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Implication des cellules souches adultes et des—=
cellules progenttrices dans le developpement
eptthelial mammaire a la puberte

CONTEXTE & OBJECTIF

A la puberté et a la gestation, les cellules souches mammaires

(MaSC) et leurs progeéniteurs concourrent au développement de la

glande mammaire. Dans ce travail de these, nous avons étudié les
RESULTATS populations de MaSC/progéniteurs du lignage epithélial, présentes
dans le tissu mammaire bovin a la puberté, un stade phystologique
durant lequel les MaSCs se multiplient et se différencient en
cellules matures (cellules lumtinales et cellules basales).

Apres transplantation de tissu mammaire de génisse dans la glande
mammaire murine dont Ll'épithélium natif a été retiré, un
développement d’'éepithélium in vivo a été observe.

| Notre objectif est d'apporter de nouvelles connaissances sur le
Nous avons obtenu un développement devenir des MaSC et leurs progentteurs au cours de la vie de
de tissu dans 6 des 8 souris transplantees B, S l'animal (vache). Dans un contexte agronomique, comprendre les
(flgure 1a), mettant en evidence la e fondements du développement de l'épithélium mammaire et son
présence dans les explants mammatres - — renouvellement est important pour maitriser la lactation des

bovins de MaSC capables de régénérer . T
du tissu épithélial P J antmaux dans le but d'ameliorer leur robustesse.

Figure 1a MATERIEL & METHODES

Glande mammaire totale murine colorée (Carmin-Alun)

WKRA147- L7 £ Colladen 57 7 iy Des explants (0,2 mm?) ont été échantillonnés a partir de glande
Lanalyse en immunofluorescence du mammaire de génisses Holstein abattues a 17 mois d'age (n=3)
tissu régenéré a révelé lexistence de NI ) £a%es ) .

structures épithéliales, typiques d'un Pl Xéno-transplantation

développement mammaire bovin, P LB R
constituées de cellules basales (exprimant
la  keratine (KRT)14) et luminales
(exprimant la KRT7) dans un tissu
stromal dense produisant du collagene
(flgure 1b).

= Des explants (0,05 mm?) mammaires bovins ont été transplantés
dans des souris immunodéficientes (Balb/c AnNRj-Foxn1n/nv) de 3
semaines d'age. Apres 2 mois, les glandes mammaires murines
transplantées ont été collectées pour étre analysées en histologie
(coloration au Carmin-Alun) et en immunofluorescence (IHO).
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Coupe de tissu mammaire régénére analysée en |HC Phenotypage et tri cellulaire

= Des explants mammaires bovins ont éeté digérés par digestion
enzymatique (collagénase / hyaluronidase / trypsine) pour dissocier
les cellules (obtention de cellules isolées).

Des populations éepithéliales distinctes sont présentes pendant le
développement mammaire des canaux et alvéoles a la puberté.

= Les cellules isolées ont été marquées avec des anticorps anti-CD49;
et anti-CD24, deux marqueurs des surface des cellules épithéliales. La
co-expression de ces deux marqueurs a été deéeterminée par
cytométrie en flux.

Par cytométrie en flux, 4 sous-populations cellulaires co-exprimant CD49; et CD24
et appartenant au lignage épithélial ont eété mises en évidence. (figure 2a). Le %
moyen de cellules est indiqué en rouge (pour n=3).

Parmi les 4 populations épitheliales, seules les cellules = L'expression de CD10 (marqueur du lignage basal) et lactivité
CD49fertCD24ros et CD49./°rtCD24"9 ont formé des mammosphéres ALDH1 (marqueur d‘activitt des MaSC/progéniteurs) ont été

in vitro (flgure 2b) analysées en cytomeétrie en flux sur les populations de cellules co-
1er exprimant CD49; / CD24.
r : : . :
| 27% 21% o @ = Les populations cellulaires triees co-exprimant CD49; et CD24 ont
! CD49faible 7 T été cultivées sur support de Matrigel pendant 7 jours pour tester leur
1e. CD24pes... f capacité a former des mammospheres.
i i CD49fort 34% I'-->
CD24pos ™' : £ i
q—
I
N o el R l CONCLUSIONS
O NS Nous avons caractérisé les MaSC et leurs progéniteurs présents a la
[30%. JFE21% 5 Cpagion - | puberté chez le bovin, nous permettant ainst de proposer un schéma de
1 Sl b | cpogred 1 S lignage épithélial mammaire chez le bovin a la puberté.
o 3 CD49ffa|b}e S —————— ) Cellules Souches Mammaires (MaSC) putatives
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R > | CD49t CD24p°s CD10%"
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Figure 2a : Plot de cytomeétrie en flux Figure 2b : Test de formation des
mammospheres

Mammospheres™ in vitro
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La majorité des MaSC putatives (CD49/°tCD24r°s) posséde une

activite @ ALDH1 (68%), caractéristique des MaSC/progentteurs
restretntes a la voie luminale. Les MaSC n'ayant pas d’activite ALDH1 ALDHEL

o c . . KRT14* KRT7*
(32%) representeraient une sous-population de cellules souches Mammosphéres* invifro
« quiescentes »

MaSC de type luminal/basal

% de cellules % de cellules ayant

Populations ____ exprimant CD10__ une activité ALDH1
CD49; '@ble cD24 "9 7% 87%

CD49; "@Ple cp24 Pes 75% 78%
CD49; 't CD24 "¢ 93% 0.3%
CD49; "t CD24 Pes 92% 68%
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“Progeéniteurs” E “Progeéniteurs” “Progeniteurs”
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CD49ffaihle C'D24pros CPD1aible CD49ffaihle CD24"¢2 CD1(res CD49ffm't CD?24reg CPD1(fort

Un phénotypage approfondi a mis en évidence l'expression de marqueurs basaux et | PERSPECTIVES. A partir de ce travail nous étudierons

luminaux par les MaSC suggerant la co-existence de deux sous-populations dans  "évolution du lignage épithélial (a la fois en terme de proportion

le pool de MaSC, co-existence confirmée par co-marquages immunofluorescents

., . I et de signature moléculaire) a des stades physiologiques majeurs
dans le pool de MaSC triées. (Finot et a/ 2018; Nature Scientific Reports)

tels que le developpement mammaire, la lactation et le tarissement.



