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| — Introduction Du Contexte Général.

A)

B)

La Glande Mammaire.

La glande mammaire est une glande exocrine vascularisée et innervée impliquée dans
la production du lait chez les mammiféres femelles (Figure 1A).

Les cellules responsables de la production du lait sont les Cellules Epithéliales
Mammaires (CEM) regroupées en acinus autour d’un canal collecteur intralobulaire
formant un lobule. Les lobules sont regroupés autour d’un canal interlobulaire formant
les lobes eux-mémes drainés par un canal galactophore amenant a un espace de stockage
appelé citerne chez les bovins et ovins (Figure 1B).

Le lait est distribué au veau par un sinus galactophore situé dans le trayon.

Les Cellules Epithéliales Mammaires (CEM)

Les CEM sont des cellules formant un tissu épithélial synthétisant les composants du
lait. Elles sont regroupées en acinus autour d’un canal collecteur. Ces cellules sont
polarisées et possedent une orientation baso-apical : la zone basale est fixée a la matrice
et la zone apicale donne sur le canal collecteur intralobulaire.

Les CEM sont les cellules productrices du lait, et notamment des protéines (caséines et
des protéines du lactosérum) et des lipides (globules gras). Les caséines sont produites
par la voie classique de synthése des protéines (c’est-a-dire le réticulum endoplasmique
puis D’appareil de Golgi) alors que les lipides sont produits a partir d’un

bourgeonnement de gouttelettes dans le réticulum endoplasmique.(Figure 1C)

C) Composition du Lait : les protéines et les lipides

Le lait est composé de différentes fractions : lipides, protéines, glucides et composants
secondaires (minéraux et vitamines) :

-les lipides sont sous la forme de mono, di ou triglycerides entourés d’une membrane :
ce sont les globules gras.

-Les protéines sont multiples : les caséines organisées en micelles, sont les plus
importantes (environ 4/5 des protéines totales chez le bovin) mais on trouve aussi des

protéines solubles (lactoprotéines) et des protéines appartenant au globule gras



Figure 1 : Schéma d’une glande mammaire . d’un acinus et d’une cellule de la lactation chez
un_humanoide femelle
source : http/www.arcagy.orginfocancerimg423 popup sein-principe-de-la-lactation-1186705.jpg

A: Glande Mammaire composé de lobules glandulaires organisés autour d’un canal

galactophore.
B: lobule glandulaire composé de cellules épithéliales mammaires organisés autour

d’un canal galactophore
C: Cellule Epithéliale Mammaire en lactation (formation d’un globule gras dans le

canal galactonhore)



- Les glucides sous forme de lactose.

D) Sécrétion et Production du Lait par la CEM

La synthese des globules gras est initiée dans le réticulum endoplasmique sous forme
de gouttelettes de lipides constitués de triglycérides, diglycérides ou monoglycérides
entourées d’une premiére couche de phospholipides issus du RE (réticulum
endoplasmique). Ces gouttelettes lipidiques vont migrer dans le cytoplasme jusqu’a la
membrane plasmique ou elles vont étre entourées d’une bicouche lipidique issue de la
membrane plasmique et sécrétées en globules gras. Cette bicouche lipidique est
constituée de lipides comprenant une partie hydrophile et une partie hydrophobe
permettant au globule gras d’étre totalement soluble dans le lait.

De nombreuses protéines sont présentes a la surface des globules gras, protéines que
I’on peut retrouver a la surface de la membrane plasmique des CEM.

(Figure 2)

E) La Stomatine : Description

De nombreuses protéines issues du RE et de la membrane plasmique sont présentes a la
surface des globules gras dont la stomatine. Des études protéomiques ont montré une
corrélation entre la concentration en stomatine et la taille des globules gras: a la
surexpression de la stomatine est corrélée une diminution de la taille des globules gras
chez les chévres qui suggérent que la stomatine a un réle dans la formation et la
libération des globules gras.

(Cebo C, et al , 2012, Journal of Dairy Science, 95(11), 6215-6229).

Chez la chévre, la stomatine présente quatre sites de phosphorylation (Ser2, Thrl0,
Thrl77, Ser244) deux sites sont trés conservées entre espéces (Thrl77, Ser244), ce qui

suggere un role biologique pour ces acides aminés. (Figure 3).
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Figure 2 : Schéma de la production des gouttelettes lipidiques dans une cellule mammaire épithéliale

source : httpaudilab.bmed.mcgill.caHAhtmlfrs 47 Fhtml

tr|ASE4AP3|ABE4P3 BOVIN
sp|P54116|STOM MOUSE
sp|P27105|STOM HUMAN

tr|ASE4P3|ABE4P3 BOVIN
sp|P54116|STOM MOUSE
sp|P27105|STOM HUMAN

tr|ASE4P3[ABE4P3 BOVIN
sp|P54116|STOM MOUSE
sp|P27105|STOM HUMAN

Ctr[ASE4P3[ABE4P3 BOVIN
sp|P54116|STOM MOUSE
sp|P27105|STOM HUMAN

tr|ASE4AP3|ABE4P3 BOVIN
sp|P54116|STOM MOUSE
sp|P27105|STOM HUMAN

MSDKRPAVDIQARRLPDSFKDSPSTGLGVCGWILVAVSFLETVITFPVSIWMCIKIIKEY 60
MSDKRQSSHVQSQRIPESFRENSKTELGACGWILVAASFFFVIITFPISIWICIKIVKEY 60
MAEKRHTRDSEAQRLPDSFKDSPSKGLGPCGWILVAFSFLETVITFPISIWMCIKIIKEY 60

e kK . CECECE S S S P dh kkkkhkkk kkek chkkhkkedhkkokkohkkex kK

ERATTFRLGRILQGGAKGPGLFFILPCTDSFIKVDMRTISFDIPPQEILTKDSVTISVDG 120
ERVIIFRLGRILOGGAKGPGLFFILPCTDSLIKVDMRTISFDIPPQEVLTKDSVIISVDG 120
ERATIFRLGRILOGGAKGPGLFFILPCTDSFIKVDMRTISFDIPPQEILTKDSVTISVDG 120

**'***************************:****************:************

VVYYRVONATLAVANITNADSATRLLAQTTLRNVLGTKNLSOILSDREETAHNMOCELDD 180
VVYYRVONATLAVANITNADSATRLLAQTTLRNALGTKNLSQILSDREETAHHEMQSELDD 180
VVYYRVONATLAVANITNADSATRLLAQTTLRNVLGTKNLSQILSDREETAHNMOSELDD 180

Fhkkxkrokxkkkrhkkdhhhkdhhkhhkrhkhrkkd kkrkhkxkrhkhkkkrhhkr *k *xkx

ATDDWGIKVERVEIKDVKLPVQLORAMAAEAEASREARAKVIAAEGEMNASRALKEASMY 240
ATDDWGIKVERVE IKDVKLPVQLORAMAAEAFAAREARAKVIAAEGEMNASRATKEASMV 240
ATDAWGIKVERVEIKDVKLPVQLORAMAAEAEASREARAKVIAAEGEMNASRALKEASMY 240

Kokok Kk oKk ok ok Kk Kok ok ok ok ok Kok ok ok ok ok ok kR Rk Kok ok ok ek ok ok ok kok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o kR

ITESPAALQLRYLOTLTTIAAEKNSTIIFPLPIDMLQAIMGPKQ---- 284
ITESPAALQLRYLOTLTTIAAEKNSTIVEPLPVDMLOGIMGSNH---- 284
ITESPAALQLRYLOTLTTIAAEKNSTIVEPLPIDMLOGIIGAKHSHLG 288

Fhhkhkkkkhhk Ak Ak kk ko r ko khhkhk kb ke kk kb o kkkx Kk ok

Figure 3 : séquence en acide aminé de la stomatine bovine alignée avec celle de 1a stomatine

murine et humaine
source : INRA

tr]ASE4P3|A8E4P3 BOVIN : séquence en acide aminé de la stomatine bovine

sp|P54116/STOM_HOUSE

: séquence en acide aminé de la stomatine murine

sp/P54116|]STOM_HUMAN : séquence en acide aminé de la stomatine humaine
Positions surlignés : sites de phosphorylation —Vert : acide aminé phosphorylé similaires entre les espéces
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Il — Question(s) Scientifique(s) Posée(s) et Objectif(s) du Projet

A) Rodle de la Stomatine dans la biosynthése des gouttelettes lipidiques : surexpression

B)

de la stomatine dans un modeéle cellulaire.

Il est intéressant d’induire une surexpression de la stomatine dans les cellules de
mammiferes pour voir les conséquences sur la taille et le nombre des gouttelettes

lipidiques.

Pour induire cette surexpression il est nécessaire de préparer des plasmides codant
pour la protéine par transformation de bactéries, puis de transfecter des cellules de
mammiferes avec ce plasmide recombinant. Nous observerons ensuite les gouttelettes

lipidiques par observation microscopique des cellules.

Role de la Ser244 dans la fonction biologique de la protéine : mutation de Ser244 en
Ala244

La stomatine posseéde quatre sites de phosphorylations dont deux qui sont trés
conserves entre espéces. Nous allons donc changer 1’un de ces deux acides aminés
par un acide aminé qui ne peut pas étre phosphorylé (alanine).

Pour cela, nous allons dans un premier temps effectuer une mutagenese dirigée par
PCR (Polymerase Chain Reaction) de I’ADNCc de la stomatine dans le but de changer
un nucléotide pour changer un codon qui sera transcrit et traduit en un autre acide
aming, ici en alanine.

Cet ADNCc sera ensuite cloné et inséré dans un plasmide pour transformer des
bactéries permettant de produire le plasmide en grande quantité. Le plasmide
recombinant qui contient également une cassette GFP sera ensuite transfecté dans les
cellules COS-7 ou le plasmide recombinant sera exprimé par la machinerie cellulaire
pour produire la stomatine mutée Ser244Ala.

La microscopie a fluorescence sera utilisée pour observer la stomatine Ser244Ala
dans les cellules COS-7 et voir si cette stomatine mutée est active ou non et si cela a

une incidence sur les gouttelettes lipidiques.



111 — Approches Méthodologiques et expérimentales employées

A)

B)

Vecteur pEGFP-C1

Le plasmide EGFP-C1 est un vecteur d’expression de mammifére permettant
I’expression de la stomatine couplée avec une protéine fluorescente afin de la
visualiser in vitro.

Le vecteur EGFP possede de nombreux éléments indispensables au clonage de la
stomatine. (Figure 4)

NeoR / KanR code des protéines conférant a la bactérie transformée une résistance
a la néomycine et a la kanamycine qui sont des antibiotiques : ce procéde permet de
sélectionner les bactéries qui ont incorporés le plasmide EGFP.

La EGFP (Green Fluorescent Protein) code pour une protéine fluorescente qui sera
couplée a la stomatine et permettra de visualiser la stomatine en condition in vitro
et notamment la stomatine présente dans les CEM.

Le MCS (Multi Clonage Site ou site de clonage multiple) est une portion de plasmide
permettant I’insertion du géne de la stomatine. Ce site est reconnu par de nombreuses
enzymes de restrictions qui vont reconnaitre des sites spécifiques, couper I’ADN
permettant ’insertion du géne de la stomatine. Les enzymes de restrictions utilisées

sont Xho | et Eco RI permettant une insertion directionnelle du géne de la stomatine.

Principe de la Mutagenése Dirigée

Le principe est d’induire une mutation d’un ou de plusieurs nucléotides de I’ADNc
dans le but de produire in fine une protéine différente afin d’étudier son activité

lorsque celle-ci est mutée (Figure 5).

Nous allons utiliser ce procédé afin de modifier un acide aminé de la stomatine par
une autre afin d’observer les conséquences d’une stomatine non fonctionnelle sur la
formation des gouttelettes lipidiques. Cette mutagenese necessite 4 amorces : 2
amorces mutées et 2 amorces non mutées permettant I’amplification de ’ADN de la

stomatine.

Les deux amorces mutées possedent la region mutée et une région complémentaire

avec I’ADN a amplifier permettant la production de I’ADN muté. Les 2 autres
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Figure 4 : Carte Génétique du plasmide PEGFP-C1
source : http:
//www.snapgene.com/resources/plasmid_files/fluorescent protein_genes and plasmids/pE
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Figure S : Schéma de la Mutagenése Dirigée 9
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http://www.snapgene.com/resources/plasmid_files/fluorescent_protein_genes_and_plasmids/pEGFP-N2/

C)

amorces vont permettant la synthese de la séquence manquante permettant d’obtenir

un ADN muté complet.

Nous Vérifierons que la séquence obtenue est bien celle désirée par un séquengage
dont le résultat sera comparé avec la séquence de la stomatine non muté : une

substitution de T en G est attendue.

Transformation des bactéries, culture sur milieu sélectif et ciblage des colonies

positives par PCR

Il est nécessaire de préparer I’insertion du gene de la stomatine dans le vecteur
plasmidique de la pEGFP avec des enzymes de restrictions avant de pourvoir
procéder a la transformation des bactéries.

Le géne de la stomatine sera inséré dans le MCS (Site multiple de clonage), le
plasmide et I’insert seront digérés avec des enzymes de restrictions qui reconnaissent
des séquences nucléotidiques spécifiques, Une fois le plasmide recombinant obtenu
par ligation, ce plasmide sera introduit dans des bactéries : c’est la transformation.
Cette technique permet I’obtention du plasmide recombinant en grande quantité

(temps court de la division cellulaire)

Ces bactéries ont ensuite mis en culture sur un milieu LB en présence d’un
antibiotique (Kanamicine) pour cibler les bactéries ayant incorporé le plasmide
recombinant car ce dernier contient un géne codant une protéine conférant a la
bactérie une résistance a cet antibiotique. Les colonies obtenues auront toutes
incorporé le plasmide mais il est possible qu’il possede ou non le cDNA de la
stomatine (plasmide recombinant ou vide) : il est donc nécessaire de choisir les
colonies ayant incorporé le plasmide recombinant. On va donc tester quelques
colonies pour savoir si elles ont bien incorporé le plasmide recombinant par PCR
(amorces spécifiques de la stomatine) et séquencage des produits de PCR.

Les colonies positives sont sélectionnées pour amplification du plasmide qui sera

utilisé pour transfecter dans les cellules COS-7.
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D) Transfection de cellules COS-7 et le vecteur sauvage et mutant (GFP-STOM

Ser244Ala) et effet sur les gouttelettes lipidiques en présence d’un inducteur (acide

oléique)

Le plasmide recombinant sera transfecté dans les cellules COS-7. Les cellules COS-
7 vont ensuite transcrire et traduire le gene pour exprimer la stomatine mutée
Ser244Ala.

La formation des gouttelettes lipidiques sera activée par ajout d’acide oléique qui
est similaire aux lipides pour forcer les cellules a produire des gouttelettes lipidiques.
La stomatine sauvage ou mutée est couplée a une protéine GFP qui est fluorescente
permettant ainsi de visualiser la stomatine dans les cellules et/ou autour des

gouttelettes lipidiques par microscopie de fluorescence. (Figure 6).

Conclusions :

Nous espérons, a la fin de ce stage, de pouvoir observer les cellules COS-7 au
microscope a fluorescence : on ignore cependant si on observera la présence de
gouttelettes lipidiques : si oui, seront-elles plus grandes ou plus petites, seront-elles
plus ou moins nombreuses qu’en présence de stomatine normale ? Observerons-
nous une fluorescence indiquant la présence de stomatine Ser244Ala autour de ces
gouttelettes ou une absence totale de stomatine ?

Le stage permettra de répondre a toutes ces questions.

11
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Figure 6 : Observation des stomatines en fluorescence autour des gouttelettes
linidiques

Cellules COS-7 stimulés a I’acide Oléique
Culture sur milieu DMEM + 10%
Vert : EGFP-stomatine autour des gouttelettes lipidiques
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(Résume)

Les cellules épithéliales mammaires organisées en acinus produisent les différentes fractions
du lait, notamment les lipides. Ces lipides sont des glycérides entourés d’une membrane issue
du réticulum endoplasmique pour former les gouttelettes lipidiques. Ces gouttelettes
lipidiques vont migrer dans la cellule jusqu’a la membrane plasmique ou elles vont étre
entourées d’une bicouche lipidique avant d’étre sécrétées dans la lumiere des acini : ce sont

les globules gras.

De nombreuses protéines entourent la gouttelette lipidique, et notamment la stomatine. Des
¢tudes antérieures ont démontrés 1’importance de la stomatine dans la synthese des globules
gras. Le but de ce stage est d’observer les conséquences de la stomatine mutée sur les

gouttelettes lipidiques et donc dans la synthése des globules gras.
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