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Résunré

L'addition, à un milieu hypersaturé cn calcium ct bicarlrunatcs, d'extraits solubilisés de la mat,ice organique
de la coquillc ou de constituants du fluidc utérin, milicu où sc forme la coquille de I'ocuf, modifie in vitro la
morphologie des cristaux dc calcite. Ccttc obscrvation confirnrc l'hypothèse d'un rôlc actif dcs constituanls
organiques de la coquille dans le processus dc minéralisation.

Introduction

Ia coquillc de I'ocuf a unc ultrastructurc parl'aitcnrcnt organiséc, rér'éléc par dc nombrcuscs obscrvations
en microscopic élcctroniquc (Solonron, 199 l). tÆ dépr)t dc carlxrnatc dc calciunr sous la formc dc calcite dans
I'utérus est contrôlé dans I'cspacc par lcs ntcmlrrancs coquillièrcs dc I'ocuf sur lcsqucllcs s'ancre, en des sitcs
déterminés, la partie minéralc. [a précipitation a licu dans lc fluidc utérin, milieu acellulairc hypersaturé en
calcium et bicarbonatcs (Nys ct al., l99l). Dc plus, il conticnt dcs précurscurs de Ia matrice organique de la
coquille (Gautron ct Nys, 1993).

I: trame organiquc clc I'os ou dc la dcnt cst csscnticllc dans la misc cn placc dc ccs tissus calcifiés car elle
déterminc leur morphologie ct lcurs propriétés nrécaniqucs. Par analogie, il cst supposé que lcs constiluanls
organiques de la coquille dc I'oeuf, bien quc présents cn faiblc quantité, intcrvicndraicnt dans le détcrminisme
spatial et temporcl de la coquille de I'ocuf. Ccttc hypothèsc cst étayéc par la mise en évidence de moléculcs à
affinité pour le calcium, préscntcs dans dcs cxtrails solublcs dc Ia coquille (Abalanlego et al., 1978 ; Hamm et
a1.,1979) et dans le fluidc utérin (Hanrm ct al., 7979 : Gautron et Nys, 1993). De plus ces mêmes constituants
ralentissent la précipitation spontanéc dc carbonatc dc calcium ùr vitro à partir d'un milieu hypersaturé en ces
minéraux (Arias et al., 1993 : Gaulron ct al., 1993 : Gautron ct Nys, 1993). Pour démontrcr I' interaction entre
trame organique et phasc minéralc, nous avons i.tudié lcs conséqucnccs dc l'introduclion d'extraits organiques
dc coquille ou de fluide utérin sur la nrorphologic dcs cristaux dc carbonatc dc calciunt précipités in vitro.

Matériel et méthodes

[æs poulcs ISA brou'n ont été élo'écs ctr cagcs individucllcs équipécs d'un dispositif automatiquc
d'enrcgistrcment de I'hcure d'oviposition. [æ prélèr'cnrcnt prématuré dcs oeufs lors des phases d'initiation, de
dépôt intense et de fin dc la calcilication dc la coquillc, cst obtcnu par injcction IV dc 1001rg dc prostaglandines
(PGF 2c). Læ fluidc utérin est alors rccucilli par gravimétric sous huilc dc paraffinc. Unc partic dcs échantillons
a été dialysce contre dc I'cau distilléc avcc une nrenrlrranc Spcctrapor dc point dc coupure dc 12-14 kDa, afin
de ne conserver que lcs macromoléculcs.

la matricc organiquc a été solubilisée à partir dc ct4uillcs d'ocufs sclon la procédurc dc Gautron (1994).
[æs cristaux dc calcite ont été préparés, cu préscnce ou absencc de constiluanls organiques, par précipitation
spontanée ilr vitro à partir dc solutions hypcrsaturécs par rapport au produit de solubilité de la calcitc (Albcck
et al., 1993). La morphologic des cristaux, rccouverts dbr-palladium, a été obscrr'éc en microscopic élcctronique
à balayage (SEM).

Résultats et discnssion

Uobscrvation cn microscopie éleclroniquc dcs coquillcs d'ocufs, expulscs prématurément (fig. 1), est en
accord avcc lcs travaux antéricurs (Solomon, l99l) ct concordc avcc la détcrmination dcs stades physiologiques
de formation de la coquille cstinrés à partir dc I'hcurc d'oviposition dc I'ocuf précédcnt. lnrs de la première
phase, il y a initiation dc la calciticalion cn surfacc dcs nrcmbrancs coquillièrcs, autour des noyaux mamillaires
(fig. 1a,b,c). I: croissancc dcs cristaux vcrs l'extéricur est à I'originc dc cônes invcrses qui se joignent pour
constituer la couchc palissadique, au cours dc la phasc intcnse de calcification (fig. ld). le stadc terminal se
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distinguc esscnticllcnrcnt par un accroisscmcnt dc I 'épaisscur dc Ia couchc palissadique et, parfois, par la présence
de la couche de cristaux vcrticaux, témoin dc la pltasc d'arrôt dc calcif ication'

Læ fluide utérin recucil l i  cst richc cn calcium ct bicarbonatcs, qui précipitcnt spontanémcnt pour former du
carbonate de calcium. Cc milicu conticnt unc lorlc conccntration de protéines (1mg/ml) avec un profi l propre

à chaque stadc dc formation dc la coquil le (Gautron ct Nys, 1993). Cepcndant, dans ce milieu, et quel que soit
lc stade dc formation de la co<1uille, lcs cristaux formcnt cn abscncc des membranes coquillières ou d'une
coquille en fornralion, dcs agrégats dc cristaux arrondis à porosité grossière en surface (fig. 2a,b). Cet aspect
diffère considérablemcnt de I'observation dcs cristaux dc carbonatc de calcium lémoin, précipités en I'absence
dc tout matériel organiquc à partir d'unc solution minéralc hypcrsaturéc : Ics cristaux sont alors isolés et ont une

forme cubique caractéristique dc la calcitc (t ig. 2c).
Uaddition in ,ûtro, à la solution minéralc, dc fluidc utérin ou de protéincs solublcs extraites dc la coquil le

modifie radicalcmcnt la morphologic dcs cristaux dc calcitc. Uinlroduction dc fluide utérin prélcvé aux trois
stadcs dc formation dc la coquil lc, réduit la tail lc dcs cristaux de calcitc dès un apport de 5 pglml de protéines,

érodc lcs arôtcs dc la calcitc, ct créé un enchcr'ôlrcmcnt dc cristaux pouvant aboutir à de véritables agglomérats
(fig. 2d). Ucffct scmtrlc plus prononcé lors dc I ' introduction dc conccntrations plus élevécs de proléincs et des
prélèr'cmcnts réalisés lors dcs stadcs dc croissancc ou dc fin dc calcification. Ccpcndant, un e[[et spécifique des
stadcs dc calcif ication nc scmble pas apparcnt bicn qu'i ls srl icnt associés à unc composition variable en

macromoléculcs (Gautntn ct Nys, I993). Ccs nrotJil ications srlnt le fl i t dcs nracrontoléculcs organiqucs présentcs

dans Ic fluidc utérin, puisr;u'cllcs sont obscrr'écs lors dc l 'additit ln dc l luidc utérin dialysé au préalablc, pour
él inr incr  lcs moléculcs dc poids molécula i rcs in lér icurs à l2-  l4  kDa.  Uaddi t ion c l 'cxt ra i ts  so lublcs dc la  matr ice
dc Ia coquil lc, dans lc nri l icu rtc précipitation, pruvoquc dcs modil icalions sinti laircs de Ia morphologie dcs
cristaux : I ls paraisscnt pctits, arrondis, aeglomérés (l ' ig. 2c,l). Dans lcs dcux situations lcs cristaux, obtenus i,,
l l tro, préscntcnt dc nonrbrcuscs analogics avcc la morphrllogic dc la calcitc déposéc ùt v' i ' t 'o krrs dc la phase

d' in i t ia t ion dc la  calc i f icat ion dc la  coqui l lc  ( f ig .  lb ,c) .
Ccs obscrvations confortcnt l 'hypothèsc d'un corrtrôlc dc la calcif ication dc Ia coquil le par lcs moléculcs de

la tramc organiquc, dont lcs précurscurs scraicnt préscnts dans lc f luidc utérin, cn accord avcc dcs lravaux
ctxduits chcz d'autrcs cspèccs (Addadi ct Wcincr, 1992).lÀ caractérisation dcs constituants dc la matrice et de
Icur rôlc [onctionnc] est un préalablc à l 'établisscmcnt dc lcur importancc dans Ic détcrnrinisme dcs propriétés

mécaniqucs dc la coquil lc.
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Figure I : Obsen'ation en microscopic élcctroniquc à balayagc dc coquillcs d'oeufs expulses à différcnts stades

de formation.
Stade initial, a) x 360, b) x l'l'10, c) x 2tt00.
Stade croissancc, d) x 360.
I trait représenle 100 1rm (a ct d), l0 pm (b ct c).

Figure 2 : Obsen'ation par SEM de cristaux dc carbonate de calcium obtenus in vitro, par précipitation spontanée
à partir de fluide utérin (a,b), et à partir d'unc solution hypcrsaturée dc ce sel ct addition c)'d'eau (essais témoins)
d) de 25 pglml de fluide utérin collecté au stadc tcrminal, e)dc 25 pglml er fl lN pglml de protéines solubles
extraites de la matrice organique de la coquillc. 1 trait représcntc 100 pm (a), l0 pm @, c, d, e et f).

306




