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Résumé

L'addition, 2 un milicu hypersaturé cn calcium ct bicarbonates, d'extraits solubilisés de la matiice organique
de la coquille ou de constituants du f{luide utérin, milicu ou sc forme la coquille de I'ocuf, modific in vitro la
morphologie des cristaux dc calcite. Cette obscrvation confirme I'hypothése d'un rdle actif des constituants
organiques de la coquilie dans le processus de minéralisation.

Introduction

La coquille de T'ocuf a unc ultrastructure parfaitement organisée, révélée par de nombreuses obscrvations
cn microscopie électronique (Solomon,1991). Le dépdt de carbonate de calcium sous la forme de calcite dans
I'utérus est contrdlé dans I'cspace par les membrancs coquillieres de l'ocuf sur lesquelles s'ancre, en des siles
détermindés, la partie minérale. La précipitation a licu dans lc fluide utérin, milicu acellulairc hypersaturé en
calcium et bicarbonates (Nys ct al., 1991). De plus, il conticnt des précurscurs de la matrice organique de la
coquille (Gautron ¢t Nys, 1993).

La trame organique dc }'os ou de la dent est essenticlle dans Ja misce cn place de ces tissus calcifiés car elle
détermine leur morphologic ct leurs propriétés mécaniques. Par analogie, il cst supposé que les constituants
organiques de la coquille de l'ocuf, bien que présents en faible quantité, interviendraient dans le détecrminisme
spatial et temporel de la coquille de l'ocuf. Cette hypothese cst étayée par la misc en évidence de molécules a
affinité pour le calcium, préscntes dans des extraits solubles de la coquille (Abatanlego et al., 1978 ; Hamm et
al., 1979) et dans Je fluidc utérin (Hamm ct al., 1979 ; Gautron et Nys, 1993). De plus ces mémes constituants
ralentissent la précipitation spontanée de carbonate de calcium in vitro a partir d'un milieu hypersaturé en ces
minéraux (Arias et al., 1993 ; Gautron ct al., 1993 ; Gautron ¢t Nys, 1993). Pour démontrer I'intcraction entre
trame organique et phasc minérale, nous avons étudié les conséquences de l'introduction d'extraits organiqucs
de coquille ou de fluide utérin sur la morphologic des cristaux de carbonate de calcium précipités in vitro.

Matériel et méthodes

Les poules ISA brown ont é1é élevées en cages individuclles ¢quipées d'un dispositif automatique
d'enrcgistrement de I'hcure d'oviposition. Le prélevement prématuré des ocufs lors des phases d'initiation, de
dépot intense et de fin de la calcification dc la coquille, est obtenu par injection IV de 100 ug de prostaglandines
(PGF 2q). Le fluide utérin est alors recucilli par gravimétric sous huile de paralfinc. Unc partic des échantillons
a 61é dialysée contre de I'cau distilléc avec une membrane Spectrapor de point de coupure de 12-14 kDa, afin
de ne conserver que les macromoléculcs.

La matricc organiquc a ét¢ solubiliséc a partir de coquilles d'ocufs sclon la procédure de Gautron (1994).
Les cristaux de calcite ont été préparés, cn préscnce ou absence de constituants organiques, par précipitation
spontanée in vitro a partir de solutions hypersaturées par rapport au produit de solubilité de la calcite (Albeck
et al., 1993). La morphologic des cristaux, recouverts d'or-palladium, a été observée en microscopic €lectronique
a balayage (SEM).

Résultats et discussion

L'observation en microscopie électronique des coquilles d'ocufs, expulsés prématurément (fig. 1), est en
accord avec les travaux antéricurs (Solomon, 1991) ct concorde avee la détermination des stades physiologiques
de formation de la coquille estimés a partir de Fheure d'oviposition de l'ocuf précédent. Lors de la premicre
phase, il y a initiation dc la calcification cn surface des membrancs coquillieres, autour des noyaux mamillaires
(fig. 1a,b,c). La croissance des cristaux vers I'extéricur est a l'origine de cones inversés qui se joignent pour
constituer la couche palissadique, au cours dc la phasc intense de calcification (fig. 1d). le stadc terminal se
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distinguc essenticliement par un accroissement de I'épaisscur de 1a couche palissadique et, parfois, par la présence
de la couche de cristaux verticaux, témoin de la phase d'arrét de calcification.

Le fluide utérin recucilli est riche en calcium ct bicarbonatces, qui précipitent spontanément pour former du
carbonate de calcium. Ce milicu conticnt unc forte concentration de protéines (1mg/ml) avec un profil propre
a chaque stade de formation de la coquille (Gautron ¢t Nys, 1993). Cependant, dans ce milieu, et quel que soit
le stade de formation de la coquille, les cristaux forment en abscnce des membranes coquillieres ou d'une
coquille en formation, des agrégats de cristaux arrondis a porosité grossicre en surface (fig. 2a,b). Cet aspect
différe considérablement de I'observation des cristaux de carbonate de calcium témoin, précipités en l'absence
de tout matériel organiquc a partir d'unc solution minérale hypersaturée : les cristaux sont alors isolés et ont une
forme cubique caractéristique de la calcite (fig. 2c).

L'addition in vitro, a la solution minérale, de fluide utérin ou de protéines solubles extraites de la coquille
modific radicalement la morphologic des cristaux dc calcite. L'introduction de fluide utérin prélevé aux trois
stades de formation dc la coquille, réduit la taille des cristaux de calcite dés un apport de 5 ug/ml de protéines,
érode Ics arétes de la calcile, ct créé un enchevétrement de cristaux pouvant aboutir a de véritables agglomérats
(fig. 2d). L'effct semble plus prononcé lors de Fintroduction de concentrations plus élevées de protéinces et des
prélevements réalisés lors des stades de croissance ou de fin de calcification. Cependant, un effet spécifique des
stades de calcification nc scmble pas apparcnt bien qu'ils soient associés a unc composition variable en
macromoléceules (Gautron ¢t Nys, 1993). Ces modifications sont Ie fait des macromolécules organiques présentcs
dans Ic [luide utérin, puisqu'clles sont observées lors de I'addition de (luide utérin dialysé au préalable, pour
éliminer Jes molécules de poids moléculaires inféricurs a 12-14 kDa. L'addition d'cxtraits solubles dc la matrice
de la coquille, dans le milicu de précipitation, provoque des modifications similaires de la morphologie des
cristaux : 1ls paraissent pelits, arrondis, agglomérés (fig. 2¢,). Dans Ics deux situations les cristaux, obtenus in
vitro, présentent de nombreuses analogics avec la morphologic de la calcite déposée in vivo lors dc la phase
d'initiation de la calcification dec la coquille (fig. 1b,c).

Ces obscrvations confortent hypothése d'un contrdle de la calcilication de la coquille par les molécules de
la trame organique, dont lcs précurscurs seraient présents dans le fluide utérin, cn accord avec des lravaux
conduits chez d'autres cspeces (Addadi et Weiner, 1992). La caractérisation des constituants de la matrice et de
lcur rdle fonctionncl est un préalable a I'établissement de leur importance dans le déterminisme des propri¢tés
mccaniques de Ja coquille.
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Figure 1 : Observation en microscopic élcctronique a balayage de coquilles d'ocufs expulsés a différents stades
de formation.

Stade initial, a) x 360, b) x 1440, ¢) x 2800.
Stade croissance, d) x 360.
1 trait représente 100 um (a ct d), 10 um (b et c).

Figure 2 : Observation par SEM de cristaux dc carbonate de calcium obtenus in vitro, par précipitation spontanée
a partir de fluide utérin (a,b), et 2 partir d'unc solution hypersaturée de ce sel et addition c) d'cau (essais 1¢moins)
d) de 25 ug/ml de fluide utérin collecté au stadc terminal, ¢)de 25 ug/ml et f) 100 ug/m) de protéines solubles
extraites de la matrice organique de Ja coquille. 1 trait représente 100 um (a), 10 um (b, c, d, e et f).
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