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Contexte économique : I'élevage laitier bovin en France

2" pays producteur de lait dans I'UE

-

s

La Bretagne : 1°" bassin laitier en France

14.000 exploitations totalisant un cheptel de 750.000 vaches
5 Milliards de litre de lait / an

produit : lait de vache
t de race Prim’Holstein

.02
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Accompagner la transition agro-écologique pour une nouvelle
agriculture plus vertueuse

Les attentes sur la production de lait (citoyens, consommateurs, agriculteurs, industrie et
législateurs ) o o o
* Pour lI'animal : santé, bien-étre, longévité,...

Pour l'environnement : réduire les impacts environnementaux, bio-
ressource, recyclage, ....

* Pour les consommateurs et les acteurs de la filiere : qualité des
produits, territoire, ...

d'élevage Ressources génétiques M iSSion:
laitier et porcin et alimentaires

sysialt e Recherche & enseignement sur la biologie de Ia

production animale et les systemes de productions
animales.

Sysporc Alinut

Animal

ot physioloaie Objectifs:

Lactation

* Comprendre et prédire les interactions animaux
/ systemes d’élevage avec I'environnement

Adaptation

Croissance °

Contribuer a concevoir des modeles d’élevage
plus respectueux




L'élevage des vaches laitieres

_ Elevage de la génisse (jeune vache) | 1° vélage | Premiére lactation 2nde

<—— Animal en croissance > € Lactation —> &« |actation

insémination

e Maturité sexuelle: 10 mois 2t
E
* Age ala 1 insémination: S Jarissement (2 mois)
5
13 mois g g
T 2" vélage
* Gestation: 9 mois Temps

* Lactation: 10 mois
* 9.000 L lait/vache/an (Hostein)

* Ageau 1° vélage: 26 mois

* Rang de lactation: 2.5

I i » Age

Naissance 26 mois 36 mois
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La glande mammaire : organe central de la lactation
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La glande mammaire : organe central de la lactation

Lobe et lobule

alvéoles

canaux |
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La glande mammaire : organe central de la lactation

Lobe et lobule Alvéole

cellule épithéliale

)

= N
j/ //
7=

adipocyte

vaisseau
sangum

fibroblaste
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La glande mammaire : organe central de la lactation

Lobe et lobule Alvéole

D’apreés Finot, 2018
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La dynamique de développement de la glande mammaire

2"dvélage

\

0
s x - o
H .
|
L 4 - bad
) o, e
q o W
- e ey Ao »

[ Elevage de la génisse (jeune vache) [ Premiere lactation

Poids de tissu sécréteur mammaire

< Mammogénese > € Lactation —> €= |[actation

| | .
I I gl

Naissance 7 mois 20 mois Age
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Le lignage épithélial chez la souris : de la cellule souche aux cellules

différenciées
Progénitrice
Lumino-Ductale Lumino-
Progénitrice Bi- : Ductale
potente luminale
——

Cellules souches
mammaires (MaSC)

Progénitrice Lumino-
Alvéolaire

Lumino-

—

Progénitrice

Myoépithéliale Myoépithéliale

Les MaSC et le lignage sont tres étudiés chez la souris (peome et al, 1959) et la femme
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Le lignage épithélial : enjeu pour la recherche en Agronomie

| Peu d’études chez les espéces de rente (vaches)

Frein : développement méthodologique pour adapter les outils
(premiere étude chez la vache en 1981)

Intérét grandissant en Agronomie (Ellis et Capuco, 2002 in Tissue and cell)

Lien entre cellules souches, développement et régénération du tissu
sécréteur mammaire : cellules cibles pour des approches visant a
renforcer le tissu sécréteur

v
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Le lignage épithélial : enjeu pour la recherche en Agronomie

| Peu d’études chez les espéces de rente (vaches)

Acquerir des connaissances sur le lignage
épithélial chez le bovin laitier

Ftudier la  dynamigue des  populations
epithéliales au cours de la « carriere » de la vache

»
>
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Stratégie expérimentale : matériel & méthodes

ANIMAUX
Prim’Holstein

Vaches puberes (n = 4)

TISSU MAMMAIRE }

Coupe de tissu
paraffiné

v

IMMUNO-
FLUORESCENCE

Marquage des kératines

Marquage des protéines
de surface membranaire
(CD49f, CD24 et CD10)
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Stratégie expérimentale : matériel & méthodes

ANIMAUX :
Coupe de tissu
Prim’Holstein TISSU MAMMAIRE } varaffiné
Vaches pubeéres (n = 4) vi
TS IMMUNO-
K-ératine 14-Collagene*BA S : " FLUORESCENCE

Marquage des kératines

KRT7 : cellules luminales
KRT 14 : cellules basales
/myoépithéliales

= |N?A Développement des canaux et alvéoles
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Stratégie expérimentale : matériel & méthodes

ANIMAUX
Prim’Holstein

Vaches puberes (n = 4)

TISSU MAMMAIRE }

Coupe de tissu
paraffiné

v

IMMUNO-
FLUORESCENCE

Marquage des protéines
de surface membranaire
(CD49f, CD24 et CD10)
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* CD49; Intégrine a6

Protéine d’adhésion des cellules
épithéliales a la matrice extracellulaire

exprimée par les cellules souc
mammaires

:_E, INRA Marqueurs de phénotypage des cellules épithéliales

——  SCIENCE & IMPACT




 (CD24 Heat Stable Antigen

Protéine impliquée dans la prolifératio
I'adhésion des cellules (exprimée par
cellules prolifératives / associée
cellules souches et progénitrices)

=:—';:;:-EIN?A Marqueurs de phénotypage des cellules épithéliales
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e (CD10 Métallo-endopeptidase
membranaire

Protéine exprimée par les cellules
basales/myoépithéliales

=:—'§:==:=EIN'\’A Marqueurs de phénotypage des cellules épithéliales
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* CD49; Intégrine a6

Protéine d’adhésion des cellules
épithéliales a la matrice extracellulaire /
exprimée par les cellules souches adultes
mammaires

 (CD24 Heat Stable Antigen

Protéine impliquée dans la prolifération et
I'adhésion des cellules (exprimée par les
cellules prolifératives / associée aux
cellules souches et progénitrices)

e (CD10 Métallo-endopeptidase
membranaire

Protéine exprimée par les cellules
basales/myoépithéliales

== |NRA Marqueurs de phénotypage des cellules épithéliales
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Stratégie expérimentale : matériel & méthodes

ANIMAUX '
Prim’Holstein b TISSU MAMMAIRE } Coupe de tissu

paraffiné
Vaches puberes (n = 4) v ﬁ
”' i bi Explants cryo- IMMUNO-
Caractérisation des conserves FLUORESCENCE
populations d’intérét : v

identification Digestion enzymatique pour
obtention de cellules dissociées

A A4
TRI CELLULAIRE ‘ CYTOMETRIE EN

Marquage des kératines
Trieur (FACSARIA 11) Marquage des protéines
de surface membranaire
Phénotypage des cellules (CD4Sf, CD24 et CD10)
Marquage des protéines de
surface

»

Populations d’intérét
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Stratégie d’analyse en cytomeétrie en flux

Sélection des cellules Exclusion des doublets de cellules Sélection des cellules vivantes
L(exclusion des débris & particules) sur critéres de taille (FSC) et de granulométrie (SSC) (au lodure de Propidium ou IP)

10001 —

Y000 500 ¥ 500 1 A T ;
FSCA SSC-A 0 250 750 1000

Pour les mono marquages Pour les multi-marquages:
L utilisation d’un isotype pour chaque marquage réalisé (anticorps) _utilisation de la technigue des FMO prenant en compte les isotypes

CD49,-FITC (monomarquage) CD49;-FITC/CD24-APC (double marquage)

1000 o

rios el jes C T hatartes celes C040: (024 TP T et ol DD Gaite cehies CO%- C036-
109z hosta RE s 6en e

ATCA
ArcA

T T T T T T T T T T T T
El ] 1 tel 2 =3 Bl el ez =3 a 0 62 11 1 ° 1 T 12 13
FATCA FTCA

Isotype Marquage FMO (Isotype) Marquages

|NR/AN
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Profil cytométrique des cellules mammaires a la puberté

t 1 2% 21%

CD49ffaibIe
i CD24pos _

R LS

3

%
- | cpag,for
CD24pos

CD24

30% 1%

1
| CD49;for
o CD24re
i 12 ' T

|NR/AN
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Tri des populations cellulaires épithéliales d’intérét

A . .CDZ]_foaible CD24pos

10° R
Sl e et
B LA A L
F ARl I . o .I,lll.l 5!'-."l'
: T
.- a ..- .l -
. "CDAQ, fort|CD24pos

et
3 Lty 'ii_'

Q 1 e
© . . [Pl = | fa
. :.' I-|':I|- I| _r-"_. .
_— ':l]'l |.CD4g/ert [CD24ne0
1 ' i "IIE .
3 ' " .lll =
0 Sk : I*-.“:.-'f-’!-'
A e e
SR A '.""'.'..-'.*. e B

L :CD4'9;|aib|.e CD.24neg
I I

0 102 103 104 10°

CD49, s




Les caractéristiques des populations cellulaires permettent de les

identifier
Cellules CD49/**le CD24p°s
Pas de mammosphere
CD10 expression Cellules Cellules CD49/°" CD24P°
progénitrices Formation de mammosphére

Activité ALDH1
Cellules souches| Forte expression de CD10
Genes exprimés : KRT7, KRT18,

KI67, ELF5

Activité ALDH1

Genes exprimés : KRT14, KRT7,
KRT18, ELF5

Cellules CD49/*le CD24e9

Pas de mammosphére

o ‘ ‘ Cellules CD49/°" CD24"¢9
0 1 le! le? le?

Pas d’expression CD10 — CD4g9j—> Formation de mammosphére

Activité ALDH1 Forte expression de CD10

Cellules luminales
Genes exprimés : KRT7, KRT18, Cellules basales| Pas d’activité ALDH1
KRT19, PR, PRLR

Genes exprimés : KRT14,
Vimentine, PROCR




Le lignage épithélial mammaire a la puberté chez le bovin

Cellules Souches Mammaires (MaSC)

MaSC “quiescentes” Q CD49/fert CD24pos CD10M"

ALDH1nee

MaSC ”activées” CD49ff°rt CD24ros CD1Qfort

ALDH1Pos

Progénitrice
CD49ffaibIe CD24pros CDlofaibIe

KRT7* ALDH1* PR* ELF5* cellule basale

CD49ff°” CD24nreg CD1Qfort

KRT14*Vimentinet* PROCR*
K/

cellule ductale

cellule luminale

CDA49,faible CD24nee CD10"e8
KRT19* KRT18* KRT7* PR* PRLR*

.'tﬁf
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Evolution des populations cellulaires épithéliales a 3 stades
physiologiques clés chez la vache laitiere

" Vaches puberes ! 'Vachesenlactation | | Vaches taries
17 mois 4¢me |actation (35kg lait/jour) Tarissement de 5 ans
(n=4) (n=4) (n=3)
le le3

CD24 T:___>
D

D24 ——>
D24 ——>
o, o,

01 e e e 61 i e e
CD49, —> —— CD49, ——>

1el le2  1ed

CD49, ——>

Cellules progénitrices Cellules luminales (sécrétrices) Cellules luminales et basales




Comparaison des populations épithéliales selon le stade physiologique

% de cellules (+ SEM) Puberté Lactation Tarissement

Cellules luminales
CD49; faible CD24 nee 19.8 (£ 1.2) 21.2 (+2.4) 28.7 (x7.0)
CD49,med CD24 nes 1.4 (+0.2) 7.22 (£ 1.6) 7.12 (£ 1.6)

Cellules basales
CDA49; fort CD24 neg 22.12 (+ 1.6) 2.4¢ (+0.9) 11.7° (£ 1.8)

Cellules progénitrices
CDA49; faible CD24 pos 18.6° (+ 3.4) 1.6¢ (£ 0.4) 3.0° (£ 0.3)

Cellules souches putatives
CD49; fort CD24 pos 3.32 (£ 0.3) 1.55 (£ 0.5) 0.4° (£ 0.0)

—= SCIENCE & IMPACT



L'approche de la cytométrie en flux...

|dentifier / caractériser les populations épithéliales

- cytométrie en flux
CELLULES

PROGENITRICES

1
CELLULES ‘ °]

CELLULES

SOUCHES

CELLULES

LUMINALES

le? le3

CD49, —>

BASALES

—> OUTIL de PHENOTYPAGE des cellules épithéliales

Identifier le type de cellules épithéliales

=INRA
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Approches complémentaires pour étudier les cellules mammaires en
agronomie

In vivo / Ex vivo In vitro

issu / biopsie de glande mammaire Cellules dissociées (culture primaire)

(-

' Lignées cellules épithéliales mammaires

—= SCIENCE & IMPACT



Les deux lignées cellulaires épithéliales mammaires bovines

(MAC-T) (BME-UV1)
(Holstein en lactation-gravide)®w (Holstein en lactation)®

Sélection (clonale) d’apres caractéristiques morphologiques typiques épithéliales
Cellules (avant transfection) cultivées en adhérentes
Expression faible des caséines

Condition 2D (adhérent) Conditions 3D (Matrigel ou ULA)

—= SCIENCE & IMPACT



FSC

FSC

Confirmation du phénotypage des lignées de cellules épithéliales
mammaires bovines

175 -

150 -

125 A

100 -

75 1

50 -

25 1

175 A

150 1

125 1

100

75 A

50 1

25 -

MAC-T

10

|
T w1

1 1el

CDA49f-FITC

e3

BME-UV1

A

0 — T
-1 01 lel

1e2 1e3

CDA49f-FITC

le3 7]

let le? le3

CD49, — >

FSC

175 -

150 1

125 -

100

751

50 -

251

Merge

MAC-T
BME-UV1

1 lel 1e2 1e3

CD49f-FITC




Confirmation du phénotypage des lignées de cellules épithéliales
mammaires bovines

175 A 1e3 ]
150 MAC-T |
s | o - MAC-T
3 1004 < | i CDA9f fort CD24nes
L. ~ e
75 | et Lignées de cellules
50 ] basales
25 A !
0
0 ; | . L L) T L Ll :
-1 0 1 lel le2 le3 1 1el 1e? 163
CDA49f-FITC CD4g; —>
175 - le? 1
5. BME-UV1 |
N BME-UV1
125 - €
O 100, < CDA49f med CD24nes
A A
751 WM o Lignées de cellules
! | o
50 v ) luminales
251 0l
0 T | nl oy n.u.dJWI T J
10 1 1el 1e2 1e3 le’ le?

CDA49f-FITC
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Récupérer les cellules épithéliales dans le lait pour étudier les cellules

)

mammaires

In vivo / Ex vivo In vitro

Cellules dissociées (culture primaire)

Cellules du lait Lignées cellules épithéliales mammaires
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ImmunoFluorescence :

cellules basales (KRT14)
cellules luminales (KRT8)




Apres culture en support adhérent des cellules totales du lait




Phénotyper les cellules du lait pour maitriser son échantillonnage

le3

le? |

CD49f faible/med CD24ee
Cellules avec un phénotype luminal

— 4 a2 15% (cellules CD49fros )

» TRI possible

=INRA
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En conclusion

La cytométrie en flux :

=INRA
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Mise en évidence des populations épithéliales : proposition d’un lignage
épithélial mammaire chez la vache laitiere

Etude de Ila dynamigue des populations épithéliales (stades
physiologiques : puberté, lactation, tarissement)

Compléter l'étude de la dynamique des populations avec d’autres stades

physiologiques tels que la mammogénese (pré-puberté, gestation) ou les périodes
entre tarissement/lactation

Développer un outil de phénotypage des cellules épithéliales

Immortaliser les différentes populations épithéliales (basales, progénitrices,
luminales, souches) apreés tri : outil biologique



UMR PEGASE (St-Gilles) : collegues et collaborateurs

Plateformes BIOSIT de RENNES :
CytomeTRI (G. Lacombe et L. Deleurme)
Génomique Environnementale et Humaine (GEH)

Installation Expérimentale de Méjusseaume
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