protéines de l’intestin vers le sac allantoïque 

est aussi probable (Romanoff, 1960), tout comme le transfert vers le jaune via la membrane 

vitelline résiduelle (Kaspers et al., 1996). 

 Plus récemment, une étude menée sur des œufs de poule fertilisés a également 

démontré que les activités anti-Listeria monocytogenes et Streptococcus uberis du blanc 

d’œuf, bien que diminuées, étaient maintenues lors du développement embryonnaire, et ce, 

jusqu’à ED12 (Guyot et al., 2016a). Les protéines antibactériennes du blanc semblent donc 

toujours actives juste avant leur transfert dans le sac amniotique.  

Figure 16 : Assimilation des composés du blanc par l'embryon de caille (Yoshizaki et al., 2002). Le blanc (1) est 

transféré dans le sac amniotique (3) via l'espace interstitiel (2), puis absorbé oralement par l’embryon. Une partie 

des protéines du blanc est absorbée par l’intestin (4), et le reste est transféré dans le sac vitellin, pour y être digéré 

(5) ou directement sécrété dans le sac allantoïque (6). La réabsorption des protéines du fluide allantoïque par la 

membrane chorioallantoïque n’a jamais été démontré (7). 
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2.2 - Les paramètres physicochimiques 

- Le pH - 

 Dans un œuf fraichement pondu, fertilisé ou non, le pH du blanc augmente rapidement 

de 7,6 à 9,0 (Figure 17 A), sous l’effet de la diffusion du CO2 à travers la coquille (Guyot et al., 

2016b). Ce phénomène affecte non seulement la survie et la croissance des bactéries, mais 

aussi la mobilité flagellaire et le stress oxydatif des bactéries (Réhault et al., 2007; Guyot et 

al., 2017). Il module également l’activité de certaines protéines antibactériennes, comme TF 

qui chélate mieux le fer, un élément essentiel à certaines bactéries comme Salmonella 

enterica Enteritidis (Tranter et Board, 1984), ou LYZ qui perd son activité muramidase 

(Banerjee et al., 2011) à pH alcalin. Cependant, prises dans leur globalité, les activités 

bactéricides et bactériostatiques du blanc d’œuf sont renforcées pour des valeurs de pH 

élevées (Alabdeh et al., 2011). 

 Lors de l’incubation, le pH du blanc d’œuf fertilisé va progressivement diminuer pour 

atteindre 7,5 à ED12 (Figure 17 A). A l’inverse, le pH du blanc d’œuf non fertilisé et incubé 

continue à augmenter pour atteindre une valeur de 9,7 au 12
ème

 jour (Guyot et al., 2016b). 

Cette différence s’explique par le métabolisme respiratoire de l’embryon (diffusion de CO2 

dans l’œuf) qui entraine une diminution du pH du blanc, et modifie les propriétés 

antibactériennes du blanc (augmentation de l’activité muramidase de LYZ, et diminution de 

l’activité chélatrice de TF). 

Figure 17 : Evolution du pH (A) et de la viscosité (B) du blanc d’œuf de poule fertilisé ou non au cours de 

l’incubation et du stockage respectivement (Silversides et Scott, 2001 (B); Guyot et al., 2016 (A)). 
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- La viscosité - 

On distingue quatre couches dans le blanc : le blanc épais situé entre deux couches de 

blanc liquide, et les chalazes issues de la rotation lente de l’œuf dans l’utérus (Nys et Guyot, 

2011). Ces dernières permettent le maintien du jaune d’œuf en position centrale, loin de toutes 

contaminations microbiennes qui pourraient subvenir via la coquille, dans l’œuf non fertilisé. 

La structure gélifiée du blanc d’œuf est directement liée à la présence d’ovomucine, une 

protéine hautement glycosylée et composée de deux sous-unités : la sous unité alpha 

(MUC5B) pauvre en glucides et une sous-unité bêta plus riche en glucides (MUC6) (Li-Chan 

et Kim, 2008). La formation de complexes avec LYZ renforce cette structure. La viscosité 

d’un fluide est connue pour réduire la mobilité des pathogènes (Schneider et Doetsch, 1974). 

La viscosité du blanc d’œuf va donc freiner les pathogènes et réduire leur accès aux 

nutriments du jaune. Cependant, elle est affectée par de nombreux paramètres, tels que les 

conditions et le temps de stockage (Silversides et Scott, 2001). En effet, l’augmentation du pH 

du blanc au cours du stockage (Figure 17 A) entraine une dissociation du complexe formé entre 

l’ovomucine et LYZ, ce qui liquéfie le blanc (Figure 17 B) et favorise la mobilité et le pouvoir 

invasif des bactéries. 

3 - La membrane vitelline, une barrière physique et moléculaire 

La membrane vitelline constitue la dernière barrière avant le jaune d’œuf. Elle est 

principalement constituée de protéines fibreuses et de protéines et peptides antibactériens 

(Figure 18). 

Membrane 

externe 

Membrane 

interne 

Œuf de poule Œuf de cane 

Figure 18: Structure des membranes vitellines externe et interne d’œufs de poule et de cane non fertilisés. 

Observation au microscope électronique à balayage (Chung et al., 2010). 
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3.1 - Un réseau de fibres protéiques 

Chez la poule, les constituants de la membrane vitelline s’entrelacent en un réseau de 

feuillets de 2 à 6 µm d’épaisseur (membrane externe) et de fibres de 0,3 à 0,7 µm d’épaisseur 

(membrane interne) (Chung et al., 2010) (Figure 18). Ce maillage freine, voire empêche la 

progression des pathogènes. Les ponts disulfures formés entre les ovomucines sont essentiels 

pour maintenir l’intégrité de ce réseau, et ce, même après la solubilisation des deux protéines 

majoritaires de la membrane externe : LYZ et VMO1, qui participent également au maintien 

de la structure (Back et al., 1982; Kido et Doi, 1988). Sur les 137 protéines identifiées dans la 

membrane vitelline, au moins 35 d’entre elles ont un potentiel antibactérien (Mann, 2008). 

Trois des protéines majoritaires, LYZ, VMO1 et AvBD11, sont connues notamment pour leur 

action directe contre Salmonella enterica Enteritidis et/ou Listeria monocytogenes (Guyot et 

al., 2016b). La concentration totale en ovomucine et en LYZ est 17 fois plus élevée dans la 

membrane externe que dans le blanc d’œuf, dénotant le fort potentiel antibactérien, autant 

bactériostatique que bactériolytique, de la membrane vitelline. 

Toutefois, la membrane est fortement altérée par certains paramètres en particulier l’âge 

et le régime alimentaire de la poule (vitamines et acides gras), ou la température de stockage 

de l’œuf (Li-Chan et Kim, 2008). Cette détérioration passe en partie par la solubilisation de 

protéines de la membrane telles que VMO1 et AvBD11 (Schäfer et al., 1998), qui déstructure 

la membrane et la fragilise. 

3.2 - Disparition progressive au cours de l’incubation 

 Chez la poule, suite à la fertilisation de l’ovocyte, la membrane vitelline en contact 

avec l’embryon est altérée (Chung et al., 2010) (Figure 19). Des changements similaires ont été 

observés dans les membranes vitellines internes d’autres espèces d’oiseaux, telles que le 

pigeon ou la dinde (Jensen, 1969).  

Chez la caille, il a été démontré que cette dégradation est liée à l’activité d’enzymes dites 

« d’éclosion » (famille de protéase « astacin »), localisées sur les extensions cellulaires du sac 

vitellin, qui remplace progressivement la membrane vitelline au cours de l’incubation 

(Yoshizaki et al., 2002) (Voir section A2.1) 
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4 - Le jaune d’œuf, une source d’immunoglobulines (Igs) maternelles 

 La position centrale du jaune dans l’œuf le préserve de toute attaque via la coquille. 

Quelques molécules antibactériennes (LYZ ou TF) sont retrouvées dans le jaune, mais 

globalement ce fluide riche en nutriments reste un milieu favorable à la croissance 

bactérienne. Les Igs maternelles concentrées dans ce compartiment servent principalement au 

moment de l’éclosion, et dans les premiers jours de vie du poussin. 

4.1 - Les immunoglobulines Y (IgY) 

 Les Igs localisées dans le sang de la poule au moment de la formation de l’œuf sont 

stockées dans le jaune par endocytose, qui met en jeu un récepteur appelé FcRY (Fc receptor 

Y). Elles constituent donc une image à un temps donné du système immunitaire de la poule, et 

reflète le microbiote de son environnement d’élevage (Smith et al., 1994). Leur concentration 

dans le jaune est très variable d’une souche à l’autre (Hamal et al., 2006). 

Dans le jaune, les IgY sont les Igs dominantes. Elles ont une structure singulière, proche de 

celles des IgG des mammifères (Figure 20). Les deux chaines lourdes des IgY possèdent un 

domaine supplémentaire en comparaison avec les IgG, ce qui leur confère une masse plus 

importante (environ 180 kDa contre 150 kDa pour les IgG). 

 

ED0                                    ED4-5 

Membrane  

externe 

 

 

 

 

Membrane  

interne 

Membrane  

externe 

 

 

 

 

Membrane  

interne 

Figure 19 : Structure des membranes vitellines externe et interne d’œufs fertilisés de poule au moment de la 

ponte (ED0) et aux 4
ème

-5
ème

 jours d’incubation (ED4-5). Observation au microscope électronique à balayage 

(Chung et al., 2010). 
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D’autre part, les IgG présentent une zone charnière bien plus grande qui les rend plus 

flexibles par rapport aux IgY (Müller et al., 2015).  

Des IgY ont été retrouvées chez d’autres oiseaux, chez les amphibiens, les reptiles et certains 

poissons.  

4.2 - Transfert des IgY au cours de l’incubation 

 Le transport sélectif des IgY du jaune vers la circulation de l’embryon à travers le sac 

vitellin s’initie lentement à ED7 (< 100 µg/jour) (Kowalczyk et al., 1985) et fait intervenir des 

récepteurs du sac vitellin dont la liaison aux IgY est dépendante du pH (West et al., 2004). 

IgY est alors détectée dans d’autres compartiments tels que le blanc, les sacs amniotique et 

allantoïque (Kramer et Cho, 1970; Rose et al., 1974; Benčina et al., 2005). Le transport 

s’accélère trois jours avant l’éclosion (> 600µg/jour), pour renforcer les défenses du futur 

poussin au moment de l’éclosion, mais également les semaines qui suivent l’éclosion, en 

attendant la mise en fonction des lymphocytes B et la synthèse d’anticorps par l’embryon 

(Fellah et al., 2008). Sur l’ensemble des IgY du jaune, seulement 10% seront absorbées par 

l’embryon. Ce processus coïncide avec la résorption du sac vitellin dans l'intestin de 

l'embryon (Romanoff, 1960; Noble et Cocchi, 1990). Les IgY résiduelles du sac vitellin 

pourraient assurer une protection locale de l’intestin (Engberg et al., 1992; Beal et al., 2006).  

Figure 20 : Structures de l'immunoglobuline Y (IgY) de poule et de l'immunoglobuline G (IgG) de mammifères 

(Müller et al., 2015). 
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4.3 - Assimilation des composés du jaune 

 Les lipides et les protéines du jaune sont digérés et absorbés par le sac vitellin pour les 

besoins de l’embryon (voir section A2.1), ce qui modifie la composition du jaune, tout 

comme la synthèse de nouvelles protéines par le sac vitellin (AFP, APOB, APOV1, etc.) 

(McIndoe, 1960; Yadgary et al., 2014; Réhault-Godbert et al., 2014), et le transfert de 

composés depuis le blanc (voir section B2.1). L’impact exact des protéases du sac vitellin sur 

les protéines antibactériennes (LYZ, TF) et les Igs n’est pas encore connu, mais certains 

travaux suggèrent que les Igs pourraient également servir de source d’acides aminés pour 

l’embryon (Kowalczyk et al., 1985). Le pH du jaune varie de 6 unités pH à ED0 jusqu’à 7,5 à 

ED14, ce qui peut modifier les activités des protéines antibactériennes et des enzymes 

protéolytiques du jaune, comme la cathepsine D (Retzek et al., 1992). 

5 - Conclusion 

 Chez les oiseaux, il existe deux grands types de défense : 1) les mécanismes non-

spécifiques, qualifiés de naturels ou innés, qui vont agir sur les pathogènes de façon non 

ciblée (barrières physicochimiques, protéines antibactériennes, etc.) ; et 2) les mécanismes 

dits spécifiques ou adaptatifs, qui vont cibler des pathogènes précis (anticorps, lymphocytes).  

Le système immunitaire adaptatif de l’embryon n’étant actif qu’après l’éclosion, il ne peut 

compter que sur les défenses innées de l’œuf pour faire face aux pathogènes. Cependant, 

Figure 21 : Dégradation des défenses naturelles primaires de l’œuf de poule fertilisé au cours de l’incubation. 

Dégradée à partir d’ED3 

Transporté dans le sac 
amniotique à partir d’ED12 

Assimilation à partir d’ED1 

COQUILLE 

JAUNE 

BLANC 

MEMBRANE 
VITELLINE 

P C 

Défenses physiques Défenses chimiques 
et moléculaires 

P C 

P C 

C 

P C © Da Silva 2017 

Solubilisée à partir d’ED10 



56 

 

l’ensemble des défenses innées présentes initialement, disparaissent progressivement au cours 

de l’incubation (Figure 21).  

Par conséquent, pour empêcher la pénétration et le développement de bactéries dans 

l’œuf au cours du développement embryonnaire, de nouveaux systèmes de défense prennent 

le relais.  
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C - Structures extra-embryonnaires et défenses de l’œuf 

au cours du développement 

Les mécanismes de défense adaptatifs de l’embryon deviennent fonctionnels 

seulement au cours des premières semaines suivant l’éclosion (Fellah et al., 2008). En effet, 

lors du développement embryonnaire, les organes primaires (bourse de Fabricius, thymus) et 

secondaires (rate, intestin, etc.) du système immunitaire se forment, mais aucun anticorps 

n’est sécrété. Les lymphocytes matures capables de sécréter des Igs ne sont détectés chez le 

poussin que six jours après l’éclosion (Kowalczyk et al., 1985). Par conséquent, avant 

l’éclosion, les IgY, A et M présentes dans l’œuf proviennent uniquement de la mère : les IgY 

du jaune servent à défendre l’embryon pendant et après l’éclosion, à l’instar des Igs du 

colostrum et du lait maternel chez les espèces vivipares ; les IgA et M contenues dans le blanc 

sont absorbées par l’embryon au cours de l’incubation, et mises en contact avec la muqueuse 

intestinale.  

En parallèle, de nouvelles structures de défense de l’embryon se mettent en place 

rapidement au cours de l’incubation. L’épithélium de l’embryon constitue une première 

barrière physique pour les pathogènes, alors que les cellules immunitaires telles que les 

Figure 22 : Systèmes de défense innée des structures extra-embryonnaires mis en place dans l’œuf de poule au 

cours de l’incubation 
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macrophages entrent en action à ED12 et ED16 dans le foie et les reins (Qureshi et al., 2000). 

Ces cellules immunitaires sont également retrouvées au niveau des membranes extra-

embryonnaires, et notamment à la surface de la membrane chorioallantoïque (Valdes et al., 

2002).  

Le rôle exact de ces structures extra-embryonnaires dans la défense de l’embryon n’a 

jamais été étudié. Leur position stratégique autour de l’embryon et leur rôle dans 

l’assimilation des composés de la coquille, du jaune et du blanc, en font cependant des 

compartiments de choix pour la relocalisation des défenses moléculaires initialement 

présentes dans l’œuf, et pour la mise en place de nouveaux systèmes de défense (Figure 22). 

1 - Les membranes extra-embryonnaires 

 L’apparition des membranes extra-embryonnaires au début de l’incubation ajoute un 

niveau supplémentaire dans la défense de l’œuf et de l’embryon : la membrane 

chorioallantoïque enveloppe la totalité des structures internes de l’œuf, la membrane 

amniotique isole l’embryon des autres compartiments, et le sac vitellin entoure le jaune d’œuf.  

1.1 - La membrane chorioallantoïque, la deuxième barrière après la coquille 

 La membrane chorioallantoïque recouvre l’ensemble des structures de l’œuf à partir 

d’ED11-12 (Gabrielli et Accili, 2010). Son épithélium étant en contact direct avec les 

membranes coquillières, il s’agit de la deuxième barrière physique observée dans l’œuf après 

la coquille au cours du développement (Figure 22). Cette position stratégique permet aux 

cellules de l’immunité innée d’agir localement, en cas de pénétration bactérienne à travers la 

coquille. En effet, une infection bactérienne simulée par un dépôt de lipopolysaccharide 

(composant essentiel des membranes des bactéries gram négatives) directement sur la 

membrane chorioallantoïque, induit une réponse inflammatoire importante sur la zone du 

dépôt (Valdes et al., 2002). Un certain nombre d’hétérophiles et de monocytes sont ainsi 

recrutés sur le site de l’infection. En outre, la membrane chorioallantoïque fut le premier tissu 

à révéler la présence et l’action de l’interféron gamma, suite à une infection virale (Isaacs et 

Lindenmann, 1988).  

 L’analyse du protéome de la membrane par spectrométrie de masse à ED19 a mené, 

entre autres, à l’identification de deux protéines bactériostatiques, TF et RBP (protéine liant la 
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riboflavine) (Cordeiro et Hincke, 2016), potentiellement exprimées par la membrane ou 

transitant via la circulation sanguine. Du fait de leur proximité, il est probable que d’autres 

protéines du blanc ou de la coquille soient retrouvées dans la membrane, d’autant plus qu’il a 

été démontré chez la caille que la membrane chorioallantoïque pouvait endocyter de grandes 

quantités de blanc d’œuf (Yoshizaki et al., 2002). Des analyses plus poussées de protéomique 

et de transcriptomique permettraient de mieux comprendre les mécanismes de défense mis en 

place au sein de cette membrane pour protéger l’œuf des pathogènes. 

1.2 - Le sac vitellin remplace la membrane vitelline 

 Au cours de l’incubation, la structure cellulaire du sac vitellin remplace 

progressivement la membrane vitelline (Yoshizaki et al., 2000), formant ainsi une nouvelle 

barrière. Globalement, le sac vitellin ne semble pas impliqué dans la défense active de l’œuf. 

L’analyse de son transcriptome a révélé qu’il synthétisait de nombreuses protéines du 

métabolisme lipidique (voir section A2.1), mais aucun effecteur antibactérien (Yadgary et al., 

2014). Cependant, le sac vitellin sert de support pour les cellules du système immunitaire 

inné, dont les monocytes et les macrophages, qui sont retrouvés au niveau du sac à ED10 et 

12 respectivement (Marga Janse et Jeurissen, 1991). 

1.3 - Le sac amniotique entoure l’embryon 

 La membrane amniotique représente le dernier rempart physique avant l’embryon.  

Elle possède peu de cellules au départ, mais elle se complexifie avec l’apparition de cellules 

épithéliales à sa surface, ainsi que d’une matrice fibreuse qui semble renforcer la structure 

(Romanoff, 1960). Cependant, à partir d’ED14, la membrane ne croît plus, et donc pour 

supporter la croissance de l’embryon, elle est étirée, ce qui peut la fragiliser. Même si la 

structure des cellules de l’amnios a été longuement détaillée (Romanoff, 1960), peu 

d’informations apparaissent dans la littérature sur sa composition et ses propriétés.  

2 - Les fluides extra-embryonnaires amniotique et allantoïque 

 Lors de la première moitié de l’incubation, l’eau contenue dans le blanc est redirigée 

vers les compartiments extra-embryonnaires (Figure 23). Elle transite par le jaune avant d’être 

transférée vers les sacs amniotique et allantoïque pour former l’AmF et l’AlF (voir sections 

A2.2 et A2.3). A l’inverse, lors de la seconde moitié de l’incubation, ces fluides vont être 
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réabsorbés directement ou indirectement par l’embryon, pour supporter l’accélération de son 

métabolisme lors de la phase de croissance (Baggott, 2001; Baggott et al., 2002; Latter et 

Baggott, 2002).  

Ces mouvements de fluide entre compartiments incluent des transferts de protéines du jaune 

et du blanc d’œuf, et donc potentiellement une redistribution des agents antibactériens 

initialement présents dans l’œuf. 

2.1 - Le potentiel antibactérien du fluide amniotique (AmF) 

 La composition exacte de l’AmF n’est pas connue chez l’oiseau. Cependant, chez 

l’humain, l’analyse de son protéome a mené à l’identification de plus de 900 protéines (Cho et 

al., 2007), dont 25% sont prédites pour être impliquées dans la réponse immunitaire 

(Michaels et al., 2007). La question se pose donc concernant les propriétés et les fonctions des 

protéines de l’AmF chez la poule, d’autant plus que le transfert du blanc dans le sac 

amniotique à ED12 doit induire des changements importants précisément dans les propriétés 

antibactériennes du fluide.  

Figure 23 : Evolution des masses de l'embryon, du blanc et du jaune d'œuf, ainsi que des volumes des fluides sub-

embryonnaire, amniotique et allantoïque au cours de l’évolution (Baggott, 2001, données de Romanoff, 1967). 
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2.2 - Le potentiel protéolytique du fluide allantoïque (AlF) 

 L’AlF est le résultat du métabolisme de l’embryon et, à travers lui, du métabolisme du 

sac vitellin qui constitue l’organe digestif principal. La composition du fluide riche en acide 

urique (~2 g/L), urée (~0,4 g/L), ammonium (~0,1 g/L) et azote (~1,2 g/L) peut représenter un 

milieu difficile pour la survie et la croissance des bactéries (valeurs obtenues à ED12) 

(Romanoff, 1960). En outre, le volume d’AlF diminuant à partir d’ED13, ces composés sont 

fortement concentrés et finissent par précipiter pour former des cristaux d’urates (Bolin et 

Burggren, 2013). A partir de la 2
ème

 moitié de l’incubation, la sécrétion importante de protons 

dans le compartiment, suite à l’accélération du métabolisme embryonnaire, induit une chute 

du pH de 2 unités environ (pH 7 à ED8, pH 5,5 à ED18) (Boutilier et al., 1977). Ce 

phénomène peut induire des changements fonctionnels au niveau protéique. 

 La composition globale de l’AlF n’est pas connue, mais certains travaux ont tout de 

même révélé la présence de protéases actives au sein de ce fluide (Kandeil et al., 2014), dont 

la thrombine (F2) ou le facteur de coagulation 10 (F10) qui, dans l’AlF, ont démontré leur 

capacité à cliver et ainsi activer certains virus dont celui de la grippe aviaire (Gotoh et al., 

1990; Ogasawara et al., 1992; Wanitchang et al., 2010). 

CONCLUSION 

 Les premiers éléments de littérature suggèrent que les membranes et les fluides extra-

embryonnaires pourraient participer à la défense de l’œuf au cours de l’incubation. Leurs 

localisations et leurs interactions étroites avec l’embryon et l’ensemble des structures 

primaires de l’œuf (réseaux sanguins, diffusion passive, transport actif), favorisent les 

échanges de composés d’un compartiment à l’autre, et leur assimilation par l’embryon. Ces 

transferts d’eau et de protéines entrainent probablement une relocalisation des protéines et des 

peptides antibactériens initialement localisés dans les structures élémentaires de l’œuf, dans 

l’AmF et l’AlF. 

 L’évolution du modèle de reproduction ovipare au modèle vivipare a entrainé des 

changements important au sein des structures extra-embryonnaires, particulièrement avec 

l’apparition du placenta. Chez l’humain, par exemple, le sac allantoïque ne forme pas une 

structure indépendante comme chez la poule, mais il forme une partie du cordon ombilical. 

Les urines de l’embryon sont donc sécrétées directement dans le sac amniotique, à l’inverse 
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de l’embryon de poule qui va les sécréter dans le sac allantoïque, formant ainsi l’AlF. La 

présence importante de protéines et de peptides en lien avec la réponse immunitaire et la 

défense dans l’AmF humain, nous laisse supposer que l’AmF, et potentiellement l’AlF de 

l’œuf de poule, pourraient également contenir des agents antibactériens et contribuer ainsi à la 

protection de l’embryon au cours de son développement. 

 



III - Objectifs de thèse 
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 Lors de la formation de l’œuf de poule, nous avons vu qu’un certains nombres de 

défenses innées sont mises en place pour protéger le futur embryon contre les pathogènes. Le 

système immunitaire adaptatif de l’embryon n’étant actif qu’après éclosion, ce dernier 

s’appuie sur les ressources que lui procurent les constituants et les structures de l’œuf pour se 

protéger. Ainsi, la coquille, le blanc, la membrane vitelline et le jaune participent tous à la 

défense de l’œuf et de l’embryon, à différents niveaux, autant moléculaires que 

physicochimiques. Cependant la fertilisation et la mise en incubation de l’œuf entraine une 

altération, voire une dégradation de ces structures ou fluides, ce qui, sans système relais, 

rendrait l’embryon plus vulnérable face aux infections. Les compartiments extra-

embryonnaires qui apparaissent progressivement avec l’embryon, ajoutent un niveau 

supplémentaire dans sa protection. Ils servent notamment de supports physiques pour le 

déplacement et la migration des cellules immunitaires innées de l’embryon. En outre, les 

transferts d’eau et de composés du jaune et du blanc dans les sacs amniotique, allantoïque et 

vitellin, peuvent également entrainer une relocalisation des défenses initialement présentes 

dans l’œuf, dont les protéines et les peptides antibactériens du blanc et de la membrane 

vitelline. Comme le fluide amniotique chez l’humain, les fluides extra-embryonnaires de 

l’œuf de poule auraient par conséquent un rôle majeur dans la protection de l’embryon. 

 Dans ce contexte, et pour mieux comprendre l’évolution des défenses innées de 

l’œuf au cours du développement embryonnaire, nous avons étudié les propriétés et la 

composition protéique des fluides amniotique (AmF) et allantoïque (AlF) de l’œuf de 

poule, à différents stades de l’incubation. 

- Objectif 1 - 

 A l’inverse du jaune et du blanc d’œuf, la bibliographie est peu fournie sur les 

propriétés de l’AmF et de l’AlF, ainsi que leur évolution au cours de l’incubation. Les 

données existantes datent pour certaines d’il y a plus de 50 ans. Le premier objectif a donc 

été de réactualiser et de compléter ces données, en mesurant certains des paramètres 

physicochimiques des fluides, à différents stades de l’incubation (Figure 24). Les stades 

sélectionnés, soit ED8, 10, 11, 12, 14 et 16, couvrent l’ensemble des périodes clés associées à 

la formation et la disparition de l’AmF et de l’AlF, dont le transfert du blanc dans le sac 

amniotique à ED12. Une mise au point préalable a été effectuée sur les phases de stockage et 

d’incubation des œufs, notamment pour homogénéiser les stades du développement, et 

éliminer les œufs hors-normes de l’analyse (clairs, microfêlés, etc.). 
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 Après avoir éliminé les contaminants des fluides (cellules, méconium, etc.), les 

mesures de volume, de pH, d’osmolalité et de profil d’absorbance ont mis en évidence des 

différences non seulement entre les fluides, mais aussi entre les stades d’incubation. Par 

exemple, le transfert du blanc dans l’AmF et l’accélération du métabolisme de l’embryon lors 

de la seconde moitié de l’incubation, entrainent une chute significative du pH et de 

l’osmolalité dans les deux fluides. Nous avons vu précédemment que ces changements de pH 

Figure 24 : Résumé des objectifs de thèse et des stratégies appliquées pour analyser les fluides amniotique (AmF) 

et allantoïque (AlF) de l’œuf de poule, à différents stades de l’incubation (ED8-16) 

 Prélèvements de l’AmF, de l’AlF et du blanc d’œuf (ED8, 10, 
11, 12, 14 et 16) 

 Sélection des embryons : détection et élimination des embryons 
non synchronisés (table d’Hamburger et Hamilton, 1951) et 
sexage par PCR 

 Elimination des contaminants (cellules, méconium, etc.) par 
centrifugation  

 Mesures : volume, pH, osmolalité et concentration protéique 

 3 jours de stockage (synchroniser le développement des 
embryons) et 21 jours d’incubation standard 

 Sélection des œufs : détection et élimination des œufs clairs 
(mirage), microfêlés (Acoustic Egg Tester), et hors normes (tailles 
et poids) 

 Visualisation des profils protéiques des fluides par SDS-PAGE 

 Pools des fluides homogènes selon leurs profils protéiques et 
leurs paramètres physicochimiques (autant de mâles que de 
femelles), et identification des protéines par spectrométrie de 
masse (à ED11 pour l’AmF et ED16 pour l’AlF) 

 Prédiction des fonctions par Gene Ontology (identification de 
candidats antibactériens) 

 Mesure des activités protéolytiques par zymographie et test en 
solution 

 Mesure des activités antibactériennes par test de diffusion en 
gélose (fractions totales et enrichies en molécules 
antibactériennes) 

 Etude de la répartition des protéines et des peptides au sein des 
animaux et des champignons par reconstruction phylogénétique 

 Comparaison du protéome de l’AmF de poule avec celui de 
l’humain 

Stockage et incubation des œufs embryonnés 

Prélèvements 

Mesure des paramètres physicochimiques 

Identification des protéines et analyse fonctionnelle 

Analyse des activités antibactériennes et protéolytiques 

Comparaison avec les autres espèces ovipares et vivipares 

1 - Acquérir de nouvelles 
données sur l’évolution 
des fluides au cours de 

l’incubation 

3 - Evaluer le potentiel 
antibactérien des fluides 
au cours de l’incubation 

2 - Analyser les grandes 
fonctions des fluides et 
identifier des candidats 

antibactériens 

4 - Déterminer les 
spécificités moléculaires 

du modèle oiseau 
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pouvaient non seulement affecter la croissance bactérienne, mais aussi moduler l’activité des 

protéines antibactériennes de l’œuf (LYZ, TF, etc.).  

- Objectif 2 - 

 Les transferts des protéines du blanc et du jaune d’œuf entre les structures extra-

embryonnaires facilitent leur assimilation par l’embryon, mais peut également induire la 

relocalisation, l’activation ou la dégradation de précurseurs antibactériens. Nous avons donc 

analysé la composition, et plus particulièrement le contenu en protéines des deux fluides 

pour identifier les protéines de l’AmF et de l’AlF, les classer par grandes fonctions 

biologiques, et faire ressortir des candidats potentiellement impliqués dans la défense 

innée de l’œuf (Figure 24). Une première analyse par SDS-PAGE nous a permis de visualiser 

les profils protéiques des deux fluides pour les six stades prélevés, pour cibler les stades les 

plus pertinents à analyser par spectrométrie de masse. Alors que la composition de l’AlF 

évolue sensiblement d’ED8 à ED16, la composition de l’AmF subit un changement plus 

radical à ED12, avec le transfert du blanc. Par conséquent, deux stratégies distinctes ont été 

mise en place pour l’analyse de chacun des fluides : 1) la première visait à caractériser le 

protéome de l’AmF à ED11, pour s’affranchir des protéines du blanc, et ainsi identifier 

uniquement les protéines intrinsèques du fluide ; 2) la deuxième, avait pour but de 

comprendre les différences observées dans l’AlF au cours de l’incubation, à l’aide d’une 

étude comparée entre les stades ED11 et ED16. Cette dernière est actuellement en cours de 

réalisation dans notre équipe. Néanmoins, une première approche globale réalisée sur l’AlF a 

révélé la présence de nombreuses protéines associées au transport et au métabolisme des 

vitamines, des lipides, des hormones et des ions, et quelques-unes associées à la défense innée 

de l’œuf (LYZ et TF). Concernant l’AmF, l’analyse globale par spectrométrie de masse, en 

solution et en gel, a mené à l’identification de 91 protéines non redondantes à ED11. Des 

outils d’analyse bio-informatique de séquence et d’ontologie de gènes nous ont permis de 

classer au moins 20 d’entre elles dans les processus biologiques liés à la réponse immunitaire. 

Certaines, comme LYZ, TF ou OVALX, proviennent probablement du blanc d’œuf, et ce, 

alors que le transfert massif de protéines n’a lieu qu’à partir d’ED12.  

- Objectif 3 - 

 La signification biologique de la fonction prédite des protéines identifiées par des 

approches à haut débit, est parfois surestimée car ces approches ne prennent pas toujours en 
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considération d’éventuelles modifications (dégradation protéolytique, sous forme de 

précurseurs, complexes avec des inhibiteurs) qui régulent l’activité biologique de la plupart 

des protéines. Par conséquent, pour vérifier l’activité des protéines prédites comme 

antibactériennes, nous avons testé les activités antibactériennes, ainsi que les activités 

protéolytiques des deux fluides, sachant que de nombreuses protéases sont connues pour 

être impliquées directement (dégradation des protéines bactériennes) ou indirectement 

(activation de précurseurs antibactériens de l’hôte) dans la régulation des mécanismes de 

défense. L’utilisation de zymographies a permis de visualiser des métalloprotéases et des 

protéases à sérine actives dans l’AmF et l’AlF, d’ED8 à ED16. Des tests en solution ont 

confirmé l’augmentation de cette activité au cours de l’incubation, pour les deux fluides, 

soulevant la question de la régulation de ces activités. Curieusement, malgré sa composition 

riche en inhibiteurs de protéases, le transfert du blanc d’œuf dans l’AmF semble augmenter 

l’activité protéolytique de l’AmF. L’identification des protéases par spectrométrie de masse, 

et l’analyse par Gene Ontology a fait ressortir la présence de protéases digestives identifiées 

initialement chez le poulet adulte, spécifiquement dans l’AlF. Ce fluide pourrait donc être 

impliqué dans la digestion des composés de l’œuf, avant réabsorption par la membrane 

chorioallantoïque, ou dans l’activation potentielle de précurseurs protéiques, notamment 

antibactériens. 

 Partant de l’hypothèse que l’AmF aurait un rôle majeur dans la protection 

antibactérienne de l’embryon, au même titre que l’AmF humain, ses activités antibactériennes 

ont été analysées directement sur gel SDS-PAGE, avec une méthode dérivée du test de 

diffusion en gélose de Lehrer. Nous avons donc visualisé l’activité de LYZ dans la fraction 

totale de l’AmF (ED11 et 16), contre deux bactéries responsables de toxi-infections 

alimentaires, soit Salmonella enterica Enteritidis et Listeria monocytogenes. Pour mieux 

appréhender les propriétés antibactériennes de l’AmF, nous avons également testé l’activité 

d’une fraction de l’AmF enrichie en molécules antibactériennes, obtenue par chromatographie 

d’affinité à l’héparine. A ED16, le potentiel antibactérien de la fraction enrichie de l’AmF 

augmente fortement, via l’apparition de nouvelles protéines et peptides antibactériens actifs 

dans le fluide. Leur analyse par spectrométrie de masse a permis l’identification de 

nombreuses protéines et peptides initialement identifiés dans le blanc d’œuf, dont OVALX, 

VMO1, BMSP, AvBD11, etc. Il semblerait donc que les protéines et peptides antibactériens 

du blanc soient toujours actifs après leur transfert dans l’AmF, ce qui pourrait renforcer la 

protection de l’embryon dans son environnement proche. Cette observation souligne le fait 
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que les protéases de l’AmF n’altèrent pas la fonctionnalité des molécules antibactériennes du 

blanc (pas de dégradation protéolytique). La forte concentration protéique dans l’AmF à 

ED16, constitue également une des spécificités du modèle de reproduction de l’oiseau, tout 

comme la présence de protéines et de peptides spécifiques à ces espèces. 

- Objectif 4 - 

 L’évolution du modèle de reproduction ovipare au modèle vivipare a entrainé non 

seulement des changements anatomiques et structuraux, mais aussi des changements 

protéiques et métaboliques au sein des structures extra-embryonnaires. Chez l’humain par 

exemple, l’embryon sécrète directement ces urines dans l’AmF, à l’inverse de l’embryon 

d’oiseau, qui sécrète ses urines dans un compartiment indépendant. L’AmF d’oiseau pourrait 

donc avoir une composition protéique bien différente de celui de l’humain. C’est dans ce 

contexte que nous avons comparé le protéome de l’AmF humain avec celui de l’AmF de 

poule pour identifier les caractéristiques protéiques voire fonctionnelles de l’AmF de 

chacune des deux espèces. 

 Dans un premier temps, la comparaison du protéome de l’AmF de poule établi à ED11 

(91 protéines) avec ceux de l’AmF humain publiés (plus de 900 protéines), a mené à 

l’identification de 48 protéines communes. Malgré les différences observées au niveau du 

contenu protéique, il semblerait que les processus biologiques majoritaires associées aux 

protéines de chaque fluide soient conservées d’une espèce à l’autre (le métabolisme, la 

réponse immunitaire et la morphogénèse). Toutefois, la fonction associée à OVAL et VTG, en 

tant que source d’acides aminés ou source énergétique, semble être spécifique de notre 

modèle. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons également réalisé une étude phylogénétique 

sur l’ensemble des protéines de l’AmF, qui a mis en avant non seulement des spécificités 

protéiques du modèle ovipare (VTG, RBP), mais aussi des spécificités de l’oiseau (OVAL, 

OVALX, OVALY, AvBD11). 

- Conclusion - 

 L’ensemble des résultats présentés ici ont été détaillés et retranscrits sous la forme de 

deux publications scientifiques. Le 1
er

 article, publié en mars 2017 dans le journal « Poultry 

Science », s’applique à exposer l’évolution des paramètres physicochimiques, de la 

composition en protéines majeures, ainsi que des activités protéolytiques de l’AmF et de 
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l’AlF d’ED8 à ED16, pour mettre en avant les rôles potentiels des deux fluides au cours de 

l’incubation. Le 2
ème

 article, en cours de soumission auprès du journal « Molecular and 

Cellular Proteomics », privilégie l’étude du fort potentiel antibactérien de l’AmF, surtout 

après le transfert du blanc. Ainsi, une analyse fonctionnelle (annotation et tests biologiques) et 

phylogénétique du protéome complet de l’AmF à ED11 y est présentée, incluant la recherche 

de candidats antibactériens et d’orthologues protéiques et fonctionnels chez d’autres espèces, 

et en particulier chez l’humain. Cet article met en lumière le rôle majeur de l’AmF d’oiseau 

dans la nutrition de l’embryon et dans sa protection face aux bactéries, en particulier après le 

transfert du blanc dans le sac amniotique. 

 

 



 

IV - Résultats expérimentaux 
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- Résumé - 

Chez les ovipares, les structures extra-embryonnaires maintiennent les fonctions 

vitales de l’embryon : le sac vitellin assure la digestion des composés du jaune, le sac 

amniotique protège l’embryon contre les chocs mécaniques et la déshydratation, et le sac 

allantoïque stocke les déchets du métabolisme. Les transferts de nutriments du jaune et du 

blanc d’œuf entre ces différents compartiments permettent leur assimilation, et peuvent 

entrainer des modifications de la composition et des propriétés des fluides amniotique (AmF) 

et allantoïque (AlF). Pour mieux comprendre l’impact de ces échanges sur les deux fluides, et 

ainsi mettre en avant leurs spécificités, l’origine de leurs protéines et leur régulation, nous 

avons caractérisé leurs propriétés physicochimiques, leur composition et certaines de leurs 

activités protéolytiques, du 8
ème

 au 16
ème

 jour de l’incubation (ED8 à 16), dans l’œuf de poule. 

A partir d’ED12, des changements drastiques dans la composition de l’AmF ont été 

observés par SDS-PAGE, avec une augmentation importante de la concentration en protéine 

(de 0,01 g/L à ED11 jusqu’à 200 g/L à ED16), suite au transfert des protéines du blanc dans le 

sac amniotique. Toutefois, l’analyse par spectrométrie de masse a révélé que les protéines 

majoritaires de l’AmF à ED11 étaient également des protéines du blanc (l’ovalbumine, 

l’ovotransferrine, etc.), suggérant un transfert préalable - potentiellement par diffusion 

passive, avant ED12. A l’inverse, l’AlF conserve une composition protéique stable sur la 

période étudiée, avec des protéines majeures provenant du jaune d’œuf (l’apolipoprotéine B, 

l’albumine sérique, etc.). Ces dernières semblent particulièrement impliquées dans le 

métabolisme des vitamines et des lipides, ainsi que dans le transport d’ions, alors que celles 

de l’AmF sont des protéines vraisemblablement associées à la nutrition de l’embryon et à sa 

protection contre les pathogènes. 

En parallèle, nous avons démontré que même si le pH de l’AmF chute légèrement à 

ED12, il reste stable tout au long de l’incubation (~7,5), pour maintenir un environnement 

physiologiquement viable autour de l’embryon. En revanche, le pH et l’osmolalité de l’AlF 

diminuent significativement lors de la seconde moitié de l’incubation, avec l’accélération du 

métabolisme de l’embryon (de 8,26 à 7,26 unités pH, et de 231 à 183 mOsm/kg 

respectivement, d’ED8 à ED16). Cependant, l’impact exact de ces variations sur les activités 

des protéines reste encore inconnu. 
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D’autre part, des métalloprotéases et des protéases à sérine actives ont été détectées 

directement sur gel SDS-PAGE par zymographie, et des tests enzymatiques en solution ont 

confirmé l’augmentation de leurs activités d’ED8 à ED16. Leur analyse par spectrométrie de 

masse a mené à l’identification de 12 protéases dans l’AlF contre seulement 5 dans l’AmF. 

Ces protéases sont décrites comme associées à la morphogénèse (l’activateur de facteur de 

croissance des hépatocytes, le suppresseur de tumeur 14 et la métalloendopeptidase astacin-

like), et l’hémostase (la prothrombine et le facteur de coagulation 10). Quatre d’entre-elles, 

identifiées uniquement dans l’AlF, sont des protéases digestives chez la poule : 

l’aminopeptidase N, la dipeptidyl peptidase-4, la méprine A et la métalloprotéinase de matrice 

2.  

L’ensemble de ces résultats suggèrent une implication importante des deux fluides 

dans les processus du développement embryonnaire, tels que l’assimilation des composés du 

jaune et du blanc d’œuf (protéases digestives et transporteurs), la nutrition de l’embryon 

(protéines comme sources d’acides aminés), et la protection de l’embryon face aux 

pathogènes (protéines antibactériennes), ainsi qu’aux contraintes thermiques et mécaniques 

inhérentes à l’incubation, aux mouvements et à la croissance de l’embryon. 
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- Résumé – 

Chez la plupart des amniotes, le fluide amniotique protège l’embryon face aux 

agressions physiques (chocs, déshydratation, adhésion aux membranes) et microbiennes. 

Cette défense contre les pathogènes réside essentiellement dans la présence de protéines et de 

peptides antibactériens mis en évidence en particulier dans le fluide amniotique humain. 

Toutefois, la présence de telles protéines n’a jamais été vérifiée dans le fluide amniotique 

d’œuf d’oiseau, dans lequel l’embryon se développe indépendamment de la mère. Chez la 

poule, les premières études sur le contenu de ce fluide ont souligné les changements 

drastiques de sa composition protéique, apportés par le transfert du blanc d’œuf à partir du 

12
ème

 jour d’incubation. En revanche, à l’inverse de l’humain, les urines de l’embryon ne sont 

pas sécrétées dans la poche amniotique, ce qui suggère que le profil protéique du fluide chez 

l’oiseau pourrait être significativement différent de celui de l’humain.   

L’analyse par spectrométrie de masse du fluide amniotique chez la poule a mené à 

l’identification de 91 protéines avant le transfert du blanc (11
ème

 jour d’incubation). Celles-ci 

semblent essentiellement associées au métabolisme des lipides et des vitamines (les 

apolipoprotéines, l’albumine sérique, l’alpha-foetoprotéine, etc.), la morphogenèse 

(collagènes, protéases, etc.) et la réponse immunitaire (principalement le lysozyme et 

l’ovotransferrine). Les nombreux effecteurs du système immunitaire identifiés dans le fluide 

amniotique ont déjà démontré leur potentiel antibactérien chez l’oiseau (l’ovomucine, la 

protéine TENP, la protéine de liaison aux acides gras extracellulaires, l’ovalbumin-related 

protein X, l’ovoinhibiteur, l’ovomucoïde et la midkine), mais leur faible concentration au 

11
ème

 jour d’incubation suggère que l’implication du fluide amniotique dans la défense de 

l’embryon reste peu significatif à ce stade. En revanche, le transfert des protéines du blanc 

dans le sac amniotique accroit la concentration en molécules antibactériennes, en amenant, 

entre autres, un ensemble de nouvelles protéines et peptides antibactériens : la protéine de la 

membrane vitelline externe n°1, la bêta-défensine aviaire 11, la bêta-microséminoprotéine, 

l’ovocléidine-17, etc. Cette relocalisation des défenses autour de l’embryon améliore l’activité 

anti-Listeria monocytogenes (bactérie gram positive) du fluide, et entraine l’apparition d’une 

activité anti-Salmonella enterica Enteritidis (bactérie gram négative), une bactérie 

responsable de toxi-infections alimentaires liées à la consommation des œufs. 

Parmi les 91 protéines identifiées au total, 48 d’entre-elles présentent des orthologues 

dans le fluide amniotique humain. Certaines de ces protéines sont classées parmi les plus 
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abondantes dans le fluide amniotique pour les deux espèces (l’apolipoprotéine A1, 

l’ovotransferrine, l’albumine sérique, l’alpha-foetoprotéine, la protéine qui lie la vitamine D), 

ce qui confirme que les fonctions principales du fluide, essentielles à la survie de l’embryon, 

sont conservées entre les espèces vivipares et ovipares (surtout dans les modèles étudiés ici, 

l’humain et la poule). Toutefois, le ratio et la composition en protéines associées dans la 

protection de l’embryon face aux pathogènes diffèrent selon le mode de reproduction. Le 

développement de l’embryon dans l’œuf, soumis aux pressions microbiennes de 

l’environnement, dont la flore bactérienne à la surface de la coquille, nécessite en effet 

l’implication de facteurs antibactériens recouvrant un large spectre d’action et spécifiques à 

l’oiseau, comme la bêta-défensine aviaire 11, l’ovalbumin-related protein X ou la bêta-

microséminoprotéine. Ces protéines constitueraient donc une adaptation du modèle de 

reproduction pour assurer le bon développement de l’embryon dans la coquille, malgré un 

environnement riche en pathogènes. 

Cette étude met en avant le rôle essentiel du fluide amniotique de l’œuf dans la 

protection de l’embryon face aux agressions physiques et microbiennes, particulièrement 

après le transfert du blanc dans le sac amniotique. Cette protection s’établit dans l’œuf, mais 

pourrait perdurer après l’éclosion sous la forme d’un biofilm protecteur déposé sur les plumes 

et la peau du poussin, ainsi que dans son tube digestif, après absorption orale. L’identification 

d’indicateurs (physicochimiques) et biomarqueurs moléculaires attestant du bon 

développement de l’embryon dans le fluide amniotique permettrait une meilleure 

compréhension de l’état de santé (stress, pathologie, etc.) de l’embryon et du futur poussin, 

pour garantir une meilleure gestion des risques de contamination et de mortalité en élevage, et 

surtout obtenir des meilleures performances chez le poussin et l’adulte. 
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Running title: Proteome of the chicken amniotic fluid 

 

SUMMARY 

In many amniotes, the amniotic fluid is 

depicted as a dynamic milieu that participates 

in the protection of the embryo (cushioning, 

hydration, and innate immunity). However, in 

birds, the protein profile of the amniotic fluid 

remains unexplored, even though its 

proteomic signature is predicted to differ 

compared to human’s. In fact, unlike humans, 

chicken amniotic fluid does not collect 

excretory products and its protein 

composition strikingly changes at mid-

development due to the massive inflow of egg 

white proteins, which are thereafter 

swallowed to support the rapid embryonic 

growth. Using both in-gel and liquid-based 

nano-LC-MS/MS analyses, we identified 91 

non-redundant proteins delineating the 

chicken amniotic fluid at day 11 of 

development, prior egg white transfer. These 

proteins were essentially associated with the 

metabolism of nutrients, immune response 

and developmental processes. Forty-eight 

proteins were common to both chicken and 

human amniotic fluids, including serum 

albumin, apolipoprotein A1 and alpha-

fetoprotein. We further investigated the 

effective role of the chicken amniotic fluid in 

innate defense and revealed that it exhibits 

significant antibacterial activity at day 11 of 

development. This antibacterial potential is 

drastically enhanced after egg white transfer, 

with lysozyme, avian beta-defensin 11, 

vitelline membrane outer layer 1 protein, and 

beta-microseminoprotein being the most 

likely antibacterial candidates. Interestingly, 

several proteins recovered in the chicken 

amniotic fluid prior and after egg white 

transfer (ovalbumin and its related proteins X 

and Y, avian beta-defensin 11), are uniquely 

found in birds, or oviparous species 

(vitellogenins 1 and 2, riboflavin binding 

protein). This study provides an integrative 

overview of the chicken amniotic fluid 

proteome and opens very stimulating 

perspectives in deciphering the role of the 

avian egg-specific proteins in embryonic 

development, including innate immunity. 

These proteins may also constitute valuable 

biomarkers for poultry production to detect 

perilous situations (stress, infection, etc.), that 

may negatively affect the proper development 

of the chicken embryo. 
 
ABBREVIATIONS 

AF, Amniotic fluid; ATCC, American Type Culture Collection; Av-
BD11, Avian beta defensin 11; BMSP, Beta-microseminoprotein-like; 

ED, Embryonic day; emPAI: Exponentially modified Protein 

Abundance Index; EW, Egg white; LC-MS/MS, Liquid 
chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry; HBP, 

Heparin-binding protein; L.m., Listeria monocytogenes; MYA:  

 

 

Million years ago; NCBI, National Center for Biotechnology 
Information; OVAX, Ovalbumin-related protein X; PCR, Polymerase 

chain reaction; SDS-PAGE, Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis; S.E., Salmonella enterica Enteritidis; TSB, 
Trypticase soy broth.  
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INTRODUCTION 

In oviparous species, the embryonic 

development depends on the various 

components, nutrients and structures 

composing the eggshell, the egg yolk, the egg 

white and the vitelline membrane (1). It also 

relies on the proper development of extra-

embryonic structures, namely the yolk sac, the 

amniotic sac and the allantoic sac (the 

chorioallantois) (1) (Fig. 1). These structures 

develop at the very early stages of 

development and originate from embryonic 

tissues, but are not considered to be part of the 

embryo’s body (2). They are discarded or 

resorbed at hatching. These living structures 

are partly preserved among amniotes species, 

but exhibit evolutionary particularities 

depending on the embryonic development 

mode (3). The yolk sac, which appears in the 

first stages of the development, degenerates 

rapidly in mammals (Fig. 1), while in some 

birds, it participates in digestive processes 

until the last stages of incubation prior 

complete abdominal resorption at hatch. The 

yolk sac may have many other functions, 

which are temporally regulated all along 

incubation: it resembles the liver in the 

synthesis of plasma proteins, the bone marrow 

in erythropoiesis, and the intestine, in 

digestion of nutrients and their transport to the 

embryo (4). Thus, the yolk sac plays different 

roles to support or replace the functions of 

several organs that have not yet reached their 

full functional capacity. The chorioallantoic 

sac is composed of the chorioallantoic 

membrane, which results from the fusion of 

the chorion and the allantois at ED5-ED6, and 

it includes the allantoic fluid. It’s a very 

vascularized structure that ensures many 

functions during chicken embryonic 

development: it collects nitrogenous and 

excretory products from the embryonic 

metabolism, it participates in respiratory 

exchanges, in calcium transport from the 

eggshell towards the embryo, in ion and water 

reabsorption from the allantoic fluid and thus 

in acid-base homeostasis (2, 5). In humans, the 

allantoic sac forms only a part of the umbilical 

cord. As for the amniotic sac, it was described 

in all amniotes as a structure, filled out with 

the amniotic fluid (AF) protecting the embryo 

against mechanical shocks, dehydration or 

adhesion to the other extra-embryonic 

membranes. It also serves as a source of 

nutrients (6). It provides a favorable 

environment to accompany the development 

of the embryo: pH about 7.1 to 7.3, stable 

temperature, and sensorial stimulation (taste, 

sense of smell and hearing) (7). 

Human amniotic fluid is a fluctuating milieu 

mainly composed of water (about 96.4%), 

minerals, carbohydrates, trace elements, 

hormones, glucose, free amino acids, lipids, 

urea, cells, proteins and peptides (6, 8). Its 

biochemical composition changes with 

gestational age/developmental stage as a result 

of various physiological mechanisms 

including feto-maternal exchanges: expiration 

and swallowing of lung fluid, excretion of 

fetal urine and transfer of solutes and fluids 

across amniotic, uterine membranes, and skin 

especially before keratinization (6, 9). In 

humans, before skin keratinization (25 weeks 

of age), the composition of the amniotic fluid 

is very similar to fetal plasma. As a dynamic 

process reflecting the physiological or 

pathological status of the embryo, its 

biochemical composition AF has been 

extensively characterized in humans as it 

contains molecular markers for embryonic 

abnormal development, inflammation, 

infection or pregnancy-related complications 

(10). Its role as a mechanical cushioning of the 

embryo, together with the fact that 25% of its 

total protein content is associated with the 

immune response or related to defense (9), 

corroborate its primary role in the protection 

of the embryo. However, it seems that proteins 

of the human AF are not solely involved in the 

nutrition and protection of the embryo, but 

they display many other functions related to 
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metabolism and development (11).  In 

oviparous species, however, the functions of 

the AF are still poorly understood and there 

are several structural and biochemical 

particularities that suggest similar but also 

diverging functions. First, there are two major 

extra-embryonic fluids in birds, the amniotic 

and allantoic fluids that are physically 

separated to ensure different functions. Similar 

to humans, the bird AF is contained in the 

amniotic sac and bathes the embryo, whereas 

the allantoic fluid is secreted in the 

chorioallantoic sac, which is an intestinal 

intussusception of the embryo that receives 

disposable wastes directly from the 

mesonephros. These anatomical specificities 

deeply influence the biochemical composition 

of the AF, which thus in birds does not collect 

fetal urine. The chicken AF is mainly 

composed of water and mineral elements, such 

as chloride, sodium, potassium, phosphorus, 

magnesium, calcium, iron, and sulfur, until the 

11
th

 day of incubation (ED11), like human AF 

(12, 13). The second main difference, as 

compared with mammals, is that after ED12, 

egg white proteins are massively transferred 

into the amniotic sac after absorption into the 

extraembryonic cavity through the albumen 

sac, where they are further taken up into the 

amniotic cavity through the amnion (14). They 

are then absorbed orally by the embryo as a 

source of amino acids to support its rapid 

growth (15-19) until hatching (ED21). 

Consequently, this process drastically impacts 

protein concentration of AF, which is barely 

measurable before ED11 of incubation (about 

0.01g/L) to reach 200 g/L following egg white 

transfer (20). More recently, a study analyzing 

the major proteins of the chicken AF, revealed 

that it contains egg white proteins even before 

the massive egg white transfer at ED12 (20). 

Some of these proteins are egg yolk proteins 

while others may originate from the embryo 

(skin, feather, swallowing) or its extra-

embryonic membranes. All these proteins 

have been associated with functions 

comparable to those described for human AF 

including metabolism, immune system or 

tissue remodeling, but they also serve as a 

major source of amino acids and energy for 

the embryo, especially during the second half 

of incubation. The avian specificity of some 

egg white and yolk proteins (21) recovered in 

the AF, together with the physical separation 

of amniotic sac from the embryonic urinary 

system and the transfer of egg white proteins 

at mid-incubation, suggests that this fluid may 

have very specific biological functions related 

to birds or even oviparity.    

In such an interesting context, we explored the 

avian AF proteins and specificities using the 

chicken as a model of birds. Similar to human 

AF, with albumin, immunoglobulins, 

transferrin and haptoglobin (9, 11), chicken 

AF contains a few major proteins (ovalbumin, 

ovotransferrin, etc.) that complicate proteome 

profiling, masking the presence of proteins of 

lower abundance. Therefore, we designed two 

complementary approaches combining gel and 

liquid-based approaches coupled with nano-

LC-MS/MS to give an exhaustive view of the 

proteome of AF at ED11, before the 

substantial transfer of egg white (which 

completely changes the global protein profile). 

We performed a functional annotation of AF 

proteome using gene ontology approaches: 1) 

on the 10 most abundant proteins representing 

66 to 81% of the total protein contents for in-

gel and in-solution analyses, respectively, and 

2) on the complete list of proteins resulting 

from both analyses. This approach was 

compulsory because many of the major 

proteins composing egg structures do not have 

assigned functions in databases yet and 

consequently, the functional annotation of the 

entire list would enrich functions, which 

biological significance may be overestimated. 

To better appreciate the role of the chicken AF 

in defense and innate immunity, we used an 

in-gel antibacterial assay combined to mass 

spectrometry, to identify antibacterial proteins 

and peptides contained in AF or in enriched 
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fractions of AF, before and after egg white 

transfer. As the protein composition of the 

chicken AF is temporally regulated during 

incubation, AF functions are thoroughly 

modified following egg white transfer. Finally, 

a comparison with the published proteomes of 

the human AF and a phylogenetic study on all 

proteins identified in this study, allowed us to 

highlight chicken AF specificities, revealing a 

set of proteins, which are only present in birds 

and which physiological roles remain fully 

opened.  

 

 

EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

Samplings 

Fluids were sampled as previously described 

in Da Silva et al. (20). Briefly, fertile eggs 

were incubated under standard conditions 

(45% relative humidity, 37.8°C, automatic 

turning every hour), after a three-day storage 

at 16°C and 85% relative humidity to ensure 

synchronization of developmental stages 

(UE1295, INRA, F-37380 Nouzilly, France). 

At ED11 and ED16, 40 eggs of comparable 

weight (62.4 ± 4.3 g) containing viable 

embryos (checked by candling) were tested 

with the Acoustic Egg Tester (KU Leuven, 

Belgium), and cracked eggs were discarded. 

By ED11, egg white was sampled with a 

syringe after drilling a hole in the eggshell. 

After removing the eggshell, the egg content 

was further poured in a Petri dish and the AF 

was recovered with a syringe through the 

amniotic membrane. By ED16, the egg white 

was collected in the Petri dish with pliers due 

to its high viscosity. All samplings were 

performed under sterile conditions. Sex of 

individual embryos was determined using 

PCR (22).  

 

Fluid characterization 

After samplings, AF were centrifuged at 3,000 

g (10 min, 4°C) to remove insoluble 

components. Volumes, pH (Microelectrode 

pH InLab 423, Fisher Scientific, Illkirch, 

France), osmolality (Fiske Mark 3 

Osmometer, Advanced Instruments, 

Niederbronn Les Bains, France), and 

absorbance spectrum (Nanodrop, ND-100 

Spectro, Wilmington, USA) were analyzed for 

each sample. The total protein concentration 

for each sample was assessed using BioRad 

DC Protein Assay Kit II (BioRad, Marnes-la-

Coquette, France). All samples (25 µL) 

containing loading buffer (0.25M Tris-HCl, 

0.05% bromophenol blue, 50% glycerol, 5% 

SDS, pH 6.8) were independently loaded on a 

12.5% SDS-PAGE using a Mini-Protean II 

electrophoresis cell (BioRad, Marnes-la-

Coquette, France), and further stained by 

Coomassie Blue or silver nitrate. This overall 

characterization (pH, osmolality, protein 

concentration, absorbance and electrophoretic 

patterns, and embryo’s sex) helped us to select 

homogenous samples that were stored for 

further analyses by mass spectrometry.  

 

In-Gel and in-Solution Digestion 

Twelves homogenous AF samples including 

six males and six females were pooled for 

protein identification. Proteins were either 

separated by a 4-20% SDS-PAGE followed by 

Coomassie Blue staining (in-gel analysis), or 

directly identified in solution (in-solution 

analysis) as described previously (20). SDS-

PAGE slices were rinsed separately in water 

and then acetonitrile. Protein were then 

reduced with dithiothreitol, alkylated with 

iodoacetamide, and incubated overnight at 

37°C in 25mM NH4HCO3 with 12.5 ng/μL 

trypsin (Sequencing grade, Roche, Paris, 

France) as described by Shevchenko (23). 

Peptides were pooled and dried using a 

SPD1010 speedvac system. Peptide mixtures 

associated to each band and in-solution 

samples were analyzed using nano-LC-

MS/MS. 

 

Nano-LC-MS/MS 
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Resulting peptide mixture was analyzed using 

a LTQ Orbitrap Velos Mass Spectrometer 

(Thermo Savant, Thermo Fisher Scientific) 

coupled to an Ultimate® 3000 RSLC 

chromatographer (Dionex, Amsterdam, The 

Netherlands) controlled by Chromeleon 6.8 

software (Dionex, Amsterdam, The 

Netherlands). Five microliters of sample were 

desalted and pre-concentrated on an 

LCPackings trap column (Acclaim PepMap 

100 C18, 100 μm inner diameter x 2 cm long, 

3 μm particles, 100 Å pores) for 10 min at 5 

μl/min with 4% solvent B (0.1% formic acid, 

15.9% water, 84% acetonitrile) in solvent A 

(0.1% formic acid, 97.9% water, 2% 

acetonitrile). Separation was conducted using 

a LCPackings nano-column (Acclaim PepMap 

C18, 75 μm inner diameter × 50 cm long, 3 

μm particles, 100 Å pores) at 300 nL/min by 

applying a gradient of 4 to 55% of solvent B 

during 90 min.  

Data were acquired using Xcalibur 2.1 

software (Thermo Fisher Scientific, San Jose, 

CA). The instrument was operated in positive 

mode in data-dependent mode. Survey full 

scan MS spectra (from 400 to 1800 m/z) were 

acquired with a resolution set at 60,000. The 

20 most intense ions with charge states ≥ 2 

were sequentially isolated (isolation width: 2 

m/z; 1 microscan) and fragmented using 

Collision Induced Dissociation mode (energy 

of 35% and wideband-activation enabled). 

Dynamic exclusion was active during 30 s 

with a repeat count of one. 

Polydimethylcyclosiloxane (m/z, 

445.1200025) ions were used for internal 

calibration. 

 

Protein Identification and Data Validation 

MS/MS ion searches were performed using 

Mascot search engine v 2.3.2 (Matrix Science, 

London, UK) via Proteome Discoverer 2.1 

software (ThermoFisher Scientific) against 

National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) database with Chordata 

taxonomy. Fragments and parents’ tolerances 

were set at 0.80 Da and 5 PPM, respectively. 

The search parameters included trypsin as a 

protease with two allowed missed cleavages 

and carbamidomethylcysteine, methionine 

oxidation and acetylation of N-term protein as 

variable modifications. Mascot results 

obtained from the target and decoy databases 

searches were subjected to Scaffold 4.8.2 

software (Proteome Software, Portland, USA), 

and displayed as clusters. Keratins were not 

taken into consideration in the subsequent 

analysis as they might be either contaminant 

from human skin and/or chicken skin. The list 

of keratins identified in the analysis is 

however available as supplementary data 

(Supplementary Data S2).  

 

Functional Annotation Using Gene Ontology 

Biological processes, compartments, and 

molecular functions were investigated using 

UniprotKB (http://www.uniprot.org), Ensembl 

(http://www.ensembl.org), and NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), as databases.  

 

Comparison between Human and Chicken AF 

proteomes 

IPI numbers and gene symbols corresponding 

to the proteins identified in the human AF 

were retrieved from the publication of Cho et 

al. (11), which integrated all previous studies 

on the human AF proteome. Old human 

protein sequences were recovered at European 

Bioinformatics Institute 

(ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/IPI/) and 

updated using the Ensembl database. Human 

and chicken gene symbols were compared and 

for associated genes, protein sequences were 

aligned using BLAST to identify similarity 

and identity percentages between both species. 

Human orthologues were systematically 

explored to confirm previous alignments.  

 

Phylogenetic analysis 

Phylogenetic branches of emergence were 

defined in order to determine the moment of 

appearance of each gene in the tree of life. 
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Eight possible branches for gene birth were 

considered: Opisthokontas (animals and fungi 

~ 1215 million years ago (MYA), Bilateria 

(bilateral animals ~ 937 MYA), Chordata 

(chordates ~ 722 MYA), Vertebrata 

(vertebrates ~ 535 MYA), Tetrapoda 

(tetrapods ~ 371 MYA), Amniota (amniotes~ 

296 MYA), Sauria (reptiles and birds ~ 276 

MYA), and Neognathae (birds ~ 104 MYA). 

For all identified proteins, the corresponding 

Ensembl protein ID was retrieved from the 

Ensembl database and the related phylogenetic 

trees were analyzed to highlight the specificity 

of proteins evolution 

(http://www.ensembl.org/index.html) (24). 

Eighty-nine trees were studied. In order to 

complement the phylogenetic trees, the 

conservation of synteny was systematically 

studied using Genomicus 

(http://www.genomicus.biologie.ens.fr) and 

Mapviewer 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) (21, 

25). 

 

Purification of heparin binding proteins 

Heparin-Sepharose chromatography was 

performed according to manufacturer’s 

instructions. Briefly, 2 mL of beads (Heparin 

sepharose 6 Flast Flow, Ge Healthcare, 

Sweden) were loaded onto a polypropylene 

column (QIAGEN, Courtaboeuf, France) and 

washed with 10 volumes of water and 10 

volumes of washing buffer (50 mM Tris-HCl, 

150 mM NaCl, pH 7.4). After loading the 

crude sample (pool of ten individuals, five 

males and five females), the beads were 

washed extensively with the washing buffer 

until the absorbance at 220 nm reached zero, 

as previously reported (26). Elution of bound 

proteins was achieved with 50 mM Tris-HCl, 

2 M NaCl, pH 7.4, until the absorbance at 220 

nm reached zero. Eluted fractions were 

desalted and concentrated by 

ultracentrifugation (Ultracel-3K, Merck 

Millipore, Molsheim, France), and analyzed 

by 12.5% SDS-PAGE under non-reducing and 

non-boiling conditions to preserve protein 

integrity, followed by Coomassie Blue 

staining.  

 

Antibacterial assays 

Antibacterial tests were conducted by direct 

detection of antibacterial activities after SDS-

PAGE, a method adapted from Bhunia (27). 

Pathogenic bacterial strains, Salmonella 

enterica serovar Enteritidis ATCC 13076 

(S.E.) and Listeria monocytogenes EGD strain 

(L.m.) were provided by the International 

Centre for Microbial Resources from the 

French National Institute for Agricultural 

Research (INRA, France). Pre-cultures of S.E. 

and L.m. were performed overnight in 

Trypticase Soy Broth (TSB, BD Biosciences) 

and in Brain Heart Infusion broth (BHI, BD 

Difco), respectively. This pre-culture was then 

used to inoculate a new culture broth (TSB or 

BHI) so that the mid-exponential phase was 

obtained after 3 to 4 hours of incubation 

depending on strains, with shaking at 37 °C. 

Bacteria were centrifuged at 2000 g for 10 min 

at 4 °C, washed twice with cold 10 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.4), and re-

suspended in cold sodium phosphate buffer. 

Bacteria (7.5E10
6
 Colony Forming Unit) were 

mixed with 25 mL of autoclaved nutrient-poor 

agar (10 mM phosphate buffer containing 

0.03% TSB medium, 1% low-endosmosis 

agarose (wt/vol) (Sigma-Aldrich, Saint 

Quentin Fallavier, France)), and 0.02% Tween 

20.  

In parallel, maximum of 20 µg of protein 

pools (see above) were loaded on two identical 

gels and further separated by 15% SDS-PAGE 

under non-reducing conditions, maintaining 

the electrophoresis system at 4°C to avoid 

protein degradation. The first gel was stained 

with Coomassie Blue for further identification 

of antibacterial proteins by mass spectrometry. 

The second gel was dedicated to the 

antibacterial assay and was washed separately 

with 2.5% Triton X100 and MilliQ water (4 x 

15 min, 4°C), to eliminate SDS and renature 
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proteins. Thereafter, the washed gel was 

covered with the nutrient-poor agar containing 

bacteria and incubated 3 h at 37°C to allow 

protein diffusion in the agar. A second 

nutrient-rich agar (10 mM phosphate buffer 

containing 6% TSB medium, 1% low-

endosmosis agarose (wt/vol)) was poured on 

the nutrient-poor agar to allow bacteria 

growth. After an overnight incubation at 37°C, 

clear zones were defined as inhibition zones. 

These inhibition zones were super-imposed on 

the  Coomassie-stained gel to locate bands 

containing antibacterial proteins. These bands 

were cut from the Coomassie-stained gel and 

further processed as described above, for 

protein identification by mass spectrometry.  

Beta-microseminoprotein-like (BMSP) and 

avian beta defensin 11 (AvBD11), two 

recently characterized antibacterial proteins 

from egg white were used as positive external 

controls (2 µg of proteins/well, data not 

shown). They were obtained as previously 

described (26).  

 

Experimental Design and Statistical Rationale 

To address our scientific questions, we first 

decided to use a conventional chicken laying 

strain (ISA Brown, Hendrix Genetics, St 

Brieuc, France) at 38 weeks of age, that were 

raised at the UE1295 Pôle d’Expérimentation 

Avicole de Tours (INRA, F-37380 Nouzilly, 

France). Eighty fertilized eggs were incubated 

under standard conditions after a three-day 

storage at 16°C and 85% hygrometry to favor 

synchronization of developmental stages - 

knowing that conditions and length of storage 

prior incubation impact negatively embryo 

survival and development. The developmental 

stages were confirmed using the atlas of 

chicken developmental stages (28).  Egg 

weight and eggshell quality were both checked 

and protein profiles of each individual samples 

were analyzed by SDS-PAGE (Supplementary 

data S1, sheets #1 and #2). In parallel, the sex 

of the embryo was determined for all 

corresponding samples as described in 

Experimental Procedures to encompass most 

proteins composing AF, regardless of the sex. 

The combination of all these parameters 

allowed us to define 12 samples with an 

equilibrated sex ratio that were all 

homogenous in term of stages of development, 

biochemical parameters, (pH, osmolality, 

absorbance spectrum, etc.) and protein 

profiles. All experiments were conducted in 

compliance with the European legislation on 

the “Protection of Animals Used for 

Experimental and Other Scientific Purposes” 

(2010/63/UE) and under the supervision of an 

authorized scientist (S. Réhault-Godbert, 

Authorization no. 37-144). Two 

complementary mass spectrometry approaches 

were combined to give a representative 

overview of protein diversity in chicken AF 

samples. For mass spectrometry data analysis, 

peptide and protein identification and 

validation were performed using the Peptide 

and Protein Prophet algorithms, respectively 

(95.0% probability, at least two different 

unique peptides), from three replicates.  Each 

protein sequences were retrieved from 

Scaffold and blasted to check their accession 

numbers in NCBI, and to find corresponding 

Ensembl and Uniprot IDs. Chicken proteins 

identified in other species were also searched 

by blasting. Functional annotation and search 

for antibacterial candidates were performed by 

combining Ensembl, Uniprot and NCBI data 

on chicken proteins and their orthologues. The 

identification of antibacterial candidates was 

completed by investigating protein and peptide 

antibacterial domains using specific sequence 

analyzing tools such as Interpro. For the 

production of enriched fractions, we defined 

optimal conditions (volume of samples, 

volume of heparin-sepharose beads) 

depending on the initial concentration of 

proteins in AF and egg white samples from 

ED0, 8, 11, 14 or ED16 stages. All samples 

(raw, flow-through and eluted fractions) were 

analyzed by SDS-PAGE. Protein profiles of 

egg white at ED11 and ED16 were compared 
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to previously published data for experimental 

validation (26, 29). For antibacterial assays, at 

least three independent assays were performed 

on Listeria monocytogenes and Salmonella 

enterica Enteritidis strains, using two positive 

controls (one peptide and one protein) purified 

from chicken egg white.  The phylogenetic 

analysis and corresponding figures were 

conducted combining data available in 

Ensembl databases and literature.  

 

RESULTS 

 

Proteomic profiling of AF – The global protein 

profile of AF assessed by SDS-PAGE is 

completely different when comparing the first 

half (ED8-11) to the second half of 

development (ED12-16), due to the massive 

transfer of egg white from ED12 onwards 

(Fig. 2A).  In this context, to better appreciate 

the intrinsic protein composition of chicken 

AF, a proteomic study combining two 

different approaches was conducted on AF 

samples collected at ED11, the very last day 

before egg white transfer. AF of 40 eggs 

corresponding to 17 females and 22 males 

(plus one embryo for which tissue sample was 

discarded) were collected as detailed in 

Experimental procedures. Individual SDS-

PAGE profiles (using both Coomassie blue 

and Silver stainings, Supplementary Data S1, 

sheet #2), protein concentrations, pH, 

osmolality values, and spectra of absorbance 

were determined for each AF sample 

(Supplementary Data S1, sheet #1). Since no 

significant differences could be detected 

between individuals and regardless of sex after 

integration of all parameters, we constituted a 

pool representing 12 homogenous samples 

with equilibrated sex-ratio for further analyses 

by high-resolution mass spectrometry. We 

performed both in-gel and in-solution 

independent digestions followed by nano-LC-

MS/MS analysis. For in-gel analysis, a 4-20% 

SDS-PAGE gel was cut into 20 gel sections 

(Fig. 2B), which were further processed as 

mentioned in Experimental procedures. We 

filtered data for keratins and other proteins 

that could reflect sample contamination by 

experimenters. Most keratins identified were 

indeed associated with human and/or 

mammalian species and were essentially 

identified in the “in-gel” dataset 

(Supplementary Data S2). Ninety-one non-

redundant proteins were identified, including 

49 for in-solution analysis and 70 for in-gel 

analysis (Fig. 3). Twenty-eight proteins were 

common to both approaches (Fig. 3). Some of 

the proteins identified sometimes refer to other 

bird species than Gallus gallus, such as 

Coturnix japonica or fish Tachysurus 

fulvidraco (Supplementary Data S3). Raw 

files, proteins, peptides scores, information 

and quantitative values are compiled in 

Supplementary Data S2 and S3.  

Figure 3 illustrates the results using log10 of 

the Exponentially Modified Protein 

Abundance Index (emPAI), and log10 of the 

percentage of the protein sequence coverage 

(Supplementary Data S3). According to this 

graph, a set of ten proteins emerged to be very 

abundant compared with others. Regardless of 

the methods, apolipoprotein A1 (APOA1), 

ovotransferrin (TF) and alpha-fetoprotein 

(AFP) were three of the most abundant 

proteins found in AF at ED11 (Fig. 3). If we 

consider the ten proteins with the highest 

emPAI for both in-solution and in-gel 

approaches, seven were common to both 

approaches: APOA1, TF, AFP, TTR 

(transthyretin), OVAL (ovalbumin), LYZ 

(lysozyme) and ALB (serum albumin). 

APOC3 (apolipoprotein C-III), SPINK7 

(ovomucoid) and MDK (midkine) were found 

in the top ten resulting from in-solution 

method whereas GC (vitamin-D protein), 

FSTL1 (follistatin-related protein A) and 

ACTB (actin, cytoplasmic 1) were identified 

in the top ten resulting from in-gel method 

(Supplementary Data S3). The ten major 

proteins of AF after integration of quantitative 

values from both approaches are compiled in 
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Table 1. These proteins represent about 66% 

to 81% of the total protein content for in-gel 

and in-solution analyses, respectively. A 

primary gene ontology analysis on these major 

proteins revealed that six of them are 

associated with lipid, vitamin or hormone 

metabolisms (APOA1, AFP, ALB, GC, TTR, 

APOC3), while two additional proteins 

participate in embryo’s defense against 

pathogens (TF and LYZ) (Table 1). On the 

other hand, OVAL, which is specific to birds 

(30), is assumed to have a role in embryo’s 

nutrition as a source of amino acids while 

SPINK7 is a very potent protease inhibitor 

containing three inhibitory kazal-like domains. 

Despite the lack of information related to its 

physiological targets, it presumably regulates 

endogenous proteolytic activities, preventing 

uncontrolled protein degradation.  

Except APOC3, all these proteins were 

described to be secreted (Table 1).  

 

Gene ontology analysis of the chicken AF 

proteome – A gene ontology analysis revealed 

that the most representative function of AF 

proteins is associated with cellular adhesion 

and migration, followed by functions 

associated with metabolism and transport of 

lipids, vitamins and carbohydrates (Fig. 4).  

We defined six categories of general functions 

knowing that many proteins have multiple 

functions and appear in various groups 

(Supplementary Data S3, sheet #2). Three 

processes seem to be exacerbated when 

comparing the first approach on the ten major 

proteins (Table 1) and the second performed 

on the whole list of proteins (Fig. 4): cellular 

migration and adhesion, metabolism (and 

transport) of lipids and vitamins, and 

immunity (defense). Twenty-one genes are 

classified in “immune response” (Fig. 4). This 

category includes effectors/antibacterial 

molecules such as TF and LYZ, but also 

immunoglobulins (CAO79236.1 and 

LOC107051274), mucins (MUC5ACL, 

MUC5B), protein TENP (BPIFB2), 

ovoinhibitor (SPINK5) or ovalbumin-related 

protein X (OVALX). It is noteworthy that ten 

proteins could not be assigned to any known 

function including two of the major proteins 

identified in this work: OVAL and SPINK7 

(Table 1). Interestingly, among these 10 

proteins, seven are potent protease inhibitors 

whose functions in the egg are still unknown. 

 

Comparison with the human AF proteome – 

Chicken AF proteome at ED11 was compared 

with the 936 proteins identified in the human 

AF proteome (11) to shed light on chicken AF 

specificities. Out of the 936 proteins identified 

by Cho et al. (11), after removal of 

redundancies and considering the new 

annotation release, we ended with 842 

proteins, plus 81 proteins retrieved from the 

other studies (11) (Supplementary Data S3, 

sheet #4). This data integration led to 923 

proteins that are identified so far in the human 

AF. When considering gene symbols, 48 

proteins were found to be common to both 

chicken and human AF Fig. 5). Although they 

do not share the same gene symbol, 

LOC107051274 and CAO79236.1 

(immunoglobulins) can be regarded as human 

immunoglobulins G, which are omnipresent in 

human AF (11). 

 

Assessing the antibacterial potential of the 

chicken AF and comparison to egg white – To 

further assess the biological significance of 

AF as a source of antibacterial proteins, we 

adapted a method from Bhunia et al. (27) that 

allows the direct detection of antibacterial 

activities after a SDS-PAGE. Briefly, AF 

proteins and peptides were separated by SDS-

PAGE under non-boiling and non-reducing 

conditions.  After removing SDS from the gel, 

a nutrient-poor agar containing bacteria was 

poured on the SDS-PAGE gel and left on the 

bench for three hours to allow for proteins 

diffusion. Thereafter, a nutrient-rich agar was 

added to favor bacterial growth. Regions were 

bacteria could not grow, because of the 
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presence of antibacterial proteins and peptides, 

were detected as translucent areas. 

Antibacterial activity was tested against 

Listeria monocytogenes (L.m.; gram-positive) 

and Salmonella enterica Enteritidis (S.E.; 

gram-negative), two bacteria against which 

egg proteins have already demonstrated their 

activity (26). Because AF protein composition 

at ED11 is thoroughly modified from ED12 

onwards, due to the presence of egg white 

proteins masking the intrinsic protein 

composition of AF, we explored the 

antibacterial potential of AF at both ED11 and 

ED16 (Fig. 6A and 6B). Assays were 

performed on both pools of total AF, but also 

on fractions enriched in antibacterial 

molecules obtained after heparin-affinity 

chromatography (HBP, heparin-binding 

proteins), as previously described (26). At 

ED11, results show only weak antibacterial 

activity against gram-positive L.m. for crude 

AF, flow-through and eluted (HBP) fractions 

collected from heparin-chromatography (Fig. 

6A). Overall, the antibacterial activity against 

both L.m. and S.E. increases with the egg 

white transfer, with new inhibition zones 

appearing for both bacterial strains at ED16, 

particularly for the eluted fraction (Fig. 6B). 

Roughly, the chicken AF demonstrated an 

anti-L.m. activity greater than the anti-S.E. 

activity, with one to five anti-L.m. zones from 

ED11 to ED16, versus only three anti-S.E. 

zones at ED16 (Fig. 6A and 6B). 

The HBP fraction of egg white has been 

previously reported to contain antibacterial 

proteins and activities (26, 29). In order to 

explore the regulation of egg white 

antibacterial activities all along incubation, we 

performed antibacterial assays on egg white 

HBP, sampled and purified at ED0, 8 and 14 

(Fig. 7). These stages of development were 

chosen knowing that egg white transfer into 

the AF is complete at ED16 (almost no 

residual egg white at this stage). Antibacterial 

activity of the egg white HBP against both 

L.m. and S.E. changes during embryonic 

development. Indeed, the strong activity 

detected at ED0 at 19 kDa (Fig. 7, ED0) 

against L.m., progressively disappears to the 

benefit of anti-L.m. activities in the higher 

masses (> 250 kDa) or lower masses (<14 

kDa) (Fig. 7, ED8 and 14). In addition, two 

bands exhibiting anti-S.E. activities at ED0 

(19 kDa and 14 kDa, were barely detectable at 

ED8 and ED14 (Fig. 7). Antibacterial activity 

of egg white HBP at ED14 is in agreement 

with the antibacterial activities of the HBP in 

the AF at ED16: one inhibition zone in the 

higher masses (> 250 kDa), and two bands in 

the lower masses (< 15 kDa) for L.m., as 

opposed to one inhibition zone at 14 kDa for 

S.E.. An anti-L.m. zone between 25 and 37 

kDa for the HBP at ED16 solely appears in 

AF, which might be associated with specific 

activation of antibacterial proteins in this fluid 

at this stage.  

 

Identification of candidate proteins 

responsible for antibacterial activity in AF at 

ED11 and ED16, by mass spectrometry - In 

parallel to gels prepared for antibacterial 

assays, a SDS-PAGE realized under the same 

conditions was stained with Coomassie blue.  

The superposition of both the stained SDS-

PAGE gel and the gel exhibiting antibacterial 

activities allowed us to select SDS-PAGE 

bands (labeled A to H, Fig. 6A and 6B), which 

were susceptible to contain antibacterial 

proteins or peptides. These bands were 

analyzed by mass spectrometry at ED11 (band 

A, Fig. 6A) and at ED16 (bands B to H, Fig. 

6B), which led to the identification of 29 

proteins (Table 2). Among the most likely 

candidates possessing antibacterial activity, 

we could only find LYZ for AF at ED11. For 

sample at ED16, the most probable molecules 

are LYZ, but also AvBD11, vitelline 

membrane outer layer protein 1 (VMO1), 

avidin (AVD), beta-microseminoprotein 

(LOC101750704 G. gallus/LOC104403769 N. 

notabilis), OVALX, TF, BPIFB2, OC-17, 

midkine/pleiotrophin (MDK) (26, 29, 31). The 
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antibacterial activity of SPINK5 was 

previously demonstrated against Bacillus but 

not against the two strains tested in the present 

study (32).    

 

Phylogenetic analysis – To further explore 

specificities of the chicken model, we 

analyzed the evolutionary history of the 91 

proteins identified in chicken AF at ED11 

(Fig. 8), combined to the 18 new genes 

identified from the antibacterial assays at 

ED16 (Table 2). Among the 109 proteins 

analyzed, the corresponding genes of 100 of 

them were found in Ensembl database, but the 

evolution of only 90 of them was referenced. 

The 19 genes without an Ensembl referencing 

may be located in the non-sequenced or non-

annotated region of the chicken genome (AFP; 

APOA2; APOC3;  ASTL; COL1A1; DCHS1; 

DMBTIL3; DSG4; LOC104403769 / 

LOC101750704; LOC107051274; 

LOC107323914; MUC6; OC-17; OVSTL; 

PSAP; SLC3A2; SPINT4; immunoglobulin 

heavy chain variable region CAO79236.1 (no 

geneID); transferrin ADK35120.1 (no 

geneID)). Studying the moment of appearance 

in the tree of life of each gene coding for these 

proteins, revealed that most of them (88%) 

appeared before 371 MYA (tetrapods) with a 

peak between 937 MYA and 722 MYA 

(bilateria) for almost 50% of them (Fig. 8A). 

Orthologues of most of these genes (80 genes) 

are present in primates and other mammals. 

Nine proteins lacking orthologues in mammals 

were identified. Four of these genes, AvDB11, 

OVAL, OVALY and OVALX are bird-

specific and could also be found in chicken 

and other bird species like duck or turkey, but 

not in lizard or turtle (30, 33) (Fig. 8B). These 

genes appeared 104 MYA after divergence 

between birds and reptiles. APOV1, present in 

bird and reptile genomes, emerged 276 MYA. 

AVD and RBP appeared in vertebrates and 

chordates, respectively (21, 34, 35). These 

genes are present in reptile and bird genomes 

but also in fishes or frogs, which suggests that 

they have been likely lost in mammalian 

branch. Concerning RBP, the death of the 

gene in mammalian genome could not be 

validated because we could not find any 

pseudogenes. Genes encoding VTG1 and 

VTG2, which appeared in bilateria, are found 

in all egg-laying species including platypus 

(VTG), which is the only oviparous mammal. 

Some have shown that these VTG1- and 

VTG2-encoding genes progressively lost their 

functions and became pseudogenes during 

mammalian evolution (36)with the appearance 

of lactation and placentation. Several authors 

have described the process of 

pseudogenization of VTG genes during 

mammalian evolution (21, 35). OC-116 gene 

has been described as orthologous to MEPE 

gene in other species, although OC-116 have 

likely acquired some functional specificities 

(eggshell biomineralization) resulting from 

divergent and adaptive evolution (21).   For 

SPINK7 (ovomucoid) and SPINK5 

(ovoinhibitor) genes (respectively 

ENSGALG00000003512 and 

ENSGALG00000031496), which appeared 

between 296 MYA and 276 MYA, the story is 

quite tricky as the data available in Ensembl 

were not sufficient to better define their 

evolutionary fate in various amniotes (Fig. 8). 

Both chicken proteins share 50.24% sequence 

identity. In Gallus gallus, they are located 

right next to each other on chromosome 13 

within a 33-kb region, closed to other SPINK 

genes, which have all probably arisen by 

duplication from a common ancestor gene. All 

these proteins are characterized by one to 14 

Kazal-like domains, which are known as 

evolutionary conserved domains, commonly 

occurring in tandem arrays and usually 

associated with inhibitory activities against 

serine proteases. This SPINK gene family 

seems to evolve very quickly, and 

unfortunately, synteny analysis of these genes 

does not help in strengthening the 

corresponding phylogenetic tree, because all 

these genes are located within the same locus. 
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Nevertheless, both chicken genes seem to have 

specifically duplicated in saurians before 

speciation of chicken and other birds and 

reptiles. SPINK7 (ovomucoid) and SPINK5 

(ovoinhibitor) genes encode proteins of 210 

amino acids and 472 amino acids, 

respectively, the latter being characterized by 

a C-terminal extension of 252 amino acids 

containing four additional Kazal-like domains. 

In comparison with mammalian SPINK5 

proteins, a low percentage of sequence identity 

is also observed (less than 30%), partly due to 

a difference in the length of protein sequences 

and the number of corresponding Kazal-like 

domains (three for chicken 

ENSGALG00000003512, seven for chicken 

ENSGALG00000031496, and 14 for human 

SPINK5). Ultimately, the phylogenetic tree 

strongly suggests that both genes have been 

lost in several mammals, in particular in 

primates, suggesting a pseudogenization in 

mammals, in parallel to a speciation after 

duplication in birds. 

 

DISCUSSION 

In amniotes, AF plays a crucial role in 

maintaining a stable and protecting milieu, 

thus limiting any disturbance that could affect 

the proper development of the embryo. 

Besides its role as a source of nutrients, AF 

possesses many different properties that 

contribute to the protection of the embryo: 

hydration, neutral pH, acid-base balance, 

prevention against mechanical and thermal 

shocks, as well as the presence of several 

antimicrobial molecules (6). Indeed, amongst 

the several hundreds of proteins identified in 

the human AF, about 25% are associated with 

immune defense and include antimicrobial 

proteins and peptides such as lysozyme, 

defensins, immunoglobulins, lactotransferrin 

and secretory leucocyte proteinase inhibitor 

(9, 11). The exhaustive characterization of its 

biochemical components at various stages of 

gestation in normal and pathological 

situations, constitutes an extremely valuable 

approach to help in the diagnosis of human 

fetal disorders and infections. In avian species, 

there is evidence that AF also participates in 

homeostasis around the embryo (20) and in its 

protection against physical constraints (12).  

Nevertheless, little is known about the 

physiological role of AF proteins, and there is 

to date only few proteomic data available on 

this fluid in avian species. Yet, we suspect that 

the development of the embryo in an egg, with 

no mother-connected tissues, requires some 

inherent specificities and structural 

particularities that may influence AF protein 

profile and composition in birds. At least two 

major points need to be considered when 

compared with human AF. The first one is 

that, in avian species, unlike humans, AF does 

not collect fetal urinary waste and meconium. 

Indeed, this function is ensured by the 

allantoic fluid, which is biochemically and 

physically distant from AF. The second point 

is the complete reshape in AF protein profiles, 

as a consequence of the transfer of egg white 

proteins into the amniotic sac from ED12 

onwards (mid-incubation) (Fig. 2A) (15, 18, 

20). 

In the present work, we identified 91 non-

redundant proteins with high confidence, 

using liquid-based and in-gel mass 

spectrometry analysis of the chicken AF at 

ED11, before egg white transfer, which is 

higher than the 47 proteins identified in a 

preliminary study (20). This number is 

however far less than the number of proteins 

identified in two surveys performed 

simultaneously on the human AF (219 (9) and 

923 (11)). This difference can be partly 

explained by the several exchanges with 

maternal tissues existing during gestation, 

which results in some specific AF protein 

profile and the fact that in humans, metabolic 

wastes originating from the embryo are indeed 

recovered in the AF, which is actually not the 

case in the chicken model (6).  

All combined results, indicates that more than 

half of the proteins identified in the chicken 
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AF at ED11 have orthologues that have been 

identified as components of the human AF, 

which highlights that the overall protein 

composition of the AF before egg white 

transfer exhibits high similarities with the 

human AF. This is strengthened by the 

observation that, five of the top-ten high 

abundant proteins identified in the chicken AF 

at ED11 (Table 1 - ALB, TF, AFP, GC and 

APOA1) are in fact also listed in the 15 high 

abundant proteins recovered in human AF (9, 

11). It is to note that the TF identified in the 

chicken AF is related to ovotransferrin, which 

shares 51.76% and 51.73% sequence identity 

with human serotransferrin (P02787) and 

human lactotransferrin (P02788), respectively. 

This moderate sequence identity between 

ovotransferrin and its human homologues, 

together with some specific structural features, 

such as glycosylation and number of disulfide 

bridges (37), suggest similar functions with 

regard to their iron binding capacity and 

storage, but also possibly diverging functions. 

As an example, both lactotransferrin and 

ovotransferrin, but not serotransferrin, are 

depicted as antibacterial proteins (38, 39).   

Interestingly, two of the top-ten abundant 

proteins have no assigned functions: OVAL 

and SPINK7. These two proteins are major 

proteins of egg white (40) and appear 

belatedly in the timeline of evolution, with 

OVAL and very likely SPINK7, being specific 

to birds (Fig. 8). 

Because of these similitudes in protein 

composition, most functions allocated to the 

most abundant proteins composing the human 

AF resemble that of the chicken AF: 1) 

metabolism and transport of vitamins, lipids 

and hormones, 2) immune response, and 3) 

hemostasis and homeostasis. The analysis of 

the list of chicken AF proteins using automatic 

tools dedicated to gene ontology annotation, 

emphasized functions associated with many 

aspects of developmental biology such as 

morphogenesis and organogenesis, which 

include cell proliferation, adhesion and 

migration processes (Fig. 4). These functions 

were also exacerbated in the analysis of 

human AF proteins (9, 11). However, the 

biological significance of these functions in 

the chicken AF are likely to be overestimated 

since most proteins allocated to this function 

are very-low-abundant proteins and may 

reflect some embryonic or extraembryonic 

tissues desquamation (Supplementary Data S2 

and S3, sheet#2).  

Overall, it is noteworthy that on the ten most 

abundant proteins, four of them are major egg 

white proteins (OVAL, SPINK7, LYZ, TF) 

(40) whereas ALB, APOA1, GC, TTR, 

APOC3 are egg-yolk abundant proteins (41). 

The expression of OVAL, SPINK7, LYZ and 

TF, which together account for 85 to 90% of 

the egg white proteins, is under hormonal 

control in the oviduct and will not be 

expressed until the onset of sexual maturity of 

hens (42). OVAL, SPINK7 and TF are thus 

likely to flow from egg white into the amniotic 

sac, rather than being expressed by embryonic 

tissues. As for LYZ, the ongoing hypothesis is 

that it also originates from egg white although 

it is also expressed by a wide range of tissues 

(43). On the other hand, APOA1, ALB, GC, 

TTR and APOC3 represent highly-abundant 

proteins of egg yolk (41), which also suggests 

that they are somehow transferred to the 

chicken AF from the egg yolk, or from the 

yolk sac where they are highly expressed (4). 

The molecular mechanisms by which egg 

white and egg yolk proteins enter the AF 

during the first half of incubation are still not 

completely solved (14, 18). In contrast, the 

embryonic origin of AFP is unequivocal since 

it is a fetus-specific protein present in a range 

of (extra)embryonic tissues, highly expressed 

in the yolk sac and the embryo’s liver (44). 

Although all these proteins are the most 

abundant proteins identified in the chicken AF 

at ED11, their protein concentration in the AF 

at this stage (0.01 g/L) is not comparable to 

those recovered in the egg yolk (> 10 g/L, 

22% of dry matter (45)) and egg white (380 
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g/L (29)). This concentration is also lower as 

compared with that of human AF: it is about 4 

g/L at 15 weeks of gestation (10), it reaches its 

maximum (6 g/L) at 22-27 weeks of gestation 

and starts to decrease to about 2 g/L at 37-40 

weeks of gestation (46). The low protein 

concentration of chicken AF suggests that the 

presence of proteins in the chicken AF may 

reflect some passive transfer from these egg 

compartments towards AF, rather than an 

active mechanism. It also highlights that AF 

cannot meet embryo’s requirements in energy 

up to ED11. Hence, during the first half of 

incubation the egg yolk is undoubtedly the 

major source of energy/lipoproteins for the 

embryo. Some proteolytic activities (20) as 

well as faint antibacterial activities (Fig. 6A), 

have been however detected in AF at ED11. 

But, because of the low abundance of the 

corresponding proteins, the biological 

significance of these activities in AF remains 

questionable as compared to egg yolk, which 

concentrates hydrolytic enzymes (41, 47), or 

egg white, which contains high amounts of 

antibacterial proteins including active 

lysozyme (29, 40).  

Altogether, these results point out that during 

the first half of incubation, chicken AF 

roughly resembles human AF in protein 

composition and that its main function is 

assumed to prevent dehydration, adhesion of 

the embryo to other structures, and to maintain 

a stable environment in the embryo proximity. 

These considerations along with the detection 

of antibacterial activities, corroborates the role 

of chicken AF in protecting the embryo 

against a range of potential physical, 

physicochemical and antibacterial pressures. 

Anyway, it also emphasizes some 

particularities such as the presence in this fluid 

of bird-specific proteins (OVAL, OVALY, 

OVALX, OC-116, AvBD11 and likely 

SPINK7/ovomucoid and 

SPINK5/ovoinhibitor, recently renamed 

SPIK7 and SPIK5 in Pubmed database), which 

functions are still speculative, but also some 

oviparous-specific proteins (VTG1 and 2, 

AVD, APOV1) (Fig. 8B). Additionally, it 

revealed the presence of 43 proteins that have 

been uniquely found in the chicken AF as 

compared with the human AF (Fig. 5). 

Nevertheless, the high number of proteins 

reported for human AF as compared with 

chicken AF, merits further studies. In 

particular, a comprehensive study of the 

proteome profiling of the allantoic fluid would 

probably answer some of these questions, as 

we might find allantoic fluid-specific proteins 

whose orthologues have been actually 

identified in human AF. Future studies of this 

specific fluid would confirm or not whether 

proteins from both chicken amniotic and 

allantoic fluids actually encompass most 

proteins identified in the human AF.  

To conclude, the story of the chicken AF 

remains quite simple up to ED11, with a 

protein composition that is comparable to that 

of human AF or at least with similar general 

functions. However, the protein composition 

of AF is deeply revised after egg white 

transfer, which occurs between ED11 and 

ED12 (20). AF protein profile then completely 

merges with egg white protein profile (Fig. 

2A) (18, 20, 48). Despite the presence of AF 

hydrolytic enzymes (20), no major proteolytic 

degradation of egg white proteins could be 

detected after its inflow into the amniotic 

cavity, up to ED19. These data suggest that 

egg-white abundant antiproteases, namely 

SPINK7, SPINK5, cystatin (CST3) and 

ovostatin (OVST) remain active during the 

whole duration of incubation. The AF intrinsic 

protein composition is thus completely 

concealed by the egg white components, 

which ten major proteins consist of OVAL, 

LYZ, TF, OVALY, SPINK7, VMO1, 

SPINK5, AVD, OVALX, and CST3 (40). It is 

rather interesting to note that the inflow of egg 

white actually reinforces some proteins that 

were already present as major proteins in 

ED11-AF (OVAL, LYZ, TF and SPINK7, 

Table 1). More than half of these major egg 
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white proteins are related to innate defense 

(LYZ, TF, VMO1, SPINK5, AVD, OVALX) 

while three of them are proteases inhibitors 

(SPINK5, SPINK7, CST3). Therefore, we 

suspected that chicken AF enriched in egg 

white proteins from ED12 onwards, acquires 

an increased antibacterial potential. An in-gel 

antibacterial assay was then developed to 

better appreciate the relevance and effective 

activity of these so-called antibacterial 

proteins in the AF-egg white mixture. We 

showed that ED16-AF displays higher 

antibacterial potential against the two bacterial 

strains tested, namely Listeria monocytogenes 

(gram-positive strain) and Salmonella enterica 

Enteritidis (gram-negative strain) compared 

with ED11-AF. A total of 29 proteins were 

identified in the corresponding zones lacking 

bacterial growth (Table 2), including LYZ, 

AvBD11, VMO1, AVD, LOC101750704 

(BMSP), OVALX, TF, OC-17, BPIFB2 and 

MDK that were all previously reported to 

exhibit antibacterial activities (26, 31, 39, 49-

55). These results demonstrate that the 

antibacterial potential of egg white proteins is 

not impaired by the incubation temperature, 

nor by proteolytic degradation (thanks to egg 

white antiproteases), and that its antimicrobial 

potential remains effective after transfer into 

the AF. However, subtle differences are 

detected in AF at ED16 after completion of 

egg white transfer, but also in remnant egg 

white at ED8-14. Indeed, additional 

antibacterial zones were visualized on anti-

Listeria monocytogenes assays performed with 

ED16-AF and ED8-14-EW (Fig. 6 and 7 

respectively). Unexpectedly, they correspond 

to proteins or protein complexes/association of 

very high molecular masses (>250 kDa). 

These high molecular mass complexes were 

identified as a mixture of egg white proteins: 

clusterin (CLU, 62 kDa), SPINK5 (52 kDa), 

OVALX (44 kDa), AVD (tetramer of 17 kDa 

units), OVAL (43 kDa), TF (78 kDa), 

ovomucin (234 kDa), LYZ (14 kDa), BPIFB2 

(47 kDa), etc. The progressive appearance of 

these complexes suggests some specific 

regulation occurring during incubation. 

Indeed, the re-distribution of the egg white 

water towards extraembryonic sacs during the 

first half of the development, concentrates egg 

white proteins, thus promoting proteins 

interactions between antibacterial 

proteins/peptides of low molecular masses 

(LYZ, LOC101750704 (BMSP), AvBD11, 

etc.) with proteins of higher molecular masses 

(ovomucin). These protein complexes do not 

seem to affect the antibacterial protein/peptide 

activities, which are still effective even before 

oral absorption by the embryo (Fig. 7), thus 

forming another barrier against bacteria 

around the embryo’s body. As the embryo 

moves and develops in the amniotic fluid until 

hatching, it is not unreasonable to hypothesize 

that this mixture of antimicrobial molecules 

and mucins may also constitute a protective 

biofilm deposited on embryo feathers and skin 

to protect the embryo and the newborn chick. 

This latter remark is partly supported by 

several articles that reported the presence of 

lysozyme and defensin-like molecules in 

human vernix caseoa (56, 57), a protective 

lipid-rich substance that covers the skin of the 

human fetus during the last trimester of 

gestation and the newborn. Whether this 

enhanced antimicrobial potential of AF prior 

swallowing has some relevant biological 

significance with respect to the protection of 

the embryonic digestive tract should also 

retain major attention. Indeed, the fate of AF-

egg white proteins mixture that is ingested by 

the embryo is still poorly understood. These 

proteins remain very stable in egg white 

during incubation but also in AF (18, 20) and 

all along the digestive tract of the embryo, up 

to ED19 (48). Similarly, some egg white 

typical profiles can be visualized in the yolk 

sac content at ED20 just before emergence of 

the chick, with OVAL, LYZ and TF as major 

proteins (15, 48). These data together with the 

fact that OVAL was recovered as a native 

form in central nervous system and other 
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embryonic organs (18), suggest that this 

protein and possibly related proteins OVALX 

and OVALY may have other functions than 

nutrition (30). From these data, we infer that 

intrinsic egg yolk proteases exhibit limited 

proteolytic activities on egg white content at 

this stage (48). This can be partly explained by 

the gradual increase of yolk pH, which 

impacts the activity of aspartic proteases (58), 

such as chicken cathepsin D, a key enzyme in 

yolk processing (47). It seems that everything 

converges to protect egg white-AF protein 

content from uncontrolled proteolytic and 

thermal degradation (presence of numerous 

proteases inhibitors together with the 

appearance of the thermostable S-ovalbumin 

during incubation (59, 60)) to be utilized by 

the embryo and/or the chick at a very precise 

moment of its development/growth.  

Besides its major interests for comparative 

biology approaches and for deciphering the 

functions and specificities of avian 

extraembryonic compartments, these results 

(protein profile and composition) constitute a 

reference start point for analyses of 

pathological conditions due to infection or 

impaired development occurring during the 

chicken embryonic development. As 

examples, in humans, differences in 

concentration of AFP, defensins, vitamin-

binding proteins, APOA1, and TTR in AF 

have been associated with many metabolic and 

developmental disorders such as trisomy, 

developmental delays, preterm-labor, 

inflammation or infections  (61-63). These 

data combined to other high throughput 

methods such as metabolomics or epigenetics, 

and general egg quality traits, may constitute 

useful tools for poultry production. Indeed, 

these approaches may help to further 

investigate the impact of chicken lines, 

housing systems and nutrition of hens (64, 65) 

or of more subtle egg manipulations including 

conditions of egg storage prior incubation (66) 

or thermal manipulation of eggs (67), on many 

aspects of chicken embryo’s development and 

health. We believe that the identification of a 

set of molecular markers for abnormal 

embryonic development in chicken 

extraembryonic fluids, will contribute to the 

development of tools for improving poultry 

management, and increase the robustness of 

chicks and chickens to help them face 

contrasted and changing environments. 

 

REFERENCES 

 

1. Moran, E. T., Jr. (2007) Nutrition of 

the developing embryo and hatchling. Poult. 

Sci. 86, 1043-1049 

2. Bellairs, R., and Osmond, M. (2014) 

The Atlas of Chick Development, Third edition 

Ed., Academic Press, Oxford, UK 

3. Sheng, G., and Foley, A. C. (2012) 

Diversification and conservation of the 

extraembryonic tissues in mediating nutrient 

uptake during amniote development. Annals of 

the New York Academy of Sciences 1271, 97-

103 

4. Yadgary, L., Wong, E. A., and Uni, Z. 

(2014) Temporal transcriptome analysis of the 

chicken embryo yolk sac. BMC Genomics 15, 

690 

5. Gabrielli, M. G., and Accili, D. (2010) 

The chick chorioallantoic membrane: a model 

of molecular, structural, and functional 

adaptation to transepithelial ion transport and 

barrier function during embryonic 

development. J. Biomed. Biotechnol. 2010, 

940741 

6. Underwood, M. A., Gilbert, W. M., 

and Sherman, M. P. (2005) Amniotic fluid: 

not just fetal urine anymore. J. Perinatol. 25, 

341-348 

7. Bakalar, N. (2012) Sensory science: 

partners in flavour. Nature 486, S4-5 

8. Orczyk-Pawilowicz, M., Jawien, E., 

Deja, S., Hirnle, L., Zabek, A., and Mlynarz, 

P. (2016) Metabolomics of Human Amniotic 

Fluid and Maternal Plasma during Normal 

Pregnancy. PloS one 11, e0152740 



113 

 

9. Michaels, J. E. A., Dasari, S., Pereira, 

L., Reddy, A. P., Lapidus, J. A., Lu, X. F., 

Jacob, T., Thomas, A., Rodland, M., Roberts, 

C. T., Gravett, M. G., and Nagalla, S. R. 

(2007) Comprehensive proteomic analysis of 

the human amniotic fluid proteome: 

Gestational age-dependent changes. J. 

Proteome Res. 6, 1277-1285 

10. Romero, R., Kusanovic, J. P., Gotsch, 

F., Erez, O., Vaisbuch, E., Mazaki-Tovi, S., 

Moser, A., Tam, S., Leszyk, J., Master, S. R., 

Juhasz, P., Pacora, P., Ogge, G., Gomez, R., 

Yoon, B. H., Yeo, L., Hassan, S. S., and 

Rogers, W. T. (2010) Isobaric labeling and 

tandem mass spectrometry: A novel approach 

for profiling and quantifying proteins 

differentially expressed in amniotic fluid in 

preterm labor with and without intra-amniotic 

infection/inflammation. J. Matern. Fetal 

Neonatal. Med. 23, 261-280 

11. Cho, C. K. J., Shan, S. J., Winsor, E. J., 

and Diamandis, E. P. (2007) Proteomics 

analysis of human amniotic fluid. Mol. Cell. 

Proteomics 6, 1406-1415 

12. Romanoff, A. L. (1960) The Avian 

Embryo. Structural and functional 

development, The Macmillan Compagny, New 

York 

13. Romanoff, A. L., and Romanoff, A. J. 

(1967) Biochemistry of the avian embryo: A 

Quantitative Analysis of Prenatal 

Development, John Wiley & Sons, Inc., 

London, Sydney 

14. Yoshizaki, N., Ito, Y., Hori, H., Saito, 

H., and Iwasawa, A. (2002) Absorption, 

transportation and digestion of egg white in 

quail embryos. Dev. Growth Differ. 44, 11-22 

15. Geelhoed, S. E., and Conklin, J. L. 

(1966) An electrophoretic study of proteins in 

chick embryonic fluids. J. Exp. Zool. 162, 

257-261 

16. Baintner, K., and Fehér, G. (1974) Fate 

of egg white trypsin inhibitor and start of 

proteolysis in developing chick embryo and 

newly hatched chick. Dev. Biol. 36, 272-278 

17. Cirkvenčič, N., Narat, M., Dovč, P., 

and Benčina, D. (2012) Distribution of 

chicken cathepsins B and L, cystatin and 

ovalbumin in extra-embryonic fluids during 

embryogenesis. Br. Poult. Sci. 53, 623-630 

18. Sugimoto, Y., Sanuki, S., Ohsako, S., 

Higashimoto, Y., Kondo, M., Kurawaki, J., 

Ibrahim, H. R., Aoki, T., Kusakabe, T., and 

Koga, K. (1999) Ovalbumin in developing 

chicken eggs migrates from egg white to 

embryonic organs while changing its 

conformation and thermal stability. J. Biol. 

Chem. 274, 11030-11037 

19. Muramatsu, T., Hiramoto, K., Koshi, 

N., Okumura, J., Miyoshi, S., and Mitsumoto, 

T. (1990) Importance of albumen content in 

whole-body protein synthesis of the chicken 

embryo during incubation. Br. Poult. Sci. 31, 

101-106 

20. Da Silva, M., Labas, V., Nys, Y., and 

Rehault-Godbert, S. (2017) Investigating 

proteins and proteases composing amniotic 

and allantoic fluids during chicken embryonic 

development. Poult. Sci. 96, 2931-2941 

21. Tian, X., Gautron, J., Monget, P., and 

Pascal, G. (2010) What Makes an Egg 

Unique? Clues from Evolutionary Scenarios of 

Egg-Specific Genes. Biol. Reprod. 83, 893-

900 

22. Clinton, M., Haines, L., Belloir, B., 

and McBride, D. (2001) Sexing chick 

embryos: a rapid and simple protocol. Br. 

Poult. Sci. 42, 134-138 

23. Shevchenko, A., Wilm, M., Vorm, O., 

and Mann, M. (1996) Mass spectrometric 

sequencing of proteins silver-stained 

polyacrylamide gels. Anal. Chem. 68, 850-858 

24. Vilella, A. J., Severin, J., Ureta-Vidal, 

A., Heng, L., Durbin, R., and Birney, E. 

(2009) EnsemblCompara GeneTrees: 

Complete, duplication-aware phylogenetic 

trees in vertebrates. Genome Res. 19, 327-335 

25. Dufourny, L., Levasseur, A., Migaud, 

M., Callebaut, I., Pontarotti, P., Malpaux, B., 

and Monget, P. (2008) GPR50 is the 

mammalian ortholog of Mel1c: evidence of 



114 

 

rapid evolution in mammals. BMC Evol. Biol. 

8, 105 

26. Guyot, N., Labas, V., Harichaux, G., 

Chesse, M., Poirier, J. C., Nys, Y., and 

Rehault-Godbert, S. (2016) Proteomic analysis 

of egg white heparin-binding proteins: towards 

the identification of natural antibacterial 

molecules. Sci. Rep. 6, 27974 

27. Bhunia, A. K., Johnson, M. C., and 

Ray, B. (1987) Direct Detection of an 

antimicrobial peptide of Pediococcus-

Acidilactici in Sodium Dodecyl Sulfate 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis J. Ind. 

Microbiol. 2, 319-322 

28. Hamburger, V., and Hamilton, H. L. 

(1951) A series of normal stages in the 

development of the chick embryo. J. Morphol. 

88, 49-92 

29. Guyot, N., Rehault-Godbert, S., 

Slugocki, C., Harichaux, G., Labas, V., 

Helloin, E., and Nys, Y. (2016) 

Characterization of egg white antibacterial 

properties during the first half of incubation: A 

comparative study between embryonated and 

unfertilized eggs. Poult. Sci. 95, 2956-2970 

30. Da Silva, M., Beauclercq, S., 

Harichaux, G., Labas, V., Guyot, N., Gautron, 

J., Nys, Y., and Rehault-Godbert, S. (2015) 

The Family Secrets of Avian Egg-Specific 

Ovalbumin and Its Related Proteins Y and X. 

Biol. Reprod. 93, 71 

31. Wellman-Labadie, O., 

Lakshminarayanan, R., and Hincke, M. T. 

(2008) Antimicrobial properties of avian 

eggshell-specific C-type lectin-like proteins. 

FEBS letters 582, 699-704 

32. Bourin, M., Gautron, J., Berges, M., 

Attucci, S., Le Blay, G., Labas, V., Nys, Y., 

and Rehault-Godbert, S. (2011) Antimicrobial 

Potential of Egg Yolk Ovoinhibitor, a 

Multidomain Kazal-like Inhibitor of Chicken 

Egg. J. Agric.  Food Chem. 59, 12368-12374 

33. Dombre, C., Guyot, N., Moreau, T., 

Monget, P., Da Silva, M., Gautron, J., and 

Rehault-Godbert, S. (2017) Egg serpins: The 

chicken and/or the egg dilemma. Semin. Cell  

Dev. Biol. 62, 120-132 

34. Ahlroth, M. K., Grapputo, A., Laitinen, 

O. H., and Kulomaa, M. S. (2001) Sequence 

features and evolutionary mechanisms in the 

chicken avidin gene family. Biochem. 

Biophys. Res. Commun. 285, 734-741 

35. Brawand, D., Wahli, W., and 

Kaessmann, H. (2008) Loss of egg yolk genes 

in mammals and the origin of lactation and 

placentation. PLoS Biol. 6, e63 

36. Brawand, D., Wahli, W., and 

Kaessmann, H. (2008) Loss of egg yolk genes 

in mammals and the origin of lactation and 

placentation. PLoS biology 6, e63 

37. Metz-Boutigue, M. H., Jolles, J., 

Mazurier, J., Schoentgen, F., Legrand, D., 

Spik, G., Montreuil, J., and Jolles, P. (1984) 

Human lactotransferrin: amino acid sequence 

and structural comparisons with other 

transferrins. Eur. J. Biochem. 145, 659-676 

38. Bellamy, W., Takase, M., Yamauchi, 

K., Wakabayashi, H., Kawase, K., and Tomita, 

M. (1992) Identification of the bactericidal 

domain of lactoferrin. Biochim. Biophys. Acta 

1121, 130-136 

39. Baron, F., Jan, S., Gonnet, F., Pasco, 

M., Jardin, J., Giudici, B., Gautier, M., 

Guerin-Dubiard, C., and Nau, F. (2014) 

Ovotransferrin plays a major role in the strong 

bactericidal effect of egg white against the 

Bacillus cereus group. J. Food Prot. 77, 955-

962 

40. Mann, K. (2007) The chicken egg 

white proteome. Proteomics 7, 3558-3568 

41. Mann, K., and Mann, M. (2008) The 

chicken egg yolk plasma and granule 

proteomes. Proteomics 8, 178-191 

42. Palmiter, R. D. (1972) Regulation of 

protein synthesis in chick oviduct. I. 

Independent regulation of ovalbumin, 

conalbumin, ovomucoid, and lysozyme 

induction. J. Biol. Chem. 247, 6450-6461 

43. Nakano, T., and Graf, T. (1991) 

Goose-type lysozyme gene of the chicken: 

sequence, genomic organization and 



115 

 

expression reveals major differences to 

chicken-type lysozyme gene. Biochim. 

Biophys. Acta 1090, 273-276 

44. Slade, B., and Milne, J. (1977) 

Localization and synthesis of alpha-

fetoprotein in the chicken. Cell Tissue Res. 

180, 411-419 

45. Anton, M. (2013) Egg yolk: structures, 

functionalities and processes. Journal of the 

science of food and agriculture 93, 2871-2880 

46. Malik, G. K., Sinha, S. M., Saksena, P. 

N., Kapoor, A. K., Mehra, P., Bagchi, M., 

Agarwal, D. K., and Tuteja, N. (1981) 

Amniotic fluid proteins in relation to fetal 

maturity. Indian J. Pediatr. 48, 149-152 

47. Retzek, H., Steyrer, E., Sanders, E. J., 

Nimpf, J., and Schneider, W. J. (1992) 

Molecular cloning and functional 

characterization of chicken cathepsin D, a key 

enzyme for yolk formation  DNA Cell Biol. 

11, 661-672 

48. Nelson, T. C., Groth, K. D., and 

Sotherland, P. R. (2010) Maternal investment 

and nutrient use affect phenotype of American 

alligator and domestic chicken hatchlings. 

Comp. Biochem. Physiol. A-Molecular & 

Integrative Physiology 157, 19-27 

49. Maehashi, K., Ueda, M., Matano, M., 

Takeuchi, J., Uchino, M., Kashiwagi, Y., and 

Watanabe, T. (2014) Biochemical and 

functional characterization of transiently 

expressed in neural precursor (TENP) protein 

in emu egg white. J. Agric. Food Chem. 62, 

5156-5162 

50. Elo, H. A., and Korpela, J. (1984) The 

occurrence and production of avidin: a new 

conception of the high-affinity biotin-binding 

protein. Comp. Biochem. Physiol. B 78, 15-20 

51. Matulova, M., Rajova, J., Vlasatikova, 

L., Volf, J., Stepanova, H., Havlickova, H., 

Sisak, F., and Rychlik, I. (2012) 

Characterization of chicken spleen 

transcriptome after infection with Salmonella 

enterica serovar Enteritidis. PloS one 7, 

e48101 

52. Nakimbugwe, D., Massehalck, B., 

Atanassova, M., Zewdie-Bosuner, A., and 

Michiels, C. W. (2006) Comparison of 

bactericidal activity of six lysozymes at 

atmospheric pressure and under high 

hydrostatic pressure. Int. J. Food Microbiol. 

108, 355-363 

53. Sellier, N., Vidal, M. L., Baron, F., 

Michel, J., Gautron, J., Protais, M., Beaumont, 

C., Gautier, M., and Nys, Y. (2007) 

Estimations of repeatability and heritability of 

egg albumen antimicrobial activity and of 

lysozyme and ovotransferrin concentrations. 

Br. Poult. Sci. 48, 559-566 

54. Herve-Grepinet, V., Rehault-Godbert, 

S., Labas, V., Magallon, T., Derache, C., 

Lavergne, M., Gautron, J., Lalmanach, A. C., 

and Nys, Y. (2010) Purification and 

Characterization of Avian beta-Defensin 11, 

an Antimicrobial Peptide of the Hen Egg. 

Antimicrob. Agents Chemother. 54, 4401-4408 

55. Rehault-Godbert, S., Labas, V., 

Helloin, E., Herve-Grepinet, V., Slugocki, C., 

Berges, M., Bourin, M.-C., Brionne, A., 

Poirier, J.-C., Gautron, J., Coste, F., and Nys, 

Y. (2013) Ovalbumin-related Protein X Is a 

Heparin-binding Ov-Serpin Exhibiting 

Antimicrobial Activities. J. Biol. Chem. 288, 

17285-17295 

56. Tollin, M., Bergsson, G., Kai-Larsen, 

Y., Lengqvist, J., Sjovall, J., Griffiths, W., 

Skuladottir, G. V., Haraldsson, A., Jornvall, 

H., Gudmundsson, G. H., and Agerberth, B. 

(2005) Vernix caseosa as a multi-component 

defence system based on polypeptides, lipids 

and their interactions. Cellular and molecular 

life sciences : CMLS 62, 2390-2399 

57. Yoshio, H., Tollin, M., Gudmundsson, 

G. H., Lagercrantz, H., Jornvall, H., Marchini, 

G., and Agerberth, B. (2003) Antimicrobial 

polypeptides of human vernix caseosa and 

amniotic fluid: implications for newborn 

innate defense. Pediatric research 53, 211-216 

58. Cunningham, M., and Tang, J. (1976) 

Purification and properties of cathepsin D 



116 

 

from porcine spleen. J. Biol. Chem. 251, 4528-

4536 

59. Castellano, A. C., Barteri, M., 

Bianconi, A., Bruni, F., Della Longa, S., and 

Paolinelli, C. (1996) Conformational changes 

involved in the switch from ovalbumin to S-

ovalbumin. Z Naturforsch C. 51, 379-385 

60. Yamasaki, M., Takahashi, N., and 

Hirose, M. (2003) Crystal structure of S-

ovalbumin as a non-loop-inserted 

thermostabilized serpin form. J. Biol. Chem. 

278, 35524-35530 

61. Spencer, K., Muller, F., and Aitken, D. 

A. (1997) Biochemical markers of trisomy 21 

in amniotic fluid. Prenat. Diagn. 17, 31-37 

62. Liu, Y., Liu, Y., Du, C., Zhang, R., 

Feng, Z., and Zhang, J. (2016) Diagnostic 

value of amniotic fluid inflammatory 

biomarkers for subclinical chorioamnionitis. 

Int. J. Gynaecol. Obstet. 134, 160-164 

63. Hsu, T. Y., Lin, H., Hung, H. N., 

Yang, K. D., Ou, C. Y., Tsai, C. C., Cheng, H. 

H., Chung, S. H., Cheng, B. H., Wong, Y. H., 

Chou, A. K., and Hsiao, C. C. (2016) Two-

Dimensional Differential Gel Electrophoresis 

to Identify Protein Biomarkers in Amniotic 

Fluid of Edwards Syndrome (Trisomy 18) 

Pregnancies. PloS one 11, e0145908 

64. Wolanski, N. J., Renema, R. A., 

Robinson, F. E., Carney, V. L., and Fancher, 

B. I. (2007) Relationships among egg 

characteristics, chick measurements, and early 

growth traits in ten broiler breeder strains. 

Poult. Sci. 86, 1784-1792 

65. Karcher, D. M., Jones, D. R., Abdo, Z., 

Zhao, Y., Shepherd, T. A., and Xin, H. (2015) 

Impact of commercial housing systems and 

nutrient and energy intake on laying hen 

performance and egg quality parameters. 

Poult. Sci. 94, 485-501 

66. Bakst, M. R., Welch, G. R., Fetterer, 

R., and Miska, K. (2016) Impact of broiler egg 

storage on the relative expression of selected 

blastoderm genes associated with apoptosis, 

oxidative stress, and fatty acid metabolism. 

Poult. Sci. 95, 1411-1417 

67. Loyau, T., Hennequet-Antier, C., 

Coustham, V., Berri, C., Leduc, M., Crochet, 

S., Sannier, M., Duclos, M. J., Mignon-

Grasteau, S., Tesseraud, S., Brionne, A., 

Metayer-Coustard, S., Moroldo, M., 

Lecardonnel, J., Martin, P., Lagarrigue, S., 

Yahav, S., and Collin, A. (2016) Thermal 

manipulation of the chicken embryo triggers 

differential gene expression in response to a 

later heat challenge. BMC Genomics 17, 329 

 

ACKNOWLEDGEMENTS: 

The authors wish to thank Joël Delaveau and 

Christophe Rat (INRA, UE PEAT 609, F-

37380 Nouzilly, France) for providing 

fertilized eggs; Angelina Trotereau and 

Nathalie Winter (UMR UR1282 Infectiologie 

Animale et Santé Publique, F-37380 Nouzilly, 

France) who gave us access to L2 laboratories, 

which was required to perform antimicrobial 

assays using bacterial pathogenic strains.  This 

work was supported by MUSE project 

(Région Centre Val de Loire, 2014-00094512) 

and SAPHYR project (Région Centre Val de 

Loire, 2017).  The high-resolution mass 

spectrometer (LTQ Velos Orbitrap) was 

financed (SMHART project) by the European 

Regional Development Fund (ERDF), the 

Conseil Régional du Centre, the French 

National Institute for Agricultural Research 

(INRA) and the French National Institute of 

Health and Medical Research (INSERM). The 

funders had no role in study design, data 

collection and interpretation, or the decision to 

submit the work for publication. The authors 

are very grateful to Region Centre Val de 

Loire for financing Mylène Da Silva’s PhD. 

 

AUTHORS CONTRIBUTION 

MDS and SRG designed experiments, 

collected samples, analyzed and integrated 

data and wrote the manuscript. CD conducted 

the phylogenic analysis, realized the related 

figures and was in charge of writing the 

corresponding experimental procedures, 

results and discussion of the manuscript. AB 



117 

 

performed gene ontology annotation of AF 

proteins and contributed to the critical analysis 

of proteomic data. MC and MDP adapted and 

conducted the antimicrobial experiments and 

MDP also carried out heparin-sepharose 

chromatography of AF and SDS-PAGE 

analyses of protein fractions. PM used his 

expertise to analyze phylogenetic results and 

contributed to the overall discussion of the 

data. LCS and VL were involved in the initial 

design of the proteomic experiments and 

conducted proteome profilings. NG 

contributed to the overall discussion of the 

data, and brought his specific expertise on egg 

white antimicrobial proteins and peptides, as 

well as on antimicrobial assays. YN 

participated in the conception of the project, 

scientific analyses of the data and discussions. 

All authors read the manuscript and 

contributed to the critical revision of the 

paper.   

  



118 

 

Figure 1. Schematic representation of the extraembryonic structures during the chicken 

(A) and human embryonic development (B); embryos at mid-incubation (11 days) and mid-

gestation (21 weeks), respectively. 
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Figure 2. SDS-PAGE analysis of the chicken amniotic fluid (AF) during incubation. A. 

12.5% SDS-PAGE analysis of the AF from days 8-11 to days 12-16 of the incubation (ED8-

11 to ED12- 16) (2 µg and 10 µg, respectively) followed by Coomassie blue staining. B. 4-

20% SDS-PAGE profile of AF at ED11 for in-gel mass spectrometry analysis. Horizontal 

lanes and numbers indicate the position of gel slices (1-20) prepared for in-gel digestion by 

trypsin. Molecular masses are expressed in kDa. 
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Figure 3. Quantitative distribution of the 91 proteins identified in the chicken amniotic 

fluid at ED11, for in-solution and in-gel mass spectrometry analyses. Proteins are 

represented according to log10 of their Exponentially Modified Protein Abundance Index 

(emPAI) and log10 of the percentage of their protein sequence coverage. The most abundant 

proteins identified after compilation of data resulting from both approaches are illustrated in a 

red square. They were further analyzed for functional annotation as shown in Table 1.  

 

  



121 

 

Figure 4. Functions of the proteins identified in the chicken amniotic fluid at ED11. 

Using gene ontology terms, as described in Experimental procedures, 80 genes could be 

assigned to five major functions whereas the biological function of 10 proteins are still not 

documented in this database (this latter group includes ovalbumin (OVAL) and ovomucoid 

(SPINK7), two proteins of high abundance (Table 1, Supplementary data S3).  
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Figure 5. Venn diagrams representing the specific and overlapping proteins identified in 

the human (16-18 weeks of gestation) and chicken (11
th

 day of incubation) amniotic fluid 

(AF). Human AF data were obtained from the work of Cho et al. (11), which combines results 

from nine publications (Supplementary data 3, sheet #3). 

 

 

  



123 

 

Figure 6. Antibacterial activity of the chicken amniotic fluid (AF) before and after the 

egg white transfer into the amniotic sac (ED11 and ED16, respectively). AF samples were 

analyzed by Coomassie blue staining (Cb) and their antibacterial activities were assessed 

against Listeria monocytogenes (L.m.) and Salmonella enterica Enteritidis (S.E.). Flow-

through and eluted fractions were obtained after affinity chromatography on heparin-

sepharose as described in Experimental procedures. Black arrows indicate inhibition zones 

corresponding to an impaired bacterial growth (due to bacteriostatic or bactericidal activities 

of AF proteins or peptides). Red letters A to F correspond to bands that were cut from the Cb 

gel, prior analysis by mass spectrometry for protein identification (Table 2).  
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Figure 7. Antibacterial activity of the heparin-bound proteins of egg white at ED0 (day 

of lay), at ED8 (8
th

 day of incubation) and ED14 (14
th

 day of incubation). Proteins were 

analyzed by Coomassie blue staining (Cb) and their antibacterial activities were assessed 

against Listeria monocytogenes (L.m.) and Salmonella enterica Enteritidis (S.E.), as described 

in Experimental procedures. Black arrows indicate inhibition zones corresponding to an 

impaired bacterial growth (due to bacteriostatic or bactericidal activities of egg white proteins 

or peptides).  
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Figure 8.  
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Figure 8. Evolutionary scenario of the chicken amniotic fluid (AF) proteins. (A) 

Evolutionary frieze of the 91 proteins identified in the AF on the 11
th

 day of incubation 

(ED11), and of the 13 potential antibacterial candidates identified in the AF at ED16 (in grey). 

The 11 genes underlined in yellow are specific to birds and/or reptiles. (B) Life tree of the 

bird and/or reptile specific 11 genes (underlined in yellow) that display bird and/or reptile 

specificities. The presence of a gene is depicted by a solid symbol, while the loss of a gene is 

depicted by a hollow symbol and marked with “Ψ.” The divergent time of lineages refer to 

Tian et al. (21) and phylogenetic analysis using ENSEMBL 

(http://www.ensembl.org/index.html). For SPINK5 and SPINK7 genes, which are marked 

with a question mark, we cannot state on the distribution of these genes within amniotes, 

based on the data currently available in Ensembl databases and despite synteny analysis of 

these genes.  This issue is discussed in the Results section. 
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Table 1 Top-ten abundant proteins found in the chicken amniotic fluid at ED11 using in-

solution and in-gel mass spectrometry analysis. Quantitative values are expressed as the 

percentage of the Exponentially Modified Protein Abundance Index (emPAI). Words in italics 

refer to hypothetical/unknown functions.  Proteins that are also listed in the top 15 high 

abundance proteins from the human amniotic fluid are indicated with an asterisk (9, 11). 
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Table 2. Potential antibacterial candidates identified in the heparin-binding fraction of the 

chicken amniotic fluid at ED11 and ED16. Proteins contained in the SDS-PAGE bands 

corresponding to bacterial inhibition zones (Listeria monocytogenes and Salmonella 

Enteritidis, Fig. 6) were analyzed using mass spectrometry. Bands where spectral counts were 

the highest are indicated in bold.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
In italics: LOC104103769 from N. Notabilis has a G. Gallus homologue (LOC101750704), which has been 

erroneously removed from Pubmed database following the release of Gallus_gallus-5.0 assembly in 2017. This 

chicken homologue has been unambiguously identified in egg white (25) and shares 88.7% sequence identity 

with LOC104403769 from N. notabilis. 
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 Chez l’oiseau, l’ensemble des mécanismes de défense physiques, chimiques, ou 

moléculaires mis en place lors de la formation de l’œuf dans l’oviducte, sont progressivement 

altérés au cours de l’incubation. Le système immunitaire adaptatif de l’embryon n’étant actif 

qu’après éclosion, l’absence de défense face aux pathogènes pourrait ainsi mettre en péril son 

développement. Toutefois, au cours de l’incubation, les structures dites extra-embryonnaires 

qui apparaissent au sein de l’œuf - les sacs vitellin, amniotique et chorioallantoïque, forment 

de nouvelles barrières freinant la progression des pathogènes. L’assimilation par ces sacs 

extra-embryonnaires des composés de la coquille, de la membrane vitelline, du blanc et du 

jaune d’œuf, entraine un réarrangement et une redistribution des défenses primaires de l’œuf, 

et notamment des protéines et peptides antibactériens, dans les fluides extra-embryonnaires.  

Pour mieux comprendre ce phénomène et expliquer en quoi les fluides extra-embryonnaires 

sont impliqués dans la protection de l’embryon d’oiseau au cours de l’incubation, nous avons 

caractérisé la composition et les propriétés des fluides amniotique (AmF) et allantoïque (AlF) 

de l’œuf de poule. 

- Les paramètres physicochimiques de l’AmF et de l’AlF évoluent selon les besoins 

énergétiques de l’embryon, et régulent les activités des protéines - 

 Une première étude visant à caractériser certains paramètres des deux fluides nous a 

permis d’appréhender leur évolution globale, et de discerner deux grandes phases au cours de 

l’incubation (Figure 25) : une première phase peu couteuse en énergie (~ED1 à ED12), qui 

correspond à l’embryogenèse et à l’apparition des structures et des fluides extra-

embryonnaires ; puis une deuxième phase (~ED12 à ED21), au cours de laquelle le 

métabolisme embryonnaire s’accélère pour permettre la croissance de l’embryon jusqu’à 

l’éclosion, ce qui nécessite un apport conséquent en nutriments et en énergie. Cette deuxième 

phase marque en outre la transition de l’embryon d’un système ectothermique à un système 

endothermique (Tzschentke, 2008), où l’énergie dégagée par le métabolisme embryonnaire 

croissant fournit la chaleur nécessaire à l’embryon pour maintenir sa température corporelle. 

Elle est également associée à des changements drastiques dans la composition et/ou les 

propriétés biochimiques et physicochimiques des fluides extra-embryonnaires, qui vont être 

drainés pour les besoins énergétiques de l’embryon (Baggott et al., 2002).  
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Figure 25 : Frise chronologique illustrant l'évolution des fluides amniotique et allantoïque de l’œuf de poule au 

cours de l'incubation. Schématisation des transferts de protéines et d’eau entre les structures extra-embryonnaires : 

1 à 2) transfert du blanc dans le sac amniotique, 2 à 3) absorption orale du blanc mélangé au fluide amniotique par 

l’embryon, et endocytose d’une partie par l’intestin, puis 3 à 4/4’) sécrétion dans le jaune/sac chorioallantoïque, 

4/4’ à 5/5’) réabsorption par le sac vitellin/chorioallantoïque et 5/5’ à 6) transfert des composés digérés ou non 

vers l’embryon, via le réseau sanguin (Article 1). Il existe aussi un transfert direct de protéines du blanc vers le 

jaune via la membrane vitelline résiduelle (1’). 
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Le premier changement intervient à ED12 avec le transfert des protéines du blanc dans le sac 

amniotique, ce qui augmente la concentration en protéines de l’AmF de 0,01 g/L à 200 g/L 

environ, d’ED11 à ED14-16 (Article 1). La composition protéique est également modifiée, et 

ce, dès le début du transfert, avec l’apparition sur le gel SDS-PAGE d’un profil protéique 

identique à celui du blanc d’œuf d’ED12 à ED16. Ce transfert entraine une augmentation 

progressive du volume de l’AmF, même si la réabsorption par l’embryon du mélange formé 

par le blanc et l’AmF à partir d’ED13, régule le volume de fluide au sein du sac amniotique 

(pas de pic à ED12-13) (Article 1). L’absence de modification du profil protéique du blanc 

après son transfert, et ce, malgré la présence de protéases actives dans l’AmF (Article 1), est 

probablement due aux nombreuses antiprotéases localisées dans le blanc d’œuf (cystatine 

(CST3), ovoinhibiteur (SPINK5), ovomucoïde (SPINK7), ovostatine (OVST)) qui protègent 

les protéines de la dégradation protéolytique, jusqu’à leur assimilation par l’embryon (Saxena 

et Tayyab, 1997). Cette hypothèse se confirme notamment par la détection de protéines non 

digérées dans les organes de l’embryon (tractus digestif, cerveau, muscles, etc.) et ce jusqu’à 

ED19 (Sugimoto et al., 1999; Shinohara et al., 2005). Ce transfert s’accompagne également 

de variations temporaires de certains paramètres physicochimiques mesurés dans l’AmF, tels 

que le pH et l’osmolalité. Cependant, la comparaison avec d’autres études montre que ces 

paramètres sont régulés et stabilisés du début à la fin de l’incubation, avec des valeurs 

moyennes d’environ 7,5 unités pH et 260-270 mOsm/kg, pour maintenir un environnement 

homéostatique autour de l’embryon (Boutilier et al., 1977; Bolin et Burggren, 2013; Bolin et 

al., 2017). Ce processus de régulation intervient plus particulièrement lors de la seconde 

moitié de l’incubation, quand l’accélération du métabolisme embryonnaire entraine une 

sécrétion importante de protons dans le sac amniotique (Everaert et al., 2011). Pour empêcher 

la diminution du pH de l’AmF, les protons sont alors redirigés vers le compartiment considéré 

comme le lieu de stockage des déchets métaboliques de l’embryon : le sac allantoïque. 

Cependant, ce phénomène encore mal décrit affecte le pH de l’AlF, qui diminue 

progressivement lors de la période étudiée (ED12-16), et même au-delà, pour atteindre une 

valeur extrême de 5,9 à ED19 (Boutilier et al., 1977). Cette chute de pH s’accompagne d’une 

baisse de l’osmolalité (227 mOsm/kg à ED8 jusqu’à 191 mOsm/kg à ED16) (Article 1), qui 

est vraisemblablement liée à l’absorption des ions chlorure et sodium par la membrane 

allantoïque (Gabrielli et Accili, 2010). Ce processus actif mène à la formation d’un gradient 

osmotique entre l’AlF et le plasma des vaisseaux sanguins de la membrane, ce qui forme un 

influx d’eau de l’AlF vers le sang ; cette eau est ensuite redirigée vers l’embryon (Figure 25). 
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Le volume de l’AlF diminue donc en conséquence à partir d’ED14 et se retrouve réduit de 

moitié à ED16 (5,5 mL à ED14 contre 3 mL environ à ED16). De nombreux travaux de 

recherche ont décrit ce mécanisme de transfert comme essentiel au bon développement de 

l’embryon, notamment pour compenser la perte en eau suite à son évaporation à travers la 

coquille (environ 20% de la masse totale de l’œuf) (Baggott, 2001; Baggott et al., 2002; 

Latter et Baggott, 2002). L’eau issue du métabolisme embryonnaire est par conséquent 

stockée dans le sac allantoïque, puis réabsorbée et redistribuée par sa membrane. Cette baisse 

de volume entraine également la concentration de l’acide urique présent dans l’AlF, ce qui 

participe à la chute du pH et de l’osmolalité, car les ions alors contenus dans le fluide sont 

piégés par les cristaux d’urates qui se forment (Bolin et Burggren, 2013).  

Ces variations de pH, d’osmolalité et de concentration en composés toxiques affecteraient 

probablement la survie et la croissance bactérienne, si des microorganismes parvenaient à 

contaminer l’œuf via la coquille, mais aussi les activités des protéines antibactériennes des 

fluides, tel que cela a été démontré pour le lysozyme (LYZ) et l’ovotransferrine (TF), les deux 

acteurs principaux de la défense de l’œuf. En effet, un pH alcalin semble favoriser l’activité 

chélatrice de TF et ainsi son potentiel antibactérien (Baron et al., 1999), alors que le LYZ 

atteint son niveau maximal d’activité muramidase à pH 6,5 (Banerjee et al., 2011). 

L’identification des protéines majeures de l’AmF et de l’AlF par spectrométrie de masse a par 

ailleurs démontré la présence de ces protéines dans les deux fluides. Leurs activités pourraient 

donc être modulées au cours de l’incubation, selon le fluide considéré.  

- Les flux de blanc et de jaune d’œuf au cours du développement embryonnaire 

modifient drastiquement la composition et probablement les fonctions de l’AmF - 

 L’assimilation et le transport des composés du jaune, du blanc et de la coquille est un 

processus complexe visant à apporter l’ensemble des nutriments et l’énergie nécessaires à 

l’embryon aux différents stades de son développement (Figure 25). Ce processus nécessite le 

transfert des composés des structures élémentaires de l’œuf fraichement pondu, vers les 

structures extra-embryonnaires, ce qui modifie la composition des fluides extra-

embryonnaires, et probablement leurs fonctions.  

Comme décrit précédemment, le transfert du blanc à ED12 dans le sac amniotique marque le 

début d’une phase intense de croissance et de consommation des nutriments par l’embryon. 
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Les protéines du blanc mélangées à l’AmF sont progressivement absorbées oralement par 

l’embryon, et ce, dès ED13. L’assimilation des constituants du blanc se fait alors selon deux 

processus : l’absorption directe par les cellules intestinales, ou l’absorption via le sac vitellin, 

après le transfert dans le jaune d’œuf (Figure 25). En effet, une partie des composés du blanc 

est endocytée de façon non spécifique par l’intestin de l’embryon, ou transportée 

spécifiquement par des transporteurs placés à la surface des entérocytes (Speier et al., 2012; 

Miska et al., 2014), puis redirigée via le système sanguin vers les organes de l’embryon. Des 

protéines telles que l’ovalbumine (OVAL) qui est une des protéines majeures du blanc, mais 

aussi de l’AmF avant le transfert du blanc, ont donc été retrouvée sous forme entière dans les 

muscles ou le cerveau de l’embryon (Sugimoto et al., 1999; Shinohara et al., 2005). 

L’hypothèse actuelle est que les acides aminés des protéines participent à la production de 

réserves énergétiques sous forme de glucose, via la néoglucogenèse, dans le foie de l’embryon 

(Dickson, 1983). Le glucose provenant des protéines et de leurs chaines glucidiques (SPINK7 

et l’ovomucine (MUC5B et MUC6) sont très glycosylées) servira ensuite à la formation de 

glycogène dans les muscles de l’embryon, pour subvenir aux besoins énergétiques 

conséquents que nécessitent l’éclosion et la croissance du jeune poussin (Moran, 2007). Ces 

protéines du blanc constituent également les protéines majeures de l’AmF avant le transfert du 

blanc (environ 40% d’OVAL et de TF). Cependant, leur faible concentration (0,01 g/L à 

ED11) face à celle du blanc d’œuf après le transfert dans l’AmF à ED14-16 (200 g/L) (Article 

1) suggère qu’elles seraient le résultat d’un transfert dit « passif », qui prendrait place lors de 

la formation du fluide dans les premiers stades de l’incubation, quand l’eau contenue dans le 

blanc d’œuf transite par le jaune puis remplit les structures extra-embryonnaires (Latter et 

Baggott, 2002) (Figure 25). La composition protéique de l’AmF restant identique d’ED8 à 

ED11 sur gel SDS-PAGE (Article 1), elle pourrait être similaire pour des stades plus 

précoces, suite à la formation de l’AmF, quand l’amnios ne recouvre pas encore la totalité de 

l’embryon à ED2-ED3. Le blanc étant composé principalement de grosses protéines aux 

fonctions encore méconnues (SPINK7, MUC5B, MUC6, OVAL, etc.), son transfert à ED12 

et son absorption orale par l’embryon coïncide parfaitement avec ses besoins en nutriments et 

en énergie pour éclore (Moran, 2007). Par conséquent, les protéines du blanc absorbées par 

l’embryon sont en partie transférées dans le jaune, via le cordon formé par le sac vitellin, qui 

relie l’embryon au jaune (Carinci and Manzoli-Guidotti, 1968; Baintner and Fehér, 1974; 

Sugimoto et al., 1999; Yoshizaki et al., 2002) (Figure 25), pour y être absorbées et digérées au 

même titre que les lipides et lipoprotéines du jaune (Noble et Cocchi, 1990; Yadgary et al., 
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2011, 2014; Yadgary et Uni, 2012; Speier et al., 2012). Ainsi, la néoglucogenèse qui se 

déroule dans le sac vitellin prend de l’ampleur vers la fin de l’incubation pour assurer la 

transformation des acides aminés des protéines du blanc en glucose, pour les besoins 

énergétiques de l’embryon au moment de l’éclosion et après (Yadgary et al., 2010; Yadgary 

et Uni, 2012). Par ailleurs, il est également possible qu’une partie des protéines du blanc 

transite directement du blanc au jaune d’œuf, au niveau de la membrane vitelline résiduelle 

(Kaspers et al., 1996) (Figure 25). Les composés résultant du métabolisme embryonnaire 

(lipides, acides aminés, peptides, protéines, minéraux) sont ensuite sécrétés dans le sac 

allantoïque par les mésonéphros (reins embryonnaires) (Bolin et Burggren, 2013; Bolin et al., 

2017). Cependant, l’assimilation des protéines du blanc et leur sécrétion dans l’AlF ne semble 

pas affecter sa composition, contrairement à l’AmF. En effet, le profil protéique de l’AlF sur 

gel SDS-PAGE n’est que légèrement modifié d’ED8 à ED16, mais ces changements restent 

principalement quantitatifs et non qualitatifs (Article 1), suggérant que le métabolisme 

protéique de l’embryon reste constant sur cette période. Des changements plus marqués 

pourraient intervenir plus tard au cours de l’incubation, mais le volume de l’AlF diminuant 

rapidement après ED14 (Article 1), ces variations n’ont pas pu être étudiées, faute de matériel 

disponible. Les protéines majeures identifiées à ED16 dans l’AlF sont principalement issues 

du jaune d’œuf, et associées dans le transport de composés (lipides, ions, vitamines, 

hormones) : l’apolipoprotéine B (APOB), l’albumine sérique (ALB), la protéine liant à la 

vitamine D (GC), la transthyrétine (TTR), la protéine liant aux acides gras extracellulaires 

(ExFABP) et l’apolipoprotéine A1 (APOA1) (Article 1). Quelques protéines du blanc sont 

également présentes (OVAL et TF), alors que d’autres sont synthétisées par l’embryon ou les 

membranes extra-embryonnaires, telles que le sac vitellin (l’alpha-foetoprotéine (AFP)).  

 L’observation de telles protéines, sous forme entière pour certaines (poids 

moléculaires attendus et couverture quasi-totale de la séquence protéique en spectrométrie de 

masse), donne un autre sens à l’AlF considéré jusqu’à présent comme un réceptacle pour les 

déchets issus du métabolisme embryonnaire. En outre, certaines de ces protéines restent 

actives après leur sécrétion dans le sac allantoïque comme le facteur de coagulation 10 (F10) 

ou la thrombine (F2), toutes deux responsables de l’activation du virus de la grippe aviaire 

dans l’œuf (Article 1) (Gotoh et al., 1990; Ogasawara et al., 1992; Wanitchang et al., 2010). 

La présence de protéases dans l’AlF reste encore inexpliquée. Leur sécrétion par l’embryon et 

la membrane chorioallantoïque, ou même le transfert depuis un autre compartiment, restent 

encore à définir, tout comme l’impact des variations des paramètres physicochimiques de 
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l’AlF sur leurs activités (Article 1). Cependant, il a déjà été établi que l’activité des protéases 

dans l’AlF était dépendante du pH ; certaines ont une activité accrue à pH neutre et quasiment 

nulle à pH acide (pH 5) (Kandeil et al., 2014). Les valeurs extrêmes de pH atteintes dans 

l’AlF à la fin de l’incubation (Boutilier et al., 1977), pourraient par conséquent constituer un 

frein à l’activité de telles protéases, et ainsi, dans le cas de F10 et F2, empêcher l’activation 

du virus de la grippe. Il semblerait donc que les paramètres physicochimiques de l’AlF 

puissent moduler partiellement les activités de ses composants, et, ce faisant, ils régulent le 

potentiel antibactérien du fluide, dont la sensibilité à l’infection pourrait être différente selon 

le stade du développement. 

- La membrane allantoïque et l’AlF participent à l’assimilation des nutriments de l’œuf - 

 Pour mieux comprendre comment ces activités protéolytiques sont modulées au cours 

de l’incubation, et quelle pourrait être la finalité d’une telle régulation sur le potentiel 

antibactérien de l’AlF, nous avons analysé l’activité des protéases du fluide. Pour un même 

volume utilisé à chaque stade en zymographie, l’activité protéolytique de l’AlF augmente 

d’ED8 à ED16, une tendance qui a été confirmée par une analyse de l’activité en solution, en 

utilisant des substrats chromogéniques (Article 1). Les analyses ayant été réalisée à pH neutre 

pour tous les stades (pH physiologique), l’effet pH n’est pas mis en cause ici. D’autres 

hypothèses ont donc été formulées pour expliquer ce phénomène : 1) une augmentation 

globale de la concentration en protéines et donc en protéases de l’AlF, ce qui correspondrait 

aux changements quantitatifs observés sur le gel SDS-PAGE d’ED8 à ED16 (Article 1), 2) 

l’activation de protéases endogènes, présentes jusqu’alors sous forme de précurseurs inactifs, 

ou 3) l’apparition de nouvelles protéases, soit sécrétées par l’embryon et la membrane 

chorioallantoïque, soit en provenance d’autres compartiments de l’œuf tels que le sac vitellin 

et le jaune, qui restent les principales sources de protéases dans l’œuf (Retzek et al., 1992). 

L’analyse par spectrométrie de masse des bandes associées aux activités protéolytiques 

visualisées sur les zymogrammes à ED16, a mené à l’identification de 12 protéases dans 

l’AlF. Parmi celles-ci, on retrouve les deux facteurs de coagulation précédemment cités : F10 

et F2, dont la fonction exacte dans le fluide est encore inconnue. Cependant, la proximité de la 

membrane chorioallantoïque et de son vaste réseau sanguin, laisse à supposer que ces deux 

protéases seraient impliquées dans le remodelage tissulaire des vaisseaux sanguins.  

 Les autres protéases identifiées participent à de nombreux processus, tels que la 

morphogénèse des plumes (la métalloprotéinase de matrice 2 (MMP2)) (Jiang et al., 2011), ou 
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la morphogenèse du tractus digestif et des reins (l’activateur du facteur de croissance des 

hépatocytes (HGFAC)) (Matsubara et al., 1998; van Adelsberg et al., 2001), ce qui pourrait 

expliquer leur présence dans l’AlF (Article 1). Une protéase en particulier a retenu notre 

attention : la métalloendopeptidase de type astacine (ASTL). Cette protéase appartient à une 

vaste famille d’enzymes impliquées dans les processus d’éclosion ou de dégradation des 

membranes extra-embryonnaires. De telles protéases ont déjà été identifiées dans l’œuf 

d’oiseau, dont une sur la membrane chorioallantoïque dans l’œuf de caille, qui participe à la 

dégradation de la matrice organique de la coquille pour favoriser l’accès au calcium en 

particulier à partir d’ED13-ED14 (Elaroussi et DeLuca, 1994). D’autres ont aussi été 

identifiées chez d’autres espèces notamment chez les poissons (Kawaguchi et al., 2013), et 

même chez certains mammifères (humains, souris) (Quesada et al., 2004). La présence d’une 

telle protéase dans l’AlF quelques jours avant l’éclosion (ED16) pourrait témoigner de la mise 

en place précoce d’un processus de sortie, peut-être via la dégradation de la membrane 

chorioallantoïque. Cependant, sa présence dès les premiers stades de l’embryogenèse dans 

l’épithélium embryonnaire (tube neural, reins, gonades, cœur, muscle, etc.) et sa régulation 

précise en fonction du tissu et du stade étudié, atteste aussi du rôle majeur que tient cette 

protéase dans la morphogénèse des organes chez la poule (Acloque et al., 2012).  

De façon surprenante, quatre des 12 protéases identifiées sont des acteurs reconnus de la 

digestion chez le poulet adulte (Recoules et al., 2017) : l’aminopeptidase (ANPEP), la 

dipeptidyl peptidase 4 (DPP4), la sous-unité alpha de la méprine A (MEP1A) et MMP2 

(Article 1). Identifiée dans le jaune d’œuf non fertilisé (Mann et Mann, 2008), ANPEP est 

également synthétisée par la paroi intestinale de l’embryon (Speier et al., 2012). Elle est 

localisée dans l’intestin du jeune poussin quelques jours après l’éclosion, tout comme DPP4 et 

MEP1A (Gilbert et al., 2010). L’origine de ces protéases dans l’AlF est donc multiple : 1) 

synthétisées par les cellules intestinales de l’embryon, puis sécrétées en même temps que les 

urines dans l’AlF, 2) produites directement par la membrane chorioallantoïque et sécrétées 

dans l’AlF, ou encore, 3) transférées depuis le jaune et le sac vitellin, via l’embryon, dans le 

sac allantoïque (Carinci et Manzoli-Guidotti, 1968; Baintner et Fehér, 1974; Yoshizaki et al., 

2002). Chez certains mammifères, les protéases de la famille des méprines sont également 

synthétisées par les reins (Sterchi et al., 2009). Les substrats de ces protéases ne sont pas 

encore définis, mais des analyses métabolomiques préliminaires réalisées par résonnance 

magnétique nucléaire sur une fraction filtrée de l’AlF à ED10 (cut-off de 3000 kDa), a révélé 

la présence de nombreux acides aminés libres : l’alanine, la glutamine, l’isoleucine, la leucine, 
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la lysine, la phénylalanine, la sérine, la tyrosine et la valine (Annexe 1). Ces derniers sont 

issus du métabolisme embryonnaire ou de la digestion des protéines par les protéases de 

l’AlF, et leurs quantités varient probablement dans les derniers stades de l’incubation, avec 

l’augmentation du métabolisme embryonnaire. En outre, le pH observé dans le compartiment, 

particulièrement dans le dernier tiers de l’incubation, donne un environnement approprié pour 

l’activité des protéases digestives (Recoules et al., 2017). D’autre part, les similitudes 

structurales et fonctionnelles entre la membrane chorioallantoïque qui absorbe et transfère les 

ions et l’eau de l’AlF vers l’embryon, avec le sac vitellin qui absorbe, digère et transfère les 

lipoprotéines du jaune vers l’embryon, suggèrent que le sac allantoïque pourrait également 

être un acteur de l’assimilation des protéines de l’œuf ou de leur activation, et/ou permettrait 

le recyclage de certains métabolites excrétés. En effet, l’œuf étant une enceinte close, les 

systèmes capables d’assimiler les nutriments sont optimisés afin d’utiliser tous les 

constituants à disposition, pour le développement de l’embryon. L’eau sécrétée dans le sac 

allantoïque étant réabsorbée par la membrane chorioallantoïque, il pourrait en être de même 

pour les protéines, les peptides et les acides aminés contenus dans l’AlF, d’autant plus que, 

chez la caille, la membrane chorioallantoïque qui entoure le blanc au niveau du pôle apical de 

l’œuf, est capable d’endocyter de grandes quantités de blanc pour le transférer vers d’autres 

compartiments de l’œuf (Yoshizaki et al., 2002). Toutefois, aucune étude n’a encore 

démontré la présence de récepteurs ou de transporteurs spécialisés dans ce processus sur la 

membrane qui fait face à l’AlF.  

 Une autre enzyme identifiée dans ce fluide mérite également d’être discutée : la 

chitinase mammalienne acide, une enzyme capable de digérer la chitine, un des principaux 

constituants des insectes et des nématodes. Cette dernière a récemment été identifiée dans le 

tractus gastro-intestinal chez la poule adulte, et possèderait une double compétence dans la 

digestion des aliments, et dans la protection contre les parasites (Tabata et al., 2017). 

Cependant, l’utilisation d’une telle protéine à des fins digestives dans le cas du 

développement embryonnaire reste restreinte, ce qui sous-entend que cette enzyme est incluse 

dans d’autres processus au cours de l’incubation. 

 Malgré l’identification de molécules antibactériennes telles que LYZ ou TF dans 

l’AlF, son implication dans la défense contre les pathogènes reste à conforter par des tests 

antibactériens. En complément de cette étude protéomique, il serait pertinent de faire une 

analyse peptidomique de ce fluide, en regard de la présence de nombreuses protéases actives 
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dans ce fluide. En effet, de nombreux peptides hydrolytiques générés par protéolyse ménagée 

des protéines endogènes (OVAL, TF, LYZ), acquièrent des fonctions non décrites pour la 

molécule entière, en particulier des activités antibactériennes (Ibrahim et al., 2000; Mine et 

al., 2004; Pellegrini et al., 2004; Giansanti et al., 2005). Par ailleurs, sachant que la 

membrane chorioallantoïque peut être à l’origine d’une réponse cellulaire et moléculaire 

locale aigüe suite à une infection via la coquille (Isaacs et Lindenmann, 1988; Valdes et al., 

2002), on peut imaginer que dans un contexte de contamination, elle secrète également un 

certain nombre d’effecteurs de la réponse innée dans le fluide pour renforcer son potentiel. 

Seules des approches différentielles entre des œufs contrôles et des modèles expérimentaux 

d’infection sur œufs embryonnés nous permettront de répondre à cette question.  

- L’AmF concentre les protéines et les peptides antibactériens du blanc autour de 

l’embryon pour le protéger au cours de la seconde moitié de l’incubation -  

  A l’inverse de l’AlF, l’analyse des activités protéolytiques et l’identification des 

protéases dans l’AmF a été peu concluante. Toutefois, un phénomène observé après le 

transfert du blanc dans le sac amniotique reste troublant : l’augmentation importante de 

l’activité protéolytique de l’AmF (Article 1), et ce, malgré les nombreuses antiprotéases du 

blanc d’œuf (Saxena et Tayyab, 1997). Pris indépendamment de l’AmF, le blanc d’œuf ne 

démontre aucune activité protéolytique au cours de l’incubation sauf à ED16. Il semblerait 

donc qu’au moment du mélange des deux fluides, des protéases soient spécifiquement 

activées ou synthétisées sans affecter la composition en protéines majeures du blanc d’œuf 

(Article 1). Ce phénomène reste difficile à expliquer sans connaissance de la composition 

exacte des deux fluides au moment de leur mélange et une fois mélangés. De plus, 

l’implication potentielle des membranes environnantes dans ce processus n’est pas à écarter, 

puisqu’elles pourraient synthétiser et sécréter un certain nombre de protéases au moment du 

transfert du blanc dans le sac amniotique. L’analyse des cinq protéases identifiées dans l’AmF 

avant le transfert du blanc (la protéase à sérine transmembranaire 9 (TMPRSS9), le 

suppresseur de tumeur 14 (ST14), le plasminogène (PLG), la carboxypeptidase M (CPM) et 

ASTL) ne nous ont pas permis de conclure sur ce point, mais elles ont soulevé d’autres 

questions concernant les fonctions supplémentaires du fluide au cours de l’incubation (Article 

1). Par exemple, ASTL identifiée au préalable dans l’AlF à ED16 (voir partie précédent), est 

également retrouvée dans l’AmF à ED11 (Article 1) et ED16 (Article 2, Table 2). Même si on 

ignore son rôle exact dans ce fluide, sa présence peut s’expliquer par la proximité de 
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l’épithélium de l’embryon qui synthétise cette protéine au cours de l’organogenèse (Acloque 

et al., 2012). 

 Pour avoir une vue d’ensemble des fonctions associées à l’AmF, nous avons analysé 

son protéome à ED11 par spectrométrie de masse, en gel et en solution, ce qui a mené à 

l’identification de 91 protéines non-redondantes dans ce fluide (Article 2), auxquelles 

viennent s’ajouter huit protéines identifiées uniquement dans la première analyse qui en 

dénombrait 47 (Article 1). Si l’on se base uniquement sur le nombre de protéines identifiées, 

cinq fonctions principales ressortent : la morphogenèse, la migration et l’adhésion cellulaire, 

le métabolisme, la réponse immunitaire et l’homéostasie (Article 2). Cependant, si on prend 

en compte l’abondance protéique, les fonctions majoritaires sont portées par des protéines 

surreprésentées qui constituent environ 66 à 81% du contenu total en protéine (analyses en gel 

et en solution respectivement), et qui sont impliquées dans le métabolisme des lipides, des 

vitamines, ou des hormones (APOA1, AFP, ALB, GC, TTR, et l’apolipoprotéine C3 ou 

APOC3) et la réponse immunitaire (TF et LYZ). Ces deux fonctions restent aussi 

majoritairement représentées dans l’AmF chez l’humain (Underwood et al., 2005). Ainsi chez 

l’humain, jusqu’à 25% des protéines de l’AmF sont associées à la réponse immunitaire, avec 

des protéines apportées principalement par la mère ou synthétisées par les membranes extra-

embryonnaires (Michaels et al., 2007; Cho et al., 2007). Chez la poule, ce potentiel 

antibactérien est porté par de multiple effecteurs directs ou indirects dans l’AmF à ED11 : 

BPIFB2 (protéine TENP), EXFABP, LYZ, MDK (midkine), MUC5B, MUC6, OVALX 

(ovalbumin-related protein X), SPINK5, SPINK7 et TF, qui ont déjà démontré leur potentiel 

bactériolytique et/ou bactériostatique chez l’oiseau et /ou  l’humain (Ardelt et Laskowski, 

1985; Baron et al., 1999, 2014; Nakimbugwe et al., 2006 Svensson; et al., 2010; Bourin et al., 

2011; Correnti et al., 2011; Réhault-Godbert et al., 2013; Bar-Shira et al., 2006, 2014; 

Maehashi et al., 2014; Guyot et al., 2016a). En effet, certaines des protéines identifiées 

bloquent la multiplication des bactéries en liant des éléments essentiels à leur croissance et à 

leur survie, comme le fer (EXFABP et TF), en inhibant l’action de protéases bactériennes 

invasives (SPINK5 et SPINK7), ou en freinant la progression des bactéries au sein de l’œuf 

(MUC5B et MUC6). D’autres ont une action directe sur les bactéries en perméabilisant leurs 

parois ce qui entraine leur lyse (BPIFB2, LYZ, MDK et OVALX).  

 Nous avons démontré que l’activité de l’AmF contre les bactéries Listeria 

monocytogenes (gram positive) et Salmonella enterica Enteritidis (gram négative), augmente 
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avec le transfert du blanc d’ED11 à ED16 (Article 2). En effet, la concentration très faible en 

protéine de l’AmF à ED11 (0,01 g/L) lui confère un potentiel antibactérien relativement faible 

par rapport à celui du blanc d’œuf beaucoup plus concentré en protéines (200 g/L). Ces 

résultats sont particulièrement parlants pour les fractions de l’AmF enrichies en protéines liant 

l’héparine (HBP), qui sont reconnues pour leur implication dans la défense de l’œuf (Guyot et 

al., 2016a). Ainsi, l’analyse par spectrométrie de masse des HBP de l’AmF responsables des 

activités sur gel à ED11 et à ED16, a mené à l’identification de 30 candidats antibactériens, 

dont environ la moitié a déjà démontré son potentiel antibactérien chez les oiseaux ou d’autres 

espèces (Article 2, Table 2). Parmi ces protéines, certaines sont déjà connues pour leur 

potentiel anti-Listeria monocytogenes et anti-Salmonella Enteritidis dans le blanc d’œuf : 

LYZ, la bêta-défensine aviaire 11 (AvBD11), la protéine de la membrane externe de la 

membrane vitelline n°1 (VMO1), la bêta-microséminoprotéine (BMSP), et potentiellement 

MDK, qui partage 48% d’identité et 67% de similarité de séquence avec la pléiotrophine 

(PTN) (Guyot et al., 2016a). Ces activités sont donc préservées depuis le blanc d’œuf, 

jusqu’au moment du transfert dans le sac amniotique, puis une fois mélangé avec l’AmF 

(Article 2), même si une étude quantitative serait nécessaire pour confirmer le maintien de 

l’activité au niveau basal dans toutes les fractions.  

 D’autre part, la concentration des protéines du blanc dans le pôle apical de l’œuf, 

avant leur transfert, semble avoir un impact sur les interactions protéiques, qui se traduit par 

l’apparition de complexes/associations dans l’AmF entre des protéines de hautes masses 

moléculaires (MUC6 et MUC5B) et des protéines ou peptides antibactériens de faibles masses 

moléculaires (VMO1, LYZ, AvBD11, BMSP, l’ovocléidine-17 (OC-17), etc.). Ce mécanisme 

ne semble pas altérer les fonctions antibactériennes des protéines, qui conservent une activité 

sur gel (Article 2), et il pourrait même les protéger de la lyse par les protéases de l’AmF 

(Article 1), voire des protéases intestinales de l’embryon après ingestion du blanc. Par 

conséquent, en plus de préparer l’intestin à la digestion, l’absorption du blanc pourrait 

favoriser le dépôt d’un biofilm protecteur sur les parois intestinales, composé de MUC5B et 

MUC6, notamment, mais surtout d’immunoglobulines maternelles A et M (IgA et M), 

déposées dans le blanc d’œuf au moment de sa formation, et qui sont les Igs responsables de 

la défense antibactérienne dans le tractus digestif chez le poussin et la poule adulte (Bar-Shira 

et Friedman, 2006; Bar-Shira et al., 2014). 
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Le maintien d’une telle activité autour de l’embryon forme une nouvelle barrière contre les 

microorganismes au cours de la seconde moitié de l’incubation, à l’instar des molécules 

antibactériennes retrouvées dans l’AmF humain. Des orthologues des protéines 

antibactériennes de l’AmF de poule sont d’ailleurs retrouvées dans l’AmF humain, comme 

LYZ et TF (Michaels et al., 2007; Cho et al., 2007), qui partagent 57% et 51,73% d’identité 

de séquence avec le lysozyme et la lactotransferrine humaine respectivement, décrits comme 

antibactériens (Bellamy et al., 1992; Chen et al., 2005a). On retrouve également dans l’AmF 

humain la bêta-défensine humaine 2 (HBD-2) (Soto et al., 2007) ou encore la bêta-défensine 

1 chez le bovin (DEFB1) (Riding et al., 2008), qui appartiennent à la famille des défensines, 

comme AvBD11. Toutefois, à l’inverse de HBD-2 et de DEFB1, AvBD11 est retrouvée 

uniquement chez les oiseaux (Article 2). Elle possède deux motifs de type bêta-défensine qui 

pourraient lui conférer des activités spécifiques voire synergiques (Hervé-Grépinet et al., 

2010). Les IgY déposées par la poule dans le jaune d’œuf au moment de sa formation, 

migrent en partie dans l’AmF, et peuvent aussi être comparées aux IgG humaines transférées 

depuis le sang de la mère vers l’embryon (Müller et al., 2015). Cependant, d’autres protéines 

et peptides tels que les peptides 1 à 3 du neutrophile humain, l’inhibiteur de protéase sécrété 

par les leucocytes (secretory leucocyte protease inhibitor), ou la cathélicidine LL-37 (LL37) 

ont été spécifiquement identifiés dans l’AmF d’humain, ainsi que dans l’AmF de bovin (Dürr 

et al., 2006; Cho et al., 2007). Par conséquent, même si la fonction associée à la réponse 

immunitaire est conservée entre les espèces ovipares (modèle de la poule) et les espèces 

vivipares (modèles humain et bovin), certains acteurs de la défense présents dans l’AmF sont 

spécifiques du modèle de reproduction. 

Comme l’embryon baigne dans l’AmF jusqu’à son éclosion, on peut aussi imaginer que les 

protéines et autres composants de ce fluide pourraient contribuer à la protection de l’embryon 

et du poussin nouvellement éclos en constituant un biofilm protecteur sur la peau et les 

plumes, au même titre que le vernix qui recouvre la peau du fœtus humain dans le dernier 

trimestre de la grossesse et à la naissance. Le vernix caseoa est une substance essentiellement 

composée de lipides, qui constitue une barrière physique sur la peau du fœtus et du nouveau-

né (Singh and Archana, 2008). Cependant, il contient également des peptides antimicrobiens 

(alpha-défensines 1 à 3, LL37, psoriasine), du lysozyme, la cystatine A (Yoshio et al., 2003; 

Tollin et al., 2005) qui font singulièrement écho à ceux retrouvés dans l’AmF chez la poule, 

soit AvBD11, LYZ, la cystatine C (CST3), etc. 
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- L’évolution des espèces ovipares a entrainé l’apparition de protéines spécifiques dans 

l’AmF et l’AlF – 

 En excluant les immunoglobulines, une comparaison plus approfondie entre le 

protéome de l’AmF de l’œuf de poule (97 protéines : 89 protéines identifiées dans l’article 2, 

auxquelles s’ajoutent 8 protéines identifiées uniquement dans l’article 1) et celui de l’AmF 

d’humain (916 protéines (Cho et al., 2007)), a mis en évidence 50 protéines communes entre 

les deux espèces (Figure 26). La conservation de ces protéines, et en particulier des plus 

abondantes chez les deux espèces (AFP, TF, ALB, APOA1 et GC (Article 2)), atteste du 

maintien des fonctions principales associées à l’AmF au cours de l’évolution, et ce, quel que 

soit le mode de reproduction (oviparité et viviparité). 

Si certaines des protéines du fluide restent spécifiques de la poule ou de l’humain (Figure 26), 

les processus biologiques fondamentaux essentiels au développement et à la survie de 

l’embryon sont conservés : l’apport en nutriments et en énergie (métabolisme, transport de 

composés, source d’acides aminés), ainsi que la protection face aux agressions microbiennes 

(protéines et peptides antibactériens). Cependant, pour permettre le développement de 

l’embryon indépendamment de la mère, certaines fonctions semblent plus représentées chez 

les oiseaux, spécialement dans la nutrition de l’embryon (Article 2). En effet, les œufs à partir 

desquels se développent les oiseaux sont qualifiés de télolécithes ; ils sont caractérisés par un 

volume important en vitellus, assurant l’alimentation de l’embryon tout le long du 

31 
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Figure 26 : Diagramme de Venn des protéines communes et spécifiques aux fluides amniotiques (AmF) d’œuf 

de poule (97 protéines ; Article 1, Supplementary Data S1, Article 2, Supplementary Data S3) et d’humain (916 

protéines (Cho et al., 2007)), avec le fluide allantoïque (AlF) d’œuf de poule (Article 1, Supplementary Data S1), 

sans prendre en compte les immunoglobulines. 
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développement. A l’inverse, les œufs dits « alécithes » des mammifères placentaires, comme 

l’humain, ne contiennent pas de vitellus. Cette particularité met en lumière l’évolution des 

ressources nutritive allouées à l’embryon. Ainsi, les protéines appelées vitellogénines (VTGs) 

(Article 2), qui constituent une réserve d’acides aminés pour l’embryon ovipare, ont disparu 

au cours de l’évolution des mammifères placentaires au profit de nouvelles ressources 

impliquant la placentation et la lactation (Brawand et al., 2008; Tian et al., 2010). Pour se 

nourrir l’embryon de mammifère peut donc compter sur un apport permanent en acides 

aminés par la mère, via le placenta, puis un apport en protéines, comme la caséine, via 

l’allaitement, après la naissance. En comparaison, l’embryon d’espèce ovipare se développe 

uniquement avec les réserves nutritives stockées dans l’œuf, et notamment le vitellus (jaune) 

contenant des protéines telles que les VTGs et la protéine de liaison à la riboflavine (RBP), 

qui sont des ressources énergétiques essentielles pour l’embryon d’oiseau (Article 2) (Moran, 

2007).  

 Toutefois, le passage d’un milieu aquatique (poissons et amphibiens) vers un milieu 

terrestre pour la reproduction, a mené à l’apparition de structures extra-embryonnaires 

supplémentaires dans les œufs de reptiles, d’oiseaux et de monotrèmes, pour qu’ils ne soient 

plus tributaires de l’eau comme leurs ancêtres aquatiques : 1) le sac amniotique qui forme une 

poche d’eau autour de l’embryon, 2) le sac allantoïque qui régule l’utilisation de l’eau par 

l’embryon, et enfin 3) la coquille qui empêche l’évaporation de l’eau et protège toutes les 

autres structures (Sheng et Foley, 2012). Cette évolution a également entrainé l’apparition du 

blanc d’œuf chez les reptiles et les oiseaux, une structure cependant absente chez les 

monotrèmes, dont le représentant le plus connu est l’ornithorynque. En effet, ces derniers 

restent un maillon intéressant de l’évolution de l’oviparité vers la viviparité, car même si 

l’embryon de l’ornithorynque se développe dans une coquille avec un vitellus, les 28 premiers 

jours d’incubation se déroulent dans l’utérus (Leon Hughes et Hall, 1998). L’œuf est ensuite 

pondu dix jours avant l’éclosion, après laquelle la mère va allaiter son petit. Le lait va donc 

remplacer la fonction attenante ici au blanc d’œuf chez les reptiles et les oiseaux (Muramatsu 

et al., 1990; Willems et al., 2014), à savoir fournir les nutriments nécessaires à la progéniture 

après l’éclosion pour sa croissance (protéines, minéraux, anticorps, etc.). L’apparition du 

blanc chez les oiseaux est concomitante avec l’apparition de protéines spécifiques qui sont 

également retrouvées dans l’AmF et l’AlF d’œuf de poule : OVAL et ses paralogues, 

OVALX et OVALY (ovalbumin-related protein Y), qui ne sont pas retrouvées chez les 

reptiles, et les autres espèces ovipares (Articles 1 et 2). Même si le rôle exact d’OVALY est 
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encore inconnu, OVAL est décrit comme une source d’acides aminés pour l’embryon, et les 

propriétés antibactériennes d’OVALX protègent l’œuf et l’embryon contre les agressions 

microbiennes (Réhault-Godbert et al., 2013; Da Silva et al., 2015). OVALX n’est pas la seule 

protéine spécifique de l’œuf d’oiseau à être impliquée dans sa défense. En effet, AvBD11, un 

peptide antibactérien appartenant à la famille des bêta-défensines aviaires, est identifié 

uniquement chez les oiseaux (Article 2), à l’instar des ovodéfensines (OvoDA1, 2, 3) 

(Sugiarto et Yu, 2004; Whenham et al., 2015). AvBD11 a déjà démontré son potentiel 

antibactérien contre Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella enterica 

Typhimurium, Escherichia Coli et Salmonella enterica Enteritidis (Hervé-Grépinet et al., 

2010; Guyot et al., 2016a). L’apparition de telles protéines et peptides antibactériens chez les 

oiseaux, avec un large spectre d’action contre des bactéries gram positives et négatives, ainsi 

qu’une structure tridimensionnelle unique, nous amène à penser qu’elles sont apparues au 

cours de l’évolution, en réponse aux pathogènes de l’environnement des oiseaux. En outre, la 

surproduction de certaines de ces protéines a été observée dans les œufs d’oiseaux vivants 

dans des milieux jugés plus difficiles, comme chez la cane, où l’œuf se développe dans un 

milieu humide plus propice aux infections bactériennes (Chung et al., 2010). Chez cette 

espèce, le deuxième domaine de l’AvBD11 est cationique (au contraire de celui de la poule), 

ce qui suggère des activités antimicrobiennes renforcées (Projet Région Centre Val de Loire 

SAPhyR-11, 2017-2019, Nicolas Guyot, équipe DOVE). La présence de protéines spécifiques 

aux ovipares et aux oiseaux (VTG, RBP, APOV1, OVAL, OVALX, OVALY, AvBD11) dans 

l’AmF (Articles 1 et 2) mais aussi l’AlF (Article 1,  Supplementary Data S1) confirme la 

spéciation des systèmes de nutrition et de protection de l’embryon chez les oiseaux par 

rapport aux mammifères placentaires, aux reptiles et aux monotrèmes.  

 Quarante et une protéines de l’AmF humain, non identifiées dans l’AmF d’œuf de 

poule ont été identifiées dans l’AlF, lors de l’analyse de ses protéines majeures (Article 1, 

Supplementary Data S1) (Figure 26), suggérant que l’analyse du protéome total de l’AlF 

pourrait révéler d’autres protéines communes. Chez l’oiseau la sécrétion d’urine se fait dans 

l’AlF, à l’inverse de l’humain où elle s’effectue dans l’AmF (Underwood et al., 2005). Il reste 

donc intéressant de comparer leurs compositions protéiques, pour mettre en lumière les 

spécificités de chacune des espèces, ovipares ou vivipares, et ainsi avoir plus d’informations 

sur leur évolution et leur rôle respectif. 
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- Identification de biomarqueurs dans l’AmF et l’AlF en production avicole, pour le 

diagnostic de pathologies ou de conditions anormales de développement - 

 L’AmF protège l’embryon particulièrement lors de la seconde moitié de l’incubation, 

en formant un biofilm protecteur qui recouvre la peau et les plumes de l’embryon, mais 

également l’intérieur de l’intestin, préparant alors le futur poussin à l’éclosion. En revanche, 

le potentiel antibactérien intrinsèque de l’AlF reste encore à définir, surtout au regard des 

nombreux paramètres à prendre en compte : les activités protéolytiques, les peptides ou 

protéines activés ou éventuellement synthétisés et sécrétés par la membrane chorioallantoïque 

dans l’AlF, et tout cela en fonction des variations de pH et d’autres facteurs mesurés ou non 

dans cette étude (composition en ions, en minéraux, en lipides, etc.). 

 Toutefois, au vu de sa position stratégique autour de l’AlF et des autres structures de 

l’œuf, ainsi que sa proximité avec la coquille, la membrane chorioallantoïque reste une 

structure particulièrement intéressante pour étudier la mise en place de mécanismes de 

défense au cours du développement embryonnaire (Isaacs et Lindenmann, 1988; Valdes et al., 

2002) (Figure 25). En effet, son contact direct avec les membranes coquillières la positionne en 

première ligne en cas d’infection bactérienne à travers la coquille, notamment dans les 

derniers stades du développement, lorsque la coquille est fragilisée par la solubilisation du 

calcium pour les besoins de l’embryon (Chien et al., 2009). Dans le cadre d’un projet Studium 

Professorship du Pr. Maxwell Hincke, obtenu récemment auprès de la Région Centre Val de 

Loire, l’accent sera donc mis sur l’étude du rôle de la membrane chorioallantoïque dans la 

défense de l’œuf. L’hypothèse de départ est que la fragilisation de la coquille entraine une 

activation des mécanismes de défense spécifiques localement au niveau de la membrane 

chorioallantoïque, avec une synthèse accrue de précurseurs antibactériens par les cellules de la 

membrane, et/ou la mobilisation d’acteurs de la défense inhérents à l’embryon (cellules du 

système immunitaire inné). Dans ce projet, il est prévu d’utiliser des modèles d’infection 

contrastés pour évaluer la plasticité de réponse de la membrane chorioallantoïque à des 

challenges infectieux et leurs répercussions sur la composition protéique, lipidique et 

métabolique de l’AlF et de l’AmF. Ainsi, par des approches moléculaires différentielles, nous 

espérons identifier des marqueurs pertinents d’infection et d’inflammation. 

 La composition de l’AlF étant le reflet du métabolisme embryonnaire, il pourrait par 

conséquent être utilisé comme une source de biomarqueurs du bon développement 

embryonnaire, au même titre que l’AmF d’humain utilisé pour évaluer l’état de santé du fœtus 
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et également prédire d’éventuels futurs problèmes de santé pour l’enfant ou la mère (Spencer 

et al., 1997; Espinoza et al., 2003; Perni et al., 2005; Romero et al., 2010; Chevalier, 2016; 

Hsu et al., 2016; Palmas et al., 2016). La recherche de biomarqueurs liés au stress de 

l’embryon (stress thermique, carences, etc.) ou liés à des pathologies spécifiques (infections) 

par des approches d’analyses globales, telles que la protéomique ou la métabolomique, 

constituent une voie intéressante à explorer pour une meilleure compréhension et une 

meilleure gestion des problèmes rencontrés en élevage. Par exemple, une mauvaise 

composition de l’œuf ou une mauvaise gestion des ressources par l’embryon peuvent induire 

des variations de la composition biochimique dans les sécrétions allantoïques. En effet, si 

certains composés viennent à manquer dans le jaune ou le blanc d’œuf (carence alimentaire 

ou stress de la poule impactant la composition de l’œuf, manque d’eau, etc.) (Kim et Choi, 

2014), ou si l’embryon utilise mal les ressources à sa disposition (problèmes dans la 

répartition de l’eau, ou dans l’assimilation par les structures extra-embryonnaires, relargage 

important de composés toxiques) (Deeming, 1989), cela peut engager le pronostic vital de 

l’embryon au cours de son développement dans l’œuf, et/ou affecter la robustesse du poussin 

à l’éclosion. L’analyse de l’AlF donnera donc une image à un stade précis de l’état du 

métabolisme embryonnaire, et de l’utilisation des ressources de l’œuf par l’embryon. 

L’établissement de valeurs normalisées, en fonction de la souche étudiée (chair versus ponte 

par exemple), des paramètres mécaniques des œufs, du sexe de l’embryon, etc., est donc 

nécessaire pour mettre en lumière les cas défectueux. En outre, de telles analyses seraient en 

mesure d’apporter des explications concernant des phénomènes observés sur des individus 

adultes, comme les différences de métabolisme énergétique entre certaines lignées de poule 

détectées dès l’éclosion (lignées pH ultime + et -) (Beauclercq et al., 2017). Cette 

problématique fait actuellement l’objet d’un projet financé par le département « Physiologie 

Animale et Système d’Elevage », à l’INRA : le projet INOVE, pour la recherche 

d’INdicateurs in OVo du statut Energétique de l’animal pour des applications en sélection et 

en élevage. De plus, l’analyse de la répartition des molécules impliquées dans la défense de 

l’embryon au cours de l’incubation, dans l’AlF ou même l’AmF, donnerait des 

renseignements sur l’état de santé de l’embryon et donc du futur poussin, pour identifier et 

gérer les problèmes de contamination, et ainsi diminuer la mortalité embryonnaire en évitant 

les contaminations interindividuelle ou transgénérationnelle. En combinant l’ensemble de ces 

données, nous serions alors capables de mettre en évidence des biomarqueurs spécifiques à 
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chaque situation, pour réduire la mortalité in ovo, et améliorer la qualité des poussins à la 

naissance, et les performances de l’animal à l’âge adulte.  

Une dernière piste à explorer est l’analyse de la composition des fluides en fonction du sexe 

de l’embryon. En effet, si pour l’AmF à ED11, aucune différence de profil protéique n’a été 

mise en évidence dans cette étude, il s’agira de vérifier s’il en est de même pour la 

composition en lipides, en métabolites, etc., dans l’AmF mais aussi dans l’AlF issus d’œufs 

d’embryons mâles et femelles. En effet, malgré la présence dans la littérature de données 

parfois contradictoires (en fonction de la souche génétique, du poids des œufs, etc.), il est 

possible que l’utilisation des ressources énergétiques de l’œuf et la cinétique de leur 

utilisation par les embryons mâles et les embryons femelles, diffèrent et aient une 

répercussion à la fois qualitative et quantitative sur les composés et les paramètres 

biochimiques de l’AlF notamment.  

 Pour conclure, l’analyse des fluides extra-embryonnaires s’inscrit parfaitement dans 

l’actualité, avec des applications dans différents domaines tels que les injections in ovo de 

nutriments et de pré/probiotiques pour améliorer les performances du futur poussin (Uni et 

Ferket, 2003; Uni et al., 2005; Foye et al., 2006; Kornasio et al., 2011; Cheled-Shoval et al., 

2011; Yair et al., 2013; Roto et al., 2016; Godlewska et al., 2016; Majidi-Mosleh et al., 

2017), ou les injections in ovo de vaccins, pour diminuer la mortalité des poussins face à des 

pathologies telles que la maladie de Marek (Wakenell et al., 2002; Breedlove et al., 2011; 

Williams et Hopkins, 2011). Une meilleure compréhension d’une part, de la composition des 

fluides extra-embryonnaires et de leur évolution au cours de l’incubation, et d’autre part, de 

l’impact des changements observés sur les composés injectés, permettraient d’améliorer les 

techniques d’injection in ovo (Wakenell et al., 2002; Jochemsen and Jeurissen, 2002; 

Williams et Hopkins, 2011). Si ces injections de composés constitue une avancée 

technologique importante dans le domaine de l’aviculture, les prélèvements in ovo peu 

invasifs de fluides (AmF, AlF) ou de cellules (membrane chorioallantoïque) pour la recherche 

de biomarqueurs (voir paragraphe précédent), voire le sexage des embryons par dosage 

hormonal ou PCR, représenteraient également une innovation intéressante dans ce domaine 

(Clinton et al., 2001; Weissmann et al., 2013). 
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 Au cours de l’incubation, nous avons pu observer deux grands phénomènes concernant 

l’évolution des défenses naturelles de l’œuf de poule : tout d’abord une redistribution des 

défenses moléculaires portées initialement par la coquille, la membrane vitelline, le jaune et le 

blanc d’œuf, puis l’apparition de nouveaux systèmes de défense spécifiques des structures 

extra-embryonnaires (Figure 27).  

 Les protéines et les peptides antibactériens principalement concentrés dans le blanc 

d’œuf au cours de la première moitié de l’incubation, sont transférés avec les autres composés 

du blanc dans le sac amniotique à partir d’ED12 (TF, LYZ, VMO1, AvBD11, OC-17, BMSP, 

etc.). Cette relocalisation des défenses moléculaires intervient dans un moment clé du 

développement de l’embryon, puisqu’elle est associée à l’accélération du métabolisme 

embryonnaire qui entraine une importante dégradation des structures élémentaires de l’œuf, 

pour fournir les nutriments nécessaires à l’embryon (accélération de la solubilisation de la 

coquille et de la digestion des protéines du jaune et du blanc par le sac vitellin) (Figure 25). Le 

potentiel antibactérien accru de l’AmF assure alors à l’embryon une protection dans les 

derniers jours avant l’éclosion. En outre, notre hypothèse est que la concentration des 

protéines du blanc avant leur transfert pourrait entrainer la formation d’un biofilm encerclant 

l’embryon, composé principalement de protéines fortement glycosylées et sialylées 

(MUC5B/6, OVAL, SPINK7, etc.), d’antiprotéases (SPINK5/7, CST3, OVST) empêchant la 

lyse des protéines actives et la lyse des tissus embryonnaires par les protéases d’éclosion 

(ASTL), et des protéines et des peptides antibactériens (Igs, LYZ, VMO1, etc.) (Figure 27). 

Certaines de ces protéines sont spécifiques des oiseaux (AvBD11, BMSP, etc.) et attestent de 

leur évolution et de leur adaptation à un environnement terrestre, par rapport à leur ancêtre 

aquatiques (poissons et amphibiens). En outre, en comparaison avec les amniotes placentaires, 

dont le mode de reproduction a évolué vers la viviparité, la placentation et la lactation, le futur 

poussin lui s’appuie uniquement sur les réserves nutritives et bioactives présentes dans l’œuf 

pour croître et se défendre face à la flore microbienne extérieure les premiers jours après 

l’éclosion. En ce sens, l’absorption orale par l’embryon des protéines du blanc mélangées au 

fluide amniotique prépare l’intestin à la digestion, mais peut également protéger les parois 

intestinales lors de la mise en place de la flore commensale, via le dépôt de protéines 

impliquées dans la protection antibactérienne du tractus digestif chez la poule, telles que les 

protéines fortement glycosylées et sialylées ainsi que les IgA et M d’origine maternelle 

présentes dans le blanc d’œuf puis dans l’AmF. De la même façon, les IgY maternelles 

contenues dans le jaune d’œuf sont transférées dans l’embryon au moment de la résorption du 
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sac vitellin dans l’intestin encore immature du poussin, peu avant l’éclosion (Figure 27). Elles 

assurent ainsi la protection de l’embryon jusqu’à ce que son système immunitaire devienne 

fonctionnel.  

 L’implication de l’AlF dans l’ensemble de ces processus reste encore à définir. Les 

variations importantes de ses propriétés physicochimiques (pH, osmolalité, composés 

toxiques, acide urique, urée, ammonium, azote) particulièrement lors de la seconde moitié de 

l’incubation, pourraient moduler les activités des molécules actives dans le fluide, dont les 

protéines antibactériennes, mais aussi affecter la croissance et la survie des bactéries (Figure 

27). Pour mieux comprendre le rôle de ce fluide dans la défense de l’œuf, il reste nécessaire 

d’identifier l’ensemble des composés qui le constituent (lipides, métabolites, peptides, acides 

aminés), pour étudier leurs interactions. Toutefois, la découverte de protéases digestives 

actives dans l’AlF (ANPEP, DPP4, MEP1A, MMP2) suggère son engagement dans des 

processus plus variés comme l’assimilation des nutriments du jaune et du blanc par la 

production d’acides aminés libres ou de peptides bioactifs dans le fluide. En outre, la 

membrane chorioallantoïque qui renferme l’AlF est déjà connue pour ses capacités 

d’absorption (eau, ions, protéines du blanc d’œuf) favorables à un transport de composés 

depuis l’AlF vers l’embryon. La composition biochimique de ce fluide qui reçoit les déchets 

métaboliques de l’embryon donne une image instantanée à différents stades du 

développement embryonnaire, de la capacité de l’embryon à métaboliser les protéines, les 

lipides et les glucides fournis par le jaune et le blanc d’œuf en particulier. Ce profil 

biochimique reflète donc la santé et le bon développement de l’embryon et pourrait dans des 

situations contrastées (souches génétiques, challenges infectieux, anomalies 

développementales) contribuer à l’identification de biomarqueurs pertinents de la santé de 

l’embryon. Par ailleurs, il a été démontré qu’en cas d’attaques microbiennes via une coquille 

défectueuse ou fragilisée au cours de l’incubation, la membrane chorioallantoïque exprime 

des cytokines et permet via son réseau vasculaire, le recrutement de cellules immunitaires sur 

le site de l’infection (Figure 27). Cette stimulation/activation de la membrane pourrait avoir 

des répercussions sur la composition biochimique en cytokines, molécules antioxydantes et 

anti-infectieuses de l’AlF, dont le potentiel antibactérien serait alors renforcé.  Il s’agira donc 

à terme de développer des modèles d’infection expérimentaux afin de mieux caractériser le 

rôle de ce fluide dans la défense de l’embryon d’oiseau. 
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Figure 27 : Evolution des défenses innées des structures extra-embryonnaires de l'œuf de poule au cours de 

l'incubation. C : défenses chimiques et moléculaires ; P : défenses physiques. En italique : les hypothèses 

formulées mais non vérifiées dans cette étude.  
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Annexe 1 : Etude préliminaire du profil métabolique du fluide 

allantoïque d’œuf de poule au 10ème jour d’incubation par 1H-

NMR spectroscopie 

Préparation de l’échantillon : 600µL d’échantillon + 200 µL de tampon phosphate deutéré 

(pH 7,4) + 8,µL de TSP (concentration finale dans le tube RMN de 5.7uM). Le tube est 

centrifugé et 200 µL sont transférés dans un tube RMN de 3 mm. Les spectres obtenus sont 

phasés et alignés (TSP à δ = 0 ppm) avant d’être superposés. 

Les identifications spectrales ont été faites sur le spectre du fluide allantoïque filtré (cut-off de 

3000 kDa) et lyophilisé avec la base de données ChenomX NMR suite 7.7. Les concentrations 

ne sont données qu’à titre indicatif : 

 

Concentration en métabolites (mM) 

Métabolites Avec glycérol Sans glycérol 

2-hydroxy-3-methyvalerate 0,011 0,011 

3-hydroxybutyrate 0,1616 0,1616 

3-methyl-2-oxovalerate 0,0054 0,0054 

acétate 0,0183 0,0183 

alanine 0,0105 0,0105 

choline 0,0074 0,0074 

citrate 0,2131 0,2131 

créatine 0,0243 0,0243 

dss-d6 0,0055 0,0055 

formate 0,0326 0,0326 

fumarate 0,0017 0,0017 

glucose 0,3092 0,3092 

glutamine 0,0361 0,0361 

glycérol 0,6826 - 

isobutyrate 0,0086 0,0086 

isoleucine 0,0046 0,0046 

lactate 0,281 0,281 

leucine 0,0053 0,0053 

lysine 0,041 0,041 

phénylalanine 0,0054 0,0054 

pyruvate 0,0152 0,0152 

sn-glycero-3-phosphocholine 0,0068 0,0068 

tyrosine 0,0106 0,0106 

uracile 0,0059 0,0059 

valine 0,0056 0,0056 

 

Les schémas suivants illustrent l’abondance de chaque métabolite identifié au sein du fluide 

allantoïque en prenant le glycérol en compte (A) ou non (B) : 
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Les liquides amniotique et 

allantoïque de l’œuf de poule : 

caractérisation et rôles dans la 

protection de l’embryon au 

cours du développement  

 

 

Résumé 

Avec le développement concomitant de l’embryon et des structures extra-embryonnaires, les 

défenses initiales de l’œuf de poule s’altèrent, ce qui suggère la mise en place de systèmes 

relais pour protéger l’embryon jusqu’à son éclosion. Pour comprendre le rôle des fluides 

extra-embryonnaires dans cette fonction, nous avons analysé la composition et les propriétés 

biochimiques et antibactériennes des fluides amniotique et allantoïque de l’œuf. Comme chez 

l’humain, le fluide amniotique chez la poule protège l’embryon contre les agressions 

physiques et microbiennes. De plus, nous avons démontré que le transfert des molécules 

antibactériennes du blanc au 12
ème

 jour d’incubation augmente son potentiel antibactérien, 

assurant ainsi une protection de l’embryon jusqu’à l’éclosion, et probablement après, dans son 

tractus digestif, après l’ingestion du fluide amniotique. Les spécificités phylogénétiques de 

certaines des protéines identifiées suggèrent un processus d’adaptation des oiseaux à la flore 

microbienne terrestre. Pour le fluide allantoïque en revanche, nous n’avons pas pu confirmer 

son rôle antibactérien, mais nous avons mis en évidence la présence de protéases actives qui 

pourraient contribuer à la digestion et au recyclage des déchets métaboliques de l’embryon. 

 

Résumé en anglais 

Concomitantly with the development of the embryo and extra-embryonic structures, initial 

chicken egg defenses are progressively altered, which suggests that alternative mechanisms 

appear to protect the embryo until hatching. To better understand the role of extra-embryonic 

fluids in the chicken egg defense during incubation, we analyzed the biochemical composition 

and antibacterial properties of the chicken amniotic and allantoic fluids. As for humans, the 

chicken amniotic fluid protects the embryo against mechanical shocks and microbial 

infections. Moreover, at the 12
th

 day of incubation, the transfer of antibacterial molecules 

from the egg white increases the antibacterial potential of the chicken amniotic fluid, thus 

protecting the embryo until hatching, and probably after, all along its digestive tract, after oral 

absorption of the amniotic fluid. Some of these antibacterial proteins are specific to oviparous 

species and/or birds, which highlights the processes of evolution and adaptation of birds to 

their terrestrial environment. On the other hand, the antibacterial potential of the allantoic 

fluid still needs to be explored, but our study demonstrated the presence of active proteases, 

which could contribute to the digestion and recycling of embryonic metabolic wastes. 


