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RESUME

Chez la poule en ponte, un équilibre optimal entre I’absorption intestinale de calcium (Ca) et la mobilisation
osseuse doit étre maintenu pour permettre la biominéralisation de la coquille. L’absorption intestinale de Ca
implique deux voies majeures, 1'une transcellulaire et 1’autre paracellulaire. La premiére impliquant la
calbindine-D 28K (CALBI1) a été bien décrite chez Gallus gallus, a la différence de la seconde. Chez la poule, la
protéine CALBI et son ARNm augmentent avec 1’accroissement du transfert de Ca intestinal induit a la maturité
sexuelle. Cependant, la voie transcellulaire pourrait s’avérer insuffisante lorsque 1’ingéré calcique est trés élevé
en période de ponte, avec une absorption de Ca majoritaire dans le duodénum et le jéjunum. L’objectif de cette
é¢tude est de quantifier le niveau d’expression de geénes cibles des voies transcellulaire et paracellulaire de
captation du Ca dans les parties proximales de I’intestin (duodénum, jéjunum, iléum) chez la poule a la maturité
sexuelle. La quantification des ARNm obtenus a partir d’échantillons de muqueuse intestinale (duodénum,
jéjunum et iléum) a été réalisée par une technique de RT-qPCR microfluidique a haut-débit (BioMark HD
system) sur la base des geénes candidats sélectionnés. A maturité sexuelle, les génes de la voie transcellulaire sont
fortement exprimés dans le duodénum et le jéjunum pour la CALBI, uniquement dans le duodénum pour
TRPM7, ATP2B1 et ATP2B2, a des niveaux intermédiaires dans le jéjunum pour TRPM7 et ATP2B1, et sont
finalement faiblement exprimés dans 1’iléon. D’autre part, cette étude montre pour la premiére fois que les génes
de la voie paracellulaire tels que CLDN2, ZO1 et ZO2 sont induits dans les trois tissus a 23 semaines d’age.
L’ensemble des résultats suggérent que, chez la poule pondeuse, la forte absorption intestinale de Ca est
soutenue par les génes des voies transcellulaire et paracellulaire dans le duodénum et le jéjunum. Ce travail
ouvre des perspectives pour une meilleure maitrise de 1’alimentation calcique de la poule pondeuse.

ABSTRACT

Expression of candidate genes of intestinal Ca absorption in laying hen at sexual maturity

In laying hen, an optimal balance between intestinal calcium (Ca) absorption and bone mobilization must be
maintained for the eggshell biomineralization. Intestinal Ca absorption involves two major pathways, one
transcellular and one paracellular. The first involving calbindin-D 28K (CALB1) was well described in Gallus
gallus, in contrast to the second pathway. In hen, quantity of CALBI protein and transcript increases with the
enhanced intestinal Ca transfer induced at sexual maturity. However, the transcellular pathway may be
insufficient when calcium intake is very high during this transition period, with Ca uptake predominating in the
duodenum and jejunum. The aim of this study is to investigate the expression level of genes of the transcellular
and paracellular Ca absorption pathways in the proximal parts of the intestine (duodenum, jejunum, and ileum)
in hen at sexual maturity. The quantification of mRNAs of selected candidate genes was performed on each
intestinal mucosal samples (duodenum, jejunum and ileum) using a high throughput microfluidic qRT-PCR
technique (BioMark HD system). At sexual maturity, genes of the transcellular pathway are highly expressed in
duodenum and jejunum for CALBI, only in duodenum for TRPM7, ATP2B1 and ATP2B2, at intermediate
levels in the jejunum for TRPM7 and ATP2B1, and at low level in the ileum. Additionally, this study highlights
for the first time that genes of the paracellular pathway such as CLDN2, ZO1 and ZO2 are induced in the three
tissues at 23 weeks of age. Based on these results, we suggest that the high intestinal Ca absorption is supported
by genes involved in the transcellular and paracellular pathways in the duodenum and jejunum. This work opens
perspectives to optimize dietary Ca nutrition of the laying hen.
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INTRODUCTION

Chez la poule en ponte, la formation de la coquille
dans I’utérus, est un processus trés rapide se déroulant
principalement la nuit, lorsque la poule ne peut
accéder a son alimentation. De fortes quantités de
calcium (Ca) sont exportées quotidiennement,
(environ 2 g) par la glande utérine. Pour faire face a
ce besoin exacerbé en Ca, la poule adapte sa
physiologie a différents niveaux, en augmentant son
appétit calcique quelques heures avant ’extinction de
la lumiére, et la sécrétion acide dans le gésier
favorisant la solubilisation du Ca au cours de la
période précédant la calcification (Nys, 1990,
Jonchére et al, 2012). Ces processus digestifs
concourent a doubler 1’absorption intestinale de Ca au
début de la calcification de la coquille (Hurwitz et al.,
1973). Cette augmentation de la captation digestive de
Ca chez la poule mature fait aussi intervenir le
métabolisme de la vitamine D a travers la régulation
de I’expression de génes impliqués dans ce transfert
de Ca (Nys et al., 1992).

Deux voies d’absorption du Ca sont connues chez les
mammiféres : la voie transcellulaire impliquant un
transport actif et une autre paracellulaire permise par
une diffusion passive de Ca au niveau des jonctions
intercellulaires entre les entérocytes. Des génes
distincts interviennent dans ces deux voies. Chez
Gallus gallus, seule une partie des acteurs de la voie
transcellulaire a été étudiée dont I’identification dans
les entérocytes de poussin d’une protéine induite par
la vitamine D, la Calcium Binding Protein aussi
appelée Calbindine (CALB1) (Wasserman et Taylor,
1966). Chez la poule, une induction des niveaux
d’expression du géne CALBI1 et de production de sa
protéine a été observée simultanément a
I’augmentation de 1’absorption intestinale de Ca, a la
maturité sexuelle (Nys et al, 1986 et 1992). Les
ARNmMm des acteurs intervenant dans I’entrée (TRPV6)
et la sortie (ATP2B1, ATP2B2, ATP2B4)
transcellulaires ont également été détectés dans le
duodénum de la poule (Jonchere et al, 2012). A
I’inverse les acteurs de la voie paracellulaire n’ont pas
été étudiés jusqu’alors.

L’objectif de cette ¢tude est de proposer une
description plus compléte des genes impliqués dans
les voies transcellulaire et paracellulaire d’absorption
du Ca, dans les parties proximales de I’intestin
(duodénum, jéjunum, iléum) chez la poule pondeuse a
la maturité sexuelle. Les travaux de Bar et Hurwitz
(1966, 1968) ont montré une implication différente de
ces trois segments intestinaux dans 1’absorption de
Ca, en proposant que la majorité du Ca est absorbé
avant 1’iléon. Dans ce contexte, la présente étude vise
a mesurer les niveaux d’expression des génes
candidats dans les trois segments de I’intestin gréle
chez des poules prélevées a un stade immature (12
semaines d’age) et mature (23 semaines d’age).

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. Dispositif expérimental et prélévements
intestinaux

L’expérimentation a été conduite au Pole

Expérimental Avicole de Tours a 'INRA de Nouzilly,
et validée par le comité d’éthique régional ainsi que le
ministére francais de 1’éducation et de la recherche
(Paris, France, autorisation: 10043). Les poules
immatures (Isa Brown, Hendrix Ploufragan) ont été
¢levées en cages collectives a partir de 10 semaines
d’age jusque 1’age d’abattage, selon les conditions
environnementales préconisées par le sélectionneur.
En parallgle, les poules matures ont été installées dans
des cages individuelles équipées de capteurs
d’enregistrement d’heures de ponte. Le programme
lumineux était de 14h de lumiére et 10h de nuit. Les
animaux ont re¢u un aliment du commerce contenant
1% et 3,5% de Ca total pour les poules immatures et
matures, respectivement. Pour chacun des deux lots,
six animaux ont été mis a mort au stade 9-10h post-
ovulation, par injection intraveineuse de Dolethal®
(182 mg/ml, pentobarbital sodium, Vetoquinol,
France) au niveau du sinus occipital. Le duodénum, le
jéjunum et I’iléon ont été prélevés et rincés dans une
solution de tampon phosphate salin, puis un
échantillon proximal de muqueuse a été gratté pour
chaque segment. Les échantillons ont ensuite été
instantanément congelés dans 1’azote liquide puis
stockés a -80°C.

1.2. Préparation des cDNA et analyses des données
Les ARN totaux ont été extraits des échantillons de
muqueuse, selon la méthode décrite par Chomczynski
and Sacchi (1987) a I’aide du kit RNANow (Ozyme,
Saint-Quentin en Yvelines, France). La concentration
et la qualit¢ des ARN extraits ont ensuite été
contrdlées a 1’aide d’un spectrophotomeétre (Nanodrop
1000 spectrophotometer, Nanodrop Technology,
Wilmington, DE). Pour chaque échantillon, 5 pg
d’ARN totaux ont été soumis a un traitement par la
DNase (DNAfree, Invitrogen ™) avant d’étre rétro-
transcrits en ADNc grice a la RNase H-MMLV
reverse transcriptase (Superscript II, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France) a partir d’amorces aléatoires
héxaméres (Amersham, Orsay,France). Sur la base
des génes sélectionnés, les amorces ont été réalisées
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),

testées (RT-qPCR) et les produits de PCR séquencés
(Genewiz, United Kingdom). La mesure des niveaux
d’ARNm dans chaque échantillon a été faite par RT-
gPCR avec la technologie Fluidigm BioMark HD
system a la plateforme GeT-Plage (INRA Auzeville,
Castanet-Tolosan). La quantification relative des
ARNm a été réalisée avec la méthode de calcul des
AACt proposée par Pfaffl et al. (2001). Les analyses
statistiques ont été réalisées avec le logiciel R, les
niveaux relatifs d’ARNm pour chaque géne ont été
comparés avec un modele linéaire a effets mixtes a
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deux facteurs (Age x Segment intestinal) en
considérant la poule comme effet aléatoire avec 1’aide
de la fonction Ime du package nlme (version 3.1-137).
Lorsqu’une différence statistique est observée au seuil
de 5%, les comparaisons deux a deux ont été réalisées
avec la fonction emmeans du package emmeans
(version 1.2.1)

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Deux geénes candidats pour I’entrée de Ca dans
I’entérocyte ont été identifiés dans cette étude :
TRPV2, canal ionique facilitant I’entrée du Ca dans la
cellule (Kanzaki et al, 1999) et TRPM7, canal a
cation divalent (Owsianik et al., 2006 et Chubanov et
al., 2004). Le niveau d’expression de TRPV2 tend a
diminuer dans le jéjunum a la maturité sexuelle,
conduisant a des niveaux similaires a 23 semaines
pour les trois segments (Tableau 1). TRPM7 voit son
expression augmenter significativement a la maturité
sexuelle dans le jéjunum, ce qui conduit une
expression similaire a 23 semaines d’age dans les trois
segments (Tableau 1). Ces résultats permettent de
proposer TRPM7 comme un géne candidat
responsable de ’entrée de Ca dans le duodénum et le
jéjunum, car sa régulation est similaire dans ces deux
portions intestinales alors qu’il varie peu dans I’iléon.
Les ARNm codant pour TRPV6 n’ont pas été détectés
dans cette étude, malgré 1’utilisation d’amorces
validées dans le rein. Ce géne ne semble donc pas étre
impliqué dans I’entrée de Ca dans 1’entérocyte dans le
modele physiologique définit. La CALBI est
responsable du transit du Ca du pdle apical vers le
pole basal de I’entérocyte. Son expression est
significativement stimulée a 23 semaines dans le
duodénum et le jéjunum confirmant les travaux de
Nys et al. (1992) pour le duodénum (Tableau 1). Pour
les geénes responsables de la sortie de Ca au pole basal
de I’entérocyte, ATP2B1 augmente significativement
entre 12 et 23 semaines d’ages dans tous les segments
et a le niveau d’expression le plus élevé dans le
duodénum (Tableau 1). ATP2B2 et ATP2B4 semblent
aussi contribuer a ce mécanisme, mais de facon
spécifique par rapport a 1’age et au segment considére.
Une forte expression d°ATP2B2 est observée a 23
semaines d’adge dans le duodénum (Tableau 1).
L’expression d’ATP2B4 diminue dans le jéjunum
entre 12 et 23 semaines d’adge, mais augmente dans
I’iléon a la maturité sexuelle (Tableau 1). Cette
augmentation dans 1’iléon pourrait donc compenser la
faible expression d’ATP2B1 observée. Ces résultats
confirment ceux obtenus par Jonchére et al. (2012)
dans le duodénum de poule et les étendent aux
segments distaux. Le transport de Ca dans 1’espace
intercellulaire (i.e entre les entérocytes) se déroule a
travers les jonctions serrées (Suzuki, 2013), qui sont
composées de différentes protéines
transmembranaires et cytosoliques facilitant la
formation de pores perméables aux ions et a 1’eau
(Suzuki, 2013). La Claudin-2 (CLDN2) qui est
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transmembranaire a été¢ identifiée comme perméable
au Ca’’ dans des cellules épithéliales intestinales
(Fujita et al., 2008). Dans notre étude, son expression
augmente significativement entre 12 et 23 semaines
d’age dans les deux premiers segments intestinaux
(Tableau 2). Ce résultat suggere que la régulation de
la CLDN2 est fortement induite dans le duodénum et
le jéjunum entre 12 et 23 semaines d’age
parallelement a I’augmentation de I’absorption de Ca
provoquée par DI’entrée en ponte. La CLDN2 est
ancrée au cytosol par les protéines des jonctions
serrées, zonula occludens ZO1, ZO2 et ZO3 (Suzuki,
2013). Les niveaux d’expression de ZO1 et ZO2
augmentent avec 1’age dans les trois segments, alors
que pour ZO3 son expression ne semble pas E&tre
régulée en fonction de I’age, mais plutdt en fonction
du segment intestinal avec un niveau élevé dans le
jéjunum et I’iléon (Tableau 2). ZO1 et ZO2 pourraient
contribuer fortement a [’ancrage des protéines
transmembranaires au cours de 1’augmentation de
I’absorption de Ca lors de la maturité sexuelle dans
les trois segments, alors que ZO3 est régulée au
niveau tissulaire. Le métabolisme de la vitamine D est
fortement induit a la maturité sexuelle en raison de la
forte augmentation de la concentration plasmatique de
la forme hormonale de la vitamine D, le 1,25(OH),D;
(Nys et al, 1992). L’expression du récepteur
nucléaire de la Vitamine D (VDR) activée par son
ligand 1,25(0OH),D; (Dusso et al., 2005), est induite
significativement dans le jéjunum entre 12 et 23
semaines d’age (Tableau 2).

CONCLUSION

Les travaux de Hurwitz et Bar (1966 et 1968) ont
permis de montrer que 1’absorption de Ca chez la
poule intervient majoritairement dans le duodénum et
le jéjunum, et de manieére plus modeste dans 1’iléon.
Ces trois segments présentent des capacités
d’absorption de Ca différentes car la quantité¢ de Ca
ultrafiltrable (ionisé et non ionisé), la fraction de Ca
actif ainsi que la différence de potentiel électrique
sont supérieures dans le duodénum par rapport au
jéjunum et trés faible dans 1’iléon.

La forte capacité d’absorption du Ca par le jéjunum
résulte du temps de transit plus long dans ce
compartiment par rapport au duodénum. Les
différences de capacité d’absorption du Ca dans ces
trois tissus peuvent aussi é&tre expliquées par
I’implication a  différents niveaux d’acteurs
moléculaires comme le propose cette étude. Les
acteurs moléculaires de la voie transcellulaire sont
fortement exprimés dans le duodénum et le jéjunum
pour la CALBI, dans le duodénum pour TRPM7,
ATP2B1 et ATP2B2, a des niveaux intermédiaires
dans le jéjunum pour TRPM7 et ATP2BI, et
faiblement exprimés dans 1’iléon sauf pour ATP2B4.
Ce travail montre pour la premiére fois que les génes
de la voie paracellulaire, dont ceux codant pour la
CLDN2, ZO1 et ZO2, sont induits dans les trois
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Tableau 1. Effet de I’age et du segment intestinal sur les niveaux d’expression d’ARNm des genes de la voie
transcellulaire (moyenne + écart-type).

TRPV2 TRPM7 CALBI1 ATP2B1 APT2B2 ATP2B4
12 Duodénum 0,43 +0,14b 0,61 £0,07abc 0,16+0,14b 043+0,1 046+0,48b 0,19+0,07 ¢
Jéjunum 1,18+0,13a 038+0,07¢c 0+£0,15b 0,11+0,1 0,64+£048b 1,04+£0,07a
Iléon 0,54+0,13b 0,56+0,07bc 0,01£0,14b 0,24+0,1 0,39+0,48b 0,51+£0,07b
23 Duodénum 0,74+0,12ab 0,88+0,07a 143+0,13a 0,96+0,1 3,81+0,44a 0,31 +0,06bc
Jéjunum 0,7+0,12ab 0,86+0,07ab 1,09+0,14a 0,78+0,1 0,53+0,44b 0,54+0,06b
Iléon 0,61+0,12b 0,57+0,07 abc 0,47+0,13b 0,51+0,1 0,75+0,44b 0,91+0,06a
12 0,71 £ 0,08 0,51+ 0,04 0,06+£0,11 0,26+0,06b 0,50+0,31 0,58=+0,04
23 0,68 = 0,07 0,77+ 0,04 0,99+0,10 0,75+0,06a 1,69+0,28 0,59+0,03
Duodénum 0,58 £ 0,09 0,74 + 0,05 0,79+0,10 0,69+0,07a 2,14+0,32 0,25 £0,04
Jéjunum 0,93 + 0,09 0,62 + 0,05 0,55+0,10 0,45+0,07ab 0,59+0,34 0,79 £0,44
Iléon 0,57 £ 0,09 0,56 + 0,05 0,24+0,1 038+0,07b 057+032 0,71 £0,44
Age x Segment <0,01 <0,05 <0,001 ns <0,01 <0,001
Age ns <0,01 <0,001 <0,001 <0,05 ns
Segment <0,05 <0,05 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001

Tableau 2. Effet de I’4ge et du segment intestinal sur les niveaux d’expression d’ARNm des genes de la voie
paracellulaire et le récepteur a la vitamine D (moyenne + écart-type).

CLDN2 701 702 703 VDR
12 Duodénum 0,17+£0,12cd 0,33+0,08 0,35+0,1 048+0,14 0,78 +0,14 abc
Jéjunum 0,05+0,12d 0,34+0,08 0,54+0,1 094+0,14 0,23+0,14¢
Iléon 0,09+0,12cd 044+0,08 0,48+0,1 095+0,14 0,56=0,14 bc
23 Duodénum 0,87+0,11ab 0,85+0,08 0,63+0,09 0,85+0,13 1,03+0,13ab
Jéjunum 0,99+0,11a 0,71£0,08 0,79+£0,09 1,07+£0,13 1,19+0,13a
Iléon 0,59+0,11bc 0,57+0,08 0,75+0,09 1,37+0,13 0,86=0,13 ab
12 0,11+0,11 0,37+£0,05b 0,45+£0,06b 0,79+0,11 0,52 +£0,10
23 0,82+0,10 0,71+0,05a 0,72+0,06a 1,10=0,11 1,02 +£0,8
Duodénum 0,52+0,08 0,59+0,06 0,49+0,07 0,67+0,10b 0,90+0,10
Jéjunum 0,52+0,08 0,52+0,06 0,66+0,07 1,00£0,10a 0,71+0,10
Iléon 0,34+0,08 0,51+0,06 0,62+0,07 1,16+0,1a 0,71+0,10
Age x Segment <0,001 ns ns ns <0,05
Age <0,001 <0,001 <0,05 ns <0,01
Segment <0,05 ns ns <0,001 ns
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