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Liste des abréviations

3B-HSD : 3B-hydroxystéroide déshydrogénase
17B-HSD : 17B-hydroxystéroide déshydrogénase
ACTH : hormone adrénocorticotropique

ADN : acide désoxyribonucléique

APAF1 : Apoptotic Peptidase Activating Factor 1
ARN : acide ribonucléique

ARN pol : ARN ploymérase

Bcl-2 : B-cell ymphoma 2

BDNI : base de données nationale d’identification
BH-3 : Bcl-2-homology domain-3

BMP : bone morphogenic protein

BrdU : Bromodésoxyuridine

CEM : cellule épithéliale mammaire

CPT : camptothecin

CREEA : comité rennais d’éthique en matiere d’expérimentation animale
CytC : cytochrome ¢

DAPI : 4',6'-diamidino-2-phénylindole

DHEA : déhydroépiandrostérone

E, : cestradiol

EGF : epidermal growth factor

ER : récepteur aux cestrogenes

ERH : élément de réponse a ’hormone

FGF : fibroblast growth factor

FSH : folliculo-stimulating hormone

GH : growth hormone (hormone de croissance)
GHIH : growth hormone inhibiting hormone
GHRH : growth hormone releasing hormone
GnRH : gonadotropin releasing hormone

GT : galactosyl transferase

HGF : hepatocyte growth factor

IgA, G, M : immunoglobulines A, G, M

IGF : insulin-like growth factor



IGFBP : insulin-like growth factor binding protein
Int : chevrette intacte

JAM : molécules d’adhésion des jonctions
LH : luteinizing hormone

MEC : mammary epithelial cell

MMP : matrix metalloproteinase

MY : milk yield

OT : ocytocine

Ovx : vache/chevrette ovariectomisée

P, : progestérone

P450,7, : cytochrome P450;74

P450, : cytochrome P450,

PGF2a : prostaglandine-F2a

PARP : poly (ADP-ribose) polymerase
PCNA : proliferating cell nuclear antigen
PL : production laitiere

PR : récepteur a la progestérone

PRF : prolactin releasing factor

Prl : prolactine

PTEN : phosphatase and tensin homolog
SCC : somatic cell count

Sham : témoin chirurgical

StAR : Steroidogenic Acute Regulatory
STATS5 : Signal Transducer and Activator of Transcription 5
STC : stannioclacine

SVF : serum de veau foetal

TB : taux butyreux

TGF-B : transforming growth factor 8

TP : taux protéique

TRH : Thyrotropin Releasing Hormone
TUNEL : terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling
WAP : whey acidic protein
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annual meeting - Phoenix (USA) — Communication orale.
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2012: Effect of ovariectomy on milk yield and mammary gland activity in lactating cows. Yart
L, Dessauge F, Finot L, Wiart S, Mottin A, Eveno A, Marnet PG, Lollivier V. ADSA annual

meeting - Phoenix (USA) — Communication orale.

2011: Une restriction alimentaire modifie la dynamique cellulaire et le remodelage tissulaire
de la glande mammaire chez la vache laitiére. Dessauge F, Lollivier V, Cuttulic E, Portanguen
J, Disenhaus C, Barbey S, Ponchon B, Lemosquet S. and Boutinaud M. Journées d'Animation
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2011: Effects of nutrient restriction on mammary cell turnover in lactating dairy cows.
Dessauge F, Lollivier V, Cuttulic E, Portanguen J, Disenhaus C, Barbey S, Ponchon B,

Lemosquet S. and Boutinaud M. ISEP annual meeting — Parme (Italie) — Poster.

2011: Effect of ovariectomy on lactation persistency and mammary gland activity in dairy
cows. Yart L, Dessauge F, Finot L, Barbey S, Marnet PG, Lollivier V. International congress of

farm animal endocrinology — Berne (Suisse) — Communication orale.

2010: The present situation and perspectives on milking and milk production of dairy sheep
in Europe, the Middle East and North America. Marnet P-G, Lagriffoul G, Morin E, Allain C,
Larroque H, Rupp R, Astruc JM, Dessauge F, Boutinaud M, Lollivier V, Duvallon O, Aurel MR,
Autran P, Barillet, F. International Seminar on Milking and Milk Production of Dairy Sheep -

Saint Affrique (France) — Communication orale.

2010: Effects of early ovariectomy on caprine mammary gland parenchyma during
prepuberty. Yart L, Finot L, Dessauge F. ADSA annual meeting — Denver (USA) —

Communication orale.

2010: Effect of nutrient restriction on mammary cell activity and hormonal statement in
lactating dairy cows. Dessauge F, Lollivier V, Cuttulic E, Portanguen J, Disenhaus C, Barbey S,

Ponchon B and Boutinaud M. ADSA annual meeting — Denver (USA) — poster.

2010: Effet de régimes hyper-énergétiques a la pré-puberté sur le développement de la
glande mammaire caprine. Dessauge F, Charlier M, Lassalas J. Journées d'Animation des

Crédits Incitatifs PHASE — Tours (France) - Poster.
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2010: Localisation de microARN et organisation nucléaire dans le tissu mammaire de vache
et notamment les cellules progénitrices. Galio, L. ; Kress, C. ; Droineau, S. ; Boudiaf, H. ;
Devinoy, E. ; Dessauge, F. ; Lollivier, V. ; Boutinaud, M. Journées d'Animation des Crédits

Incitatifs PHASE — Tours (France) - Communication orale.
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(France) - Communication orale.

2008: Effects of ovariectomy on prepubertal goats. Dessauge F. International Symposium for
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1.3.4. Liste des ouvrages :

2012 : La fonction de lactation : régulation de la biosynthése des constituants du lait. Leroux

C, Bernard L, Dessauge F, Le Provost F, Martin P. Productions Animales.

2012 : La reproduction humaine et animale aux éditions QUAE (2012): chapitre sur la

lactation. Dessauge F, Boutinaud M, Lollivier V.

1.3.5. Liste des brevets/inventions :

Dessauge F., Garcia A., Rebollo A., Cayla X., Guergnon J., Hospital V., Susin S., Langsley G.
(2004) Drug Phosphatase Therapy : a new anti tumoral strategy . DI n°PLO80451 — dépot

international.

Dessauge F., Garcia A., Rebollo A., Cayla X., Guergnon J., Hospital V., Susin S.A. (2002).
Inhibitions de processus tumoraux ou infectieux par transfert intracellulaire de peptides

mimant des sites d’interaction avec la ser/thr phosphatase PP2A. DI n°’PL02 — dép6t national.

Dessauge F., Garcia A., Rebollo A., Cayla X., Rebollo A. (2002) Les sites de liaison des
protéines E4orf4 et Bcl-2 avec la Protéine Phosphatase 2A : des nouvelles cibles

potentiellement anti-tumorales. DI n°PL042002 — dépot national.

Dessauge F., Garcia A., , Susin SA. (2002). Les peptides mimant des sites d’interaction de
certaines protéines avec PP2A : de nouveaux outils pour le transfert intracellulaire de bio

molécules. DI n°PLO5-06 — dépdt national.
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2. Etatdel’art:
2.1. La glande mammaire

2.1.1. Anatomie et développement

La glande mammaire est I'organe qui produit le lait. Elle posséde une organisation tres
particuliére lui permettant d’assurer au mieux ses fonctions de synthése et d’éjection du lait.
Le tissu sécréteur est localisé dans la région la plus distale de la mamelle. Il est composé
d’alvéoles regroupées en lobules, eux-mémes regroupés en lobes. Ce tissu sécréteur est

Lobe drainé par un réseau de canaux galactophores qui

Lobule débouchent, chez les ruminants, sur une citerne
T ; . ¥} . ] s

R \coles (Figure 1A). C’'est dans cette citerne qu’est stocké le
lait avant d’étre évacué par le canal du trayon lors de

Tissuconjonctif |3 trajte ou de la tétée. Les alvéoles constituent les

Adipocyte

Membrane basale

Cellule épithéliale mammaire
Lumiére alvéolaire
Cellule myoépithéliale

Vaisseau sanguin

unités fonctionnelles de la glande
Fibroblaste

mammaire. Elles sont constituées

Canal lobulaire

d’'une couche de cellules

epithéliales  mammaires  (CEM) Figure 1. Anatomie de la glande mammaire de ruminants (A) et

polarisées. A leur pdle apical, ces  structure de I'alvéole mammaire (B). (D’apres Delouis & Richard,

, . 1991)
cellules débouchent sur la lumiere

alvéolaire ou est sécrété le lait. A leur péle basal, elles entretiennent une relation étroite
avec un tissu stromal composé de cellules myoépithéliales contractiles, de fibroblastes,
d’adipocytes et de vaisseaux lymphatiques et sanguins (Figure 1B). Ces derniers permettent

I"'apport des nutriments nécessaires a la synthese du lait.
2.1.2. Del’embryogenése ala puberté

Les premieres ébauches mammaires se forment au cours de I'embryogenese par
invagination de structures ectodermiques pour former les principaux canaux galactophores
et le canal du trayon. La mise en place de ces premiers canaux se fait essentiellement sous le

contréle des glucocorticoides, de la prolactine (Prl) et de la GH (Veltmaat et al., 2003). Les
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stéroides sexuels ne semblent pas impliqués dans la mammogenése embryonnaire. Il a été
montré, chez I'embryon de souris, que la glande mammaire se développait normalement en
absence de ces hormones (Kratochwil, 1971). Au cours de I'embryogenese, les stéroides
sexuels n’interviennent que dans le dimorphisme sexuel avec I'induction de I'apoptose dans
les ébauches de structures épithéliales, par les androgénes foetaux (chez le male). Ce
processus impliquant des récepteurs aux androgénes situés dans le stroma conduit a une
séparation irréversible entre le canal du trayon et les autres canaux (Brisken & O’Malley,
2010). Chez les ruminants, a la naissance, I'arborescence des canaux galactophores
rudimentaires forme une masse compacte de parenchyme reliée a la cavité citernale. Apres
la naissance, la glande mammaire suit un développement isométrique, en parallele du reste
de I'organisme, avant de reprendre une croissance allométrique positive quelques temps

avant la puberté.

La reprise du développement allométrique positif de la glande mammaire a lieu vers
I’age de 2 a 3 mois chez la génisse (Purup et al., 1993 ; Berry et al., 2003b), et vers I'age de 1
a 2 mois chez la chevrette (Dessauge et al., 2009 ; Yart et al., 2012a). Chez ces especes, la
masse de parenchyme mammaire est localisée au-dessus de chacun des trayons et se
développe au sein du tissu adipeux. Lors de la reprise du développement allométrique, ces
canaux se ramifient a partir d’arborescences épithéliales et progressent dans le stroma. Dans
un second temps, les structures lobulo-alvéolaires se développent aux extrémités distales
des canaux. Dans la glande mammaire en développement, les canaux et les structures
lobulo-alvéolaires sont formés d’un épithélium pluristratifié entouré d’un tissu conjonctif
dense. Tous ces processus de croissance et de développement sont orchestrés par I’action
des hormones hypophysaires (Prl et GH) et des stéroides ovariens (Akers et al., 2005).
Wallace (1953) a été le premier a mettre en évidence I'implication des stéroides ovariens
dans le développement de la glande mammaire de ruminants a la puberté. Il a montré, chez
la génisse, que la suppression de la source principale d’cestradiol et de progestérone par une
ovariectomie effectuée avant la puberté altérait fortement la mammogenése. Un
développement normal était retrouvé lorsque les génisses recevaient une supplémentation
en oestradiol. Ces observations ont été confirmées a plusieurs reprises, notamment par
Purup et al. (1993) qui ont mesuré, chez des génisses ovariectomisées avant la puberté, une

masse de parenchyme et une concentration en ADN (Acide désoxyribonucléique) 5 fois
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inférieures a celles mesurées chez des génisses intactes. Le controle du développement du
parenchyme mammaire par les stéroides ovariens passe essentiellement par une modulation
de la prolifération des CEM. L’incorporation de thymidine tritiée dans les noyaux des CEM
des canaux galactophores est considérablement augmentée (46 fois) 96h aprés l'injection
d’cestradiol, mais cet effet n’est pas observé apres l'injection de progestérone (Woodward
et al., 1993). Plus récemment, il a été montré que la prolifération cellulaire dans la glande
mammaire de génisses ovariectomisées a I'dge de 2,5 mois était 10 fois inférieure a celle de
génisses intactes (Berry et al.,, 2003b), conduisant a une réduction de 85 — 90% du
développement du parenchyme mammaire chez des génisses abattues a I'dge de 9 mois
(Purup et al., 1995). L'ovariectomie de génisses prépubéres a également conduit a des
modifications de la distribution de plusieurs composants de la matrice extracellulaire dans la
glande mammaire (Berry et al, 2003d). La matrice extracellulaire est composée
principalement de laminine, de protéoglycanes, de fibronectine, de tenascine et de
collagénes | et IV. Ces constituants sont synthétisés par les différents types cellulaires
présents dans la glande mammaire. Cette matrice extracellulaire a un réle essentiel dans le
développement de la prolifération des CEM. In vitro, I'cestradiol ne peut induire la
prolifération des CEM que lorsque celles-ci sont co-cultivées avec des cellules stromales ou
sur une matrice extracellulaire de synthese (Haslam & Woodward, 2001). Bien que les
mécanismes impliqués dans le controle du développement de la glande mammaire divergent
par certains aspects, le role primordial des stéroides ovariens dans la mammogenése semble
confirmé chez les bovins. Ce n’est cependant pas le cas des ovins chez lesquels la
mammogenése a la puberté se ferait de maniere indépendante des sécrétions ovariennes

(Ellis et al., 1998).

Les facteurs intervenant dans le développement de la glande mammaire ont, a
I’échelle d’un organisme, des actions locales mais également systémiques. Les interactions
entre ces hormones et leurs voies de signalisation sont complexes. Il est donc difficile de
déterminer si leurs actions sur la glande mammaire sont directes ou résultent d’une
stimulation d’autres organes. En revanche, ce qui est maintenant connu, c’est que le stroma
et le tissu adipeux (formant ensemble le coussin graisseux de la glande mammaire) ne
constituent pas uniquement une matrice inerte, mais jouent un réle important dans la mise

en place des structures épithéliales. Les premieres études qui ont mis en évidence

22



I'importance de ce coussin graisseux mammaire concernaient la transplantation d’explants
d’épithéliums mammaires murins dans différents organes (DeOme et al., 1959 ; Hoshino,
1978). Hoshino (1978) a ainsi pu observer que ces explants d’épithélium mammaire se
développaient normalement aprés transplantation dans du tissu adipeux périrénal ou
mésométrial, mais que ce n’était pas le cas aprés transplantation en sous-cutané dans la
cavité péritonéale ou encore dans la chambre antérieure de I'ceil. De plus, I'épithélium
développé dans le tissu adipeux mésométrial était capable de répondre a des stimuli
lactogéniques en synthétisant des protéines du lait (Hoshino, 1978). Le coussin graisseux
mammaire joue donc un réle a la fois dans la prolifération et dans la différenciation des
CEM. Il constitue un site d’action pour les hormones impliquées dans le développement de
la glande mammaire, notamment pour les stéroides ovariens et la GH, et participe a la
transmission de ces messages hormonaux. En effet, Capuco et al. (2002) ont montré que les
CEM en prolifération n’exprimaient pas les récepteurs aux stéroides ovariens, mais ces
récepteurs, tout comme celui de la GH, sont exprimés dans le stroma (Akers, 1990 ; Meyer et
al., 2006). La réponse du coussin graisseux a ces stimuli hormonaux se fait via la synthese de
différents facteurs de croissance tels que les Insulin Growth Factors (IGFs), les Fibroblast
Growth Factors (FGFs) ou I'Hepatocyte Growth Factor (HGF) qui ont des actions mitogénes
(Hovey et al., 1999). Ainsi, plusieurs études ont montré que I'administration d’cestradiol chez
la génisse augmente I'expression d’IGF-I et diminue I'expression de I'IGF Binding Protein-3
(IGFBP-3) dans le coussin graisseux (Berry et al., 2001 ; Meyer et al. 2006). Cette
augmentation de |'expression d’IGF-1 suite a I'administration d’cestradiol s’accompagne
d’une augmentation importante de la prolifération des CEM dans la glande mammaire et
d’une réduction de 80% de I'expression de ERa (Estrogen Receptor) dans ces cellules (Meyer

et al., 2006).
2.1.3. Laglande mammaire adulte : un organe cyclique

Le développement de la glande mammaire chez I'adulte est un processus fascinant
dans le sens oU, au cours de la vie de I'animal, la glande mammaire va subir de nombreux
changements en terme de taille, de structure, de composition et d’activité. Ces cycles de
développement sont directement calqués sur les cycles de reproduction. Un cycle de

développement, initié par une gestation, est divisé en 4 phases en partie recouvrantes :
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mammogenese terminale (croissance lobulo-alvéolaire), lactogenése, galactopoiese et

involution (Figure 2).

Bien que la

Lactogenése

mammogenese chez le jeune
Mammogenése

soit déterminante pour les (Développement
lobulo-alvéolaire)

Parturition

lactations futures, cette phase

concerne essentiellement la

. / Gestation
mise en place du réseau de
Lactation
canaux mammaires. La grande Mammogenase
majorité du développement Tarissement Galactopoigse
lobulo-alvéolaire a lieu Puberté

Involution
pendant la premiére gestation

et représente la mise en place  Figure 2. Représentation  schématique d'un cycle de

. ) o développement/régression du tissu sécréteur dans la glande
de 60 a 94% du tissu sécréteur

mammaire chez la femme. (D’aprés Martinet & Houdebine, 1993)
selon l'espece considérée

(Knight & Peaker, 1982). En parallele de la mise en place des structures lobulo-alvéolaires, le
réseau de canaux poursuit son développement en augmentant en taille et en complexité.
Pendant la gestation, la croissance de la glande mammaire conduit a une augmentation de la
proportion de parenchyme aux dépens du coussin graisseux, et ce, jusqu’a ce que la densité
alvéolaire soit telle que les lobes et les lobules ne soient plus séparés que par des septums
de tissu conjonctif. Cette phase de mammogenése se fait sous I'action des stéroides sexuels
(cestrogénes et progestérone) sécrétés par les ovaires et par le systeme feeto-placentaire,
combinée a celle des hormones hypophysaires (Prl et GH). Les implications des différentes
glandes endocrines dans le développement de la glande mammaire au cours de la gestation
ont été mises en évidence relativement précocement par I'ablation de ces glandes. Ainsi,
Denamur & Martinet (1961) ont montré qu’une hypophysectomie chez la brebis gestante
n’avait que peu d’incidence sur le développement de la glande mammaire. Chez la ratte et la
souris, une ovariectomie ou une feetectomie n’altérent pas non plus la mammogeneése, alors

que le retrait du placenta au cours de la gestation entraine un arrét de ce processus

(Desjardins et al., 1968). A l'inverse, I'administration d’extraits de placenta associés a des
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hormones stéroides chez des rattes vierges ovariectomisées et hypophysectomisées induit

un développement des glandes mammaires (Ray et al., 1955).

Les oestrogénes et la progestérone sécrétés pendant la gestation ont un effet
prolifératif sur les CEM (Clarke, 2000). Ainsi, chez la ratte, la quantité d’ADN total dans le
tissu mammaire (reflétant le nombre de cellules) augmente de 200 a 300% au cours d’'une
gestation (Knight & Peaker, 1982). Des études menées sur des souris dont les genes codant
pour les récepteurs aux cestrogenes ont été invalidés (souris ER-KO) ont permis de montrer
gue les cestrogenes agissaient principalement sur le développement des canaux, tandis que
la progestérone avait un réle essentiel dans le développement lobulo-alvéolaire (Atwood et
al., 2000 ; Aupperlee et al., 2007). Cependant les cestrogenes contrélent indirectement le
développement lobulo-alvéolaire dans la mesure ou I'expression des différentes formes de
PR (Progesterone Receptor) est sous controle des cestrogénes (Petz et al., 2004). Par ailleurs,
pendant la gestation, les cellules exprimant PR sont trés rares (Brisken et al., 2000) et chez la
femme, 96% des CEM exprimant PR expriment également ERa et sont non prolifératives
(Anderson et al., 1998). Ces résultats suggeérent que I'action proliférative de la progestérone

sur les CEM se ferait par une voie paracrine entre cellules épithéliales.

A la fin de la gestation, 'augmentation du volume mammaire est essentiellement due
a une hypertrophie des CEM en place et a une expansion des alvéoles. Les CEM subissent
une différenciation physique et biochimique et acquierent la capacité de synthétiser les
différents constituants du lait sous 'action des hormones galactopoiétiques hypophysaires :

la Prl et la GH.

Un cycle de lactation s’acheve par l'involution de la glande mammaire. Cette phase
correspond a la régression graduelle du tissu sécréteur pour retourner a un état de
développement légérement plus avancé qu’avant le début de la premiére gestation.
L'involution débute suite au sevrage du jeune ou a l'arrét de la traite qui induisent une
réduction de la sécrétion des hormones galactopoiétiques ainsi que I'accumulation du lait
dans la mamelle, ou stase lactée (Lamote et al., 2004). Chez la vache comme chez la chévre,
la phase la plus précoce d’involution est réversible. A un stade plus avancé, le phénoméne
de mort cellulaire programmée (ou apoptose) s’amplifie et la matrice extracellulaire est

dégradée par les métalloprotéases pour aboutir a une perte de la quasi-totalité des CEM
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(Stefanon et al., 2002). Schams et al. (2003) ont mis en évidence un changement dans la
régulation de I'expression des ER et des PR dans la glande mammaire bovine au cours de
I'involution. Chez I'adulte, I'expression de ces récepteurs est maximale 2 a 4 semaines apres
le début de l'involution, ce qui suggére que les ocestrogénes et la progestérone seraient
impliqués dans la régulation des mécanismes de l'involution. Plusieurs études se sont
intéressées a I'effet de I'administration d’cestradiol chez des vaches en milieu ou en fin de
lactation. Il a ainsi pu étre observé que [I'administration d’cestradiol induisait
systématiquement une baisse importante de la PL (Figure 3, Mollett et al., 1976 ; Athie et al.,
1996 ; Delbecchi et al., 2005). Cette baisse de PL était associée a une régression du volume
mammaire (Mollett et al.,, 1976), a une augmentation de la stanniocalcine dans le lait
(Delbecchi et al., 2005) et a une modification de la composition du lait (Athie et al., 1996),

caractéristiques de  [linvolution

40 ~ mammaire.
35 - Injections
$ 30 4 EEREEEER" Cette phase d’involution est
E 25 .
2 7 nécessaire avant de débuter une
T 20 -
5 - nouvelle lactation. En effet, chez la
5
3 . .
B 10 - vache, sans cette phase d’involution,
a.
> la production laitiere (PL) est
0 — ——— —

543-2-10122345¢67 8 91011 hettement inférieure a la normale

Jours
Figure 3. Evolution de la production laitiere quotidienne
chez des vaches Holstein en fin de lactation ayant recu une gt al., 2003), ce qui suggere que les

lors de la lactation suivante (Capuco

injection d’cestradiol par jour pendant 8 jours (15 mg/vache,

n = 4, courbe bleue) ou une injection d’éthanol 95% par jour ~ CEM ont une durée de vie limitée et
pendant 8 jours (n = 4, courbe rouge). La fleche représente que la glande mammaire posséde
le moment de l'injection. Le traitement a I'cestradiol a

diminué significativement la production laitiere (P < 0,05). une forte capacité a se régénérer.
D’apreés Delbecchi et al., 2005 \
(b'ap ) Cette mammogenése de novo est
primordiale pour son bon fonctionnement. La régénération du tissu sécréteur lors de chaque
nouvelle gestation se fait par le recrutement de cellules souches pluripotentes présentes

dans la glande mammaire.
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2.2. Synthése du lait

2.2.1. Lacellule épithéliale mammaire

Les différents constituants du lait sont synthétisés par un type cellulaire spécialisé :
les CEM (Figure 4). Ces cellules sont organisées en épithélium monostratifié qui tapisse les
alvéoles de la glande mammaire. Chacune des cellules synthétise tous les constituants du
lait. Ce sont des cellules polarisées qui acquierent au cours de la gestation la capacité a

synthétiser du lait, via des transformations physiques et biochimiques.

En début de gestation, les CEM s’organisent

Lumiére de l'alvéole

autour de la lumiére alvéolaire, leur pble basal étant
ancré a la membrane basale formée par la matrice
extracellulaire. A ce stade, le réticulum endoplasmique
et l'appareil de Golgi sont peu réticulés, les

mitochondries sont rares, et les vésicules de sécrétions

exceptionnelles ; signes d’inactivité des CEM. Au fur et a

mesure que la gestation progresse, les CEM se dotent

d’une organisation caractéristique de cellules

sécrétrices : le cytoplasme augmente en volume, les

e
Membrane basale basa]

Figure 4. Représentation
schématique d’une cellule épithéliale
des vésicules de sécrétion protéique et des gouttelettes  mammaire. (Ig : Immunoglobuline).

mitochondries sont nombreuses, I'appareil de Golgi se

rapproche du noyau et devient de plus en plus réticulé,

lipidiques font leur apparition. Au moment de la

parturition, la quasi-totalité des CEM sont matures et fonctionnelles. Le noyau qui était
jusque-la dans la partie médiane de la cellule migre vers le pble basal afin de laisser la place
aux nombreuses citernes du réticulum endoplasmique et aux mitochondries abondantes. Le
cytoplasme atteint alors son volume maximal et contient de nombreuses vésicules de
sécrétions et gouttelettes lipidiques prétes a passer dans la lumiere alvéolaire située du coté

apical des CEM (Martinet & Houdebine, 1993).

La cohésion et I’étanchéité de I'épithélium sécréteur formé par les CEM sont assurées
par des structures protéiques maintenant le contact entre les cellules. Plusieurs types de

structures participent au maintien de l'intégrité épithéliale, parmi lesquelles les jonctions



serrées (formées par des protéines des familles des occludines, des claudines et des
molécules d’adhésion des jonctions (ou JAM)), les jonctions d’adhérence (composées par des
protéines des familles des cadhérines et des caténines), les gap communicantes et les
desmosomes. Elles permettent I'établissement d’une barriére entre I'espace interstitiel et le
compartiment alvéolaire, régulant ainsi le transfert d’éléments dans le lait. Une modification
de la stabilité de ces structures altere donc I’étanchéité de cette barriére ; il en résulte une
modification de la composition du lait (Ben Chedly, 2009). C’est notamment par |'ouverture
des jonctions serrées que débute le processus d’involution mammaire, caractérisé par une

modification de la composition du lait en protéines (Hurley, 1989).
2.2.2. Activités de synthese et de sécrétion

Le lait est composé essentiellement d’eau, de protéines, de sucres, de lipides, de sels
minéraux et de vitamines. La majeure partie des constituants du lait est directement
synthétisée par les CEM a partir d’éléments apportés par la circulation sanguine, mais
certains constituants tels que I'eau, les vitamines, les sels minéraux et quelques protéines

(e.g. lesimmunoglobulines) passent directement dans le lait, sans étre modifiés.

2.3. Facteurs déterminant la quantité de lait produite

La quantité de lait produite par la glande mammaire a un moment donné dépend de
I'activité de synthese des CEM, mais aussi et surtout du nombre de CEM et de I'organisation
du tissu sécréteur (Stefanon et al., 2002). Le nombre de CEM est déterminé par des
modulations de la balance prolifération/apoptose. L'intensité du remodelage tissulaire qui
permet une réorganisation du tissu sécréteur peut étre mesurée au travers de l'activité

protéasique d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire, les MMP (Métalloprotéinases).

28



2.3.1. Balance prolifération/apoptose

Dans la glande mammaire en lactation, le renouvellement des CEM est assuré

continuellement par deux

| Début de lactation | | Milieu de lactation | Ilnvolution régénératricel
phénomeénes que sont la Apoptose
prolifération cellulaire et la  Prolifération @:.)
i @
mort cellulaire programmée
(ou apoptose). C'est de cet MMP - - - MMP -
équilibre entre ces deux ‘ ‘ e celu
B . M Nombre de cellules J Nombre de cellules F\i/éNr(;:’;ic:’saliécslaLilrzs
phenomenes, pluS N Production de lait { Surface alvéolaire g
) . 1 Remodelage de la
J- Production de lait ! .
matrice extracellulaire

couramment appelé «

balance Figure 5. Evolution de la balance prolifération/apoptose et de |'activité
des MMP (Métalloprotéinases) au cours d’une lactation. (D’apreés

prolifération/apoptose », que Stefanon et al,, 2002)

dépend le nombre de CEM

actives. L'équilibre de la balance prolifération/apoptose évolue au cours d’une lactation
(Figure 5), ce qui engendre des variations de PL. En début de lactation, le taux de
prolifération cellulaire est supérieur au taux d’apoptose : le nombre de CEM et la PL
augmentent. Apres le pic de lactation, I'équilibre de cette balance s’inverse, le taux
d’apoptose devient supérieur au taux de prolifération cellulaire : le nombre de CEM et Ila
taille des alvéoles diminuent ; il en résulte une baisse de la PL. Capuco et al. (2001) ont
estimé que dans la glande mammaire bovine en lactation, le taux moyen de prolifération
était de 0,3% et le taux moyen d’apoptose de 0,56% par jour, ce qui correspond a un
renouvellement d’environ 50% des cellules au cours d’une lactation. Ainsi, sur la totalité de
la lactation, c’est le phénomeéne d’apoptose qui prédomine sur la prolifération cellulaire, ce

qui se traduit globalement par une perte de CEM.

L'apoptose des CEM est le phénomene principal observé dans la glande mammaire
en lactation, mais surtout au cours de son involution. Une cellule apoptotique subit de
nombreuses modifications physiques et biochimiques conduisant a une condensation puis
une fragmentation de I’ADN, associé a des changements majeurs au niveau des organites et
de la membrane plasmique. Motyl et al. (2006) ont proposé trois niveaux de régulation de
I'apoptose dans la glande mammaire : une régulation intrinseque ou intracellulaire mettant

en jeu lintégrité des mitochondries ; une régulation extrinséque ou intra-mammaire
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impliquant des communications autocrine et paracrine via des récepteurs de mort cellulaire
; et enfin une régulation systémique notamment via des sécrétions hormonales ou différents
facteurs d’élevage. Nous nous restreindrons dans cette partie aux deux premiers niveaux de

régulation, le troisi€me sera abordé dans le chapitre 4.

La voie extrinseque met en jeu divers facteurs pro- et anti-apoptotiques tels que TGF-
B et IGF-I. Le facteur IGF-I est connu dans la glande mammaire pour son action mitogéne,
mais il joue également un rdle dans la survie des CEM. En effet, I'addition d’IGF-I au milieu
de culture de CEM bovines réduit considérablement I'apoptose (Zarzynska & Motyl, 2005).
Le facteur TGF-B est quant a lui un facteur pro-apoptotique. Son expression ainsi que celle
de son récepteur augmentent dans la glande mammaire en involution chez plusieurs
especes dont les bovins (Plath et al., 1997). Dans les CEM bovines en culture, 'augmentation
de I'expression de TGF-B est stimulée par I'cestradiol et la progestérone (Zarzynska et al.,
2005) et est associée a une augmentation de I'expression de plusieurs facteurs intrinseques
(Zarzynska et al., 2007). Ainsi, 'augmentation de facteurs pro-apoptotiques (e.g. TGF-B) et la
diminution de facteurs anti-apoptotiques (ou facteurs de survie, e.g. IGF-I) dans la glande
mammaire agissent en synergie pour constituer ce que nous appellerons un stimulus

apoptotique. Ce stimulus

Voie extrinséque

Voie intrinséque

apoptotique déclenche

Stimulus

différentes voies de signalisation
(Figure 6) qui conduisent a

aimggationde | altération  des  membranes
la membrane
plasmique

mitochondriales.

Clivage des
substrats

: En effet, les protéines de

.
.

Y Fragmentation de f la famille Bc|-2-hom0|0gy

I'ADN

domain-3 (BH-3) sont activées

Figure 6. Représentation schématique des mécanismes suite a des cascades de
apoptotiques de la voie intrinseque, mettant en jeu l'intégrité des phosphorylations et
mitochondries, et de la voie extrinséque impliquant des récepteurs

de mort cellulaire. Bcl-2 : B-Cell lymphoma 2 ; BH3 : protéines de la  déphosphorylations. Ces
famille Bcl-2 Homology domain-3; CytC: cytochrome c; APAF1: ..
i i o protéines forment alors une
Apoptotic Peptidase Activating Factor 1; Casp3: Caspase 3;

Casp8 : Caspase 8 ; Casp9 : Caspase 9. liaison préférentielle avec les
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protéines de la famille de Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, ..) situées sur les membranes des
mitochondries. Suite a cette liaison, les protéines de la famille de Bcl-2 liberent Bax et Bak
qui vont former des pores dans les membranes externes des mitochondries et permettre
ainsi la libération du cytochrome c dans le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, le
cytochrome c s’associe avec APAF-1 (Apoptotic Peptidase Activating Factor 1) et la caspase 9
pour former un complexe protéique appelé apoptosome. L'apoptosome est la voie majeure
permettant |'activation, par clivage, de la caspase 3, enzyme centrale des principales voies
apoptotiques. Cependant, le clivage de la caspase 3 peut également se faire via d’autres
voies de signalisation n’impliquant pas les mitochondries ni I'apoptosome, c’est le cas par
exemple de la caspase 8 qui, aprés activation par un récepteur de mort cellulaire, ira
directement cliver la caspase 3. L’activation de la caspase 3 entraine le clivage direct ou
indirect de nombreuses autres protéines pour aboutir a une fragmentation de ’ADN et une
dégénérescence de la cellule, caractérisée par la formation de corps apoptotiques (Green &

Streuli, 2004).

Bien que la prolifération des CEM dans la glande mammaire en lactation soit limitée,
les CEM conservent leur capacité proliférative dans la mesure ou la prolifération cellulaire
peut étre augmentée par certains traitements ou facteurs d’élevage (cf. chapitre 4.11). Une
augmentation de la fréquence de traite en début de lactation induit une augmentation de la
PL en lien avec une augmentation de la prolifération cellulaire (Hale et al., 2003). Cette
stimulation de la prolifération cellulaire en réponse a des facteurs externes serait due a la
présence de cellules épithéliales souches ou progénitrices dans la glande mammaire. En
2002, Ellis & Capuco ont identifié¢ dans la glande mammaire bovine, une population de
cellules épithéliales ayant une forte capacité proliférative. A ce jour, encore aucun marqueur
spécifique des cellules souches épithéliales mammaires n’a pu étre identifié, chez aucune
espéce. Cependant, des colorations histologiques permettent de discerner différentes
populations de cellules épithéliales, en se basant sur lintensité de la coloration du
cytoplasme. Trois populations cellulaires ont ainsi pu étre identifiées dans la glande
mammaire bovine en développement : des cellules claires, foncées et intermédiaires (Ellis &
Capuco, 2002). Les différences d’intensité de coloration sont dues a I'accumulation de
protéines dans le cytoplasme des cellules, en lien avec le développement des organites et du

cytosquelette au cours de la différenciation. C’est [I'administration de BrdU
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(Bromodésoxyuridine), un analogue de la thymidine qui s’insére dans I’ADN au cours de la
phase de réplication dans les cellules en prolifération, effectuée avant le prélevement de
tissu mammaire, qui a permis d’estimer le taux de prolifération pour chacune des trois
populations cellulaires. Ainsi, la population de cellules claires est la moins représentée dans
la glande mammaire (10% des cellules épithéliales), mais c’est au sein de cette population
que le taux de prolifération est le plus important (50%). Les cellules intermédiaires
représentent 60% des cellules épithéliales dans la glande mammaire de génisses et ont
également une capacité proliférative élevée : 40% de ces cellules proliférent. Les autres
cellules épithéliales présentes dans la glande mammaire bovine en développement sont les
cellules foncées ; elles ont une capacité proliférative restreinte puisque seulement 10% de
ces cellules proliferent (Ellis & Capuco, 2002). Capuco et al., (2003) ont émis I’hypothése que
les cellules claires, présentes en

30% des cellules faible quantité mais hautement

10% de prolifération

60% des cellules prolifératrices, représenteraient
40% de prollferatlon
10% des cellules

50% de prolifération
——-—>
@
A @-—-—>
olo, @
) intermédiaires ou progénitrices, et

Auto- Ampllflcatlon Morphogenése , o )
renouvellement Morphogenése Différenciation d’autre part participeraient au

une population stock de cellules
souches épithéliales qui, par
divisions asymétriques, donneraient

d’une part naissance aux cellules

a@ a@

renouvellement du stock de cellules
Figure 7. Hypothéese proposée par Capuco et al. (2003) sur le
lien entre I'intensité de coloration du cytoplasme, le taux de
prolifération et le degré de différenciation des cellules qui sont les plus représentées mais
épithéliales dans la glande mammaire de génisse. (D’apres
Capuco et al., 2003) avec des capacités prolifératives

souches. Les cellules intermédiaires,

moindres, auraient quant a elles un

role amplificateur de I'expansion de la population de cellules progénitrices. Enfin, les cellules

foncées, qui ont une capacité proliférative restreinte, proviendraient de la différenciation
des cellules progénitrices (Figure 7).

Une étude récente a mis en évidence, pour la premiere fois, I'existence d'une

population de cellules souches/progénitrices dans la glande mammaire de cheévre. La

transplantation de ces cellules sous la capsule rénale de souris immunodéprimées a permis

de régénérer des colonies de cellules myoépithéliales (caractérisées par I'expression de la
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cytokératine 14), des colonies de cellules épithéliales (caractérisées par |'expression de la
cytokératine 18) et des colonies mixtes (Prpar et al., 2012). Ce sont ces cellules souches et
progénitrices qui confereraient a la glande mammaire cette capacité unique a étre le siege
de cycles de développement/régression au rythme des cycles de reproduction. En effet, a la
fin de la lactation, le tissu sécréteur régresse, la glande mammaire entre en involution. Au
cours de cette phase d’involution, le taux d’apoptose est élevé, ce qui permet une
élimination des CEM sénescentes. Dans certains cas (cf. chapitre 4.1.) la glande mammaire
doit se préparer a enchainer plusieurs lactations successives, c’est pourquoi il est possible de
mesurer, notamment dans la glande mammaire bovine, une augmentation de la

prolifération cellulaire lors de I'involution (Capuco et al., 2003).

2.3.2. Remodelage tissulaire

La quantité de lait produite dépend également de 'organisation du tissu sécréteur.
En fin de lactation et en début d’involution de la glande mammaire, la PL chute fortement, et
cette chute de PL est associée a une augmentation du remodelage tissulaire (Stefanon et al.,
2002). Dans la glande mammaire, les CEM sont séparées du stroma par une membrane
basale composée des protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, collagénes | et IV,
...). Le remodelage intensif qui a lieu lors de l'involution nécessite la dégradation de la
matrice extracellulaire par les MMP dont I'expression et I'activité protéasique augmentent
considérablement dans la glande mammaire bovine aprées 5 jours d’involution (Rabot et al.,
2007). Ambili et al. (1998) ont mis en évidence I'implication principale d’'une gélatinase lors
de l'involution de la glande mammaire chez la ratte, et ont montré que cette protéase
pouvait étre régulée par les stéroides ovariens. En effet, I'injection d’cestradiol chez des
rattes en lactation induit, 48h apres l'injection, une augmentation de I'expression et de
I'activité de cette gélatinase. Un effet comparable est retrouvé aprées un traitement a

I’cestradiol de CEM de rattes in vitro.

La dégradation de la matrice extracellulaire par les MMP influence non seulement
I'organisation des structures alvéolaires sécrétrices, mais agit aussi directement sur la survie
des CEM (Pullan et al.,, 1996 ; Green & Streuli, 2004). Des études in vitro ont permis
d’estimer un taux d’apoptose supérieur a 2,5 % dans des cultures primaires de CEM murines

lorsque celles-ci sont cultivées sur du collagene | ou sur du plastique. L'apoptose de ces CEM
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est réduite a un taux de 0,1 % lorsqu’elles sont cultivées sur une membrane basale de
synthese (Pullan et al., 1996). La membrane basale agirait directement sur la survie des CEM
via les intégrines B1. D’'une maniére plus générale, les protéines impliquées dans les
interactions cellule - cellule et cellule - matrice extracellulaire sont importantes pour la
survie des CEM et permettent de stabiliser le cytosquelette des cellules (Green & Streuli,

2004).

2.4. Régulation hormonale de la lactation

Figure 8. Représentation schématique de la régulation hormonale de la synthese du lait. GH: Growth
Hormone ; GHRH : GH Releasing Hormone ; GHIH : GH Inhibiting Hormone ; Prl : Prolactine ; PRF : Prolactin
Releasing Factor; TRH: Thyrotropin Releasing Hormone; ACTH : hormone adrénocorticotropique; IGF-I :
Insulin-like Growth Factor I, OT : Ocytocine; E, : (Estradiol; P, : Progestérone.
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2.4.1. Initiation de la lactation ou lactogénese

Les premieres sécrétions lactées apparaissent dans la glande mammaire des la fin de
la gestation. La fin de la gestation et la parturition constituent une période durant laquelle
de grands bouleversements hormonaux ont lieu et conduisent a l'initiation des sécrétions
lactées, en commencant par la production de colostrum. C'est ce qu’on appelle la phase de
lactogenése. Les principales hormones impliquées dans la lactogenese sont les
glucocorticoides, la Prl et la GH. Leur sécrétion est maximale autour de la parturition et elles
sont essentielles a la transition mammogenése/lactation dans la glande mammaire. La Prl et
la GH sont deux hormones peptidiques chimiquement proches I'une de l'autre et sont
respectivement sécrétées par les cellules lactotrophes et somatotrophes de I’hypophyse
antérieure. La sécrétion de la Prl est régulée via I'action inhibitrice de la dopamine produite
dans I'hypothalamus et les actions stimulatrices du PRF (Prolactin Releasing Factor) et de la
TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) (Freeman et al., 2000). La sécrétion de la GH est elle
aussi placée sous contréle hypothalamique au travers des actions combinées de la GHRH
(GH Releasing Hormone) et de la GHIH. Cependant, leurs sécrétions et leurs actions sur la
glande mammaire sont fortement liées aux changements des profils de sécrétion
d’cestradiol et de progestérone qui surviennent au cours du dernier tiers de gestation. La
sécrétion de progestérone, soit par le corps jaune chez les rongeurs, soit par le placenta chez
la femme et les ruminants, chute progressivement. Cette diminution de la sécrétion de
progestérone est indispensable a I'induction de la lactogenése par la Prl. En effet il a été
montré qu’au cours de la gestation, la progestérone exercait une action inhibitrice sur la Prl.
Cette action inhibitrice est double et s’exerce a la fois sur la décharge hypophysaire de Prl
(Vermouth et al., 1974) et sur la différenciation des CEM (Loizzi et al., 1985). En paralléle de
la diminution progressive de la sécrétion de progestérone, la sécrétion d’cestradiol
augmente au cours de la gestation et chute brutalement aprés la parturition. Ce pic de
sécrétion contribue également a l'initiation de la lactation en agissant directement sur les
cellules lactotrophes et somatotrophes de I’hypophyse pour stimuler la synthése et la
sécrétion de Prl et de GH (Zarate & Seilicovich, 2010). L'cestradiol ne semble pas avoir d’effet
direct sur la glande mammaire lors de la lactogenése dans la mesure ol c’est a ce moment-Ia
que I'expression de ses récepteurs dans les CEM est la plus faible (Schams et al., 2003).

Ce sont Stricker & Grueter qui, en 1929, ont mis en évidence le role de facteurs

hypophysaires dans l'initiation de la lactation, en observant que I'administration d’extraits
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d’hypophyse chez des lapines pouvait induire une croissance mammaire et des sécrétions
lactées. Le rble de la GH dans la lactogenése a été suggéré des les années 1940 et confirmé
ultérieurement, notamment chez la souris et chez la femme chez lesquelles une mutation
soit du gene codant pour la GH soit du géne codant pour son récepteur empéche l'initiation
de la lactation (Lamote et al., 2004). Cependant, son action directe sur les CEM a été peu
décrite et semblerait passer majoritairement par une stimulation de la prolifération des CEM
en fin de gestation (Annen et al., 2007), associée a une légere stimulation de la synthése de
caséines (Trott et al., 2008). La GH ne semble avoir aucun effet sur la différenciation de CEM,
ni sur la synthese des différents constituants du lait (Annen et al. 2007). En revanche, I'action
de la Prl sur les CEM en début de lactation a été plus largement décrite, notamment par
Akers et al. en 1981 (a et b). Ainsi, en traitant des vaches péri-parturientes a la
bromocriptine (un agoniste de la dopamine), ils ont pu observer une diminution importante
de la concentration plasmatique en Prl associée a une PL réduite de 40 % par rapport a des
vaches non traitées. Le traitement a la bromocriptine a également induit une baisse de la
concentration totale en ARN dans la mamelle sans toutefois diminuer la concentration en
ADN, suggérant une action de la Prl sur I'activité et la différenciation des CEM plutét que sur
la prolifération. Des analyses cytologiques plus fines leur ont permis de montrer que la Prl
était impliquée dans le développement du réticulum endoplasmique et de I'appareil de Golgi
dans les CEM. De plus, I'activité d’enzymes impliquées dans la biosynthese des acides gras
ainsi que I'a-lactalbumine, indispensable a la synthése du lactose, étaient significativement
diminuées par le traitement, mettant ainsi en évidence une stimulation par la Prl de la
synthése des acides gras et du lactose dans les CEM.

Les glucocorticoides sécrétés par les glandes surrénales sont également nécessaires a
I'initiation des sécrétions lactées. Leur production est contrélée par I’ACTH, produite par
I'antéhypophyse. Les glucocorticoides sont faiblement sécrétés pendant la gestation, mais
un pic de sécrétion a lieu au moment de la parturition. Ces hormones seules n‘ont pas
d’effet sur les CEM, mais elles sont nécessaires a leur différenciation (Mills & Topper, 1969)
et a la synthese des acides gras, du lactose et des caséines (Goodman et al.,, 1983) et
potentialisent les effets de la Prl. L'hormone placentaire lactogene dont la concentration
dans le sang maternel augmente lors de la deuxieme moitié de gestation chez la vache
participe également a la différenciation des CEM et a l'initiation de leur activité sécrétrice

avant la parturition (Akers, 1985).
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2.4.2. Maintien de la lactation ou galactopoiese

La galactopoiése décrit I'ensemble des processus conduisant au maintien des
sécrétions lactées dans la glande mammaire. Comme nous I'avons vu au chapitre précédent,
la quantité de lait produite par la glande mammaire dépend de I'activité de synthese et de
sécrétion du lait par les CEM, mais aussi et surtout du nombre de CEM et de I'organisation
du tissu sécréteur. Par conséquent, les facteurs galactopoiétiques regroupent I’'ensemble des
facteurs stimulant la synthése des différents constituants du lait, des facteurs prolifératifs et
des facteurs anti-apoptotiques. La encore, la Prl et la GH jouent un role essentiel.

La Prl a longtemps été considérée comme étant principalement un facteur
lactogénique et n"ayant que peu d’importance pour la galactopoiése. Les premiéres preuves
du role galactopoiétique de la Prl sont venues du fait que sa concentration plasmatique
augmentait avec la photopériode et qu’elle était associée a une augmentation de la PL
(Peters et al.,, 1981). A linverse, chez des vaches en lactation, I'administration de
mélatonine, hormone sécrétée par la glande pinéale pendant la nuit, induit une baisse de la
sécrétion de Prl et une diminution de la PL (Auldist et al., 2007). Plus récemment, toujours
chez la vache en lactation, il a été montré que I’administration de quinagolide, un agoniste
des récepteurs D2 a la dopamine permettant d’inhiber la sécrétion de Prl, induisait non
seulement une baisse de la PL (Lacasse et al., 2011), mais également une diminution de
I'expression des genes codant pour la caséine k et pour I'a-lactalbumine (Boutinaud et al.,
2012), suggérant un réle de la Prl dans le maintien de I'activité de synthése du lactose et des
protéines du lait pendant la lactation. Au cours de la lactation, la sécrétion de Prl est
stimulée par la traite ou la tétée du jeune. Chez la vache, les décharges de Prl libérées a la
traite peuvent étre inhibées par I'administration de quinagolide, sans toutefois modifier le
niveau basal de Prl (Lacasse et al., 2011). Ainsi, suite a la stimulation de thermorécepteurs et
de mécanorécepteurs situés aux niveaux du trayon et du plancher de la mamelle, un signal
serait transmis a I’hypothalamus pour activer la libération de Prl par I’hypophyse.

De la méme maniére que ce qui a été décrit dans le cadre de la lactogeneése, le réle
de la GH dans la galactopoiése passerait essentiellement par des actions prolifératives et
anti-apoptotiques sur les CEM, permettant ainsi de maintenir le nombre de cellules
sécrétrices au cours de la lactation. Capuco et al. (2001) ont étudié 'effet de I'injection de
GH chez des vaches en milieu de lactation. Un marquage immunohistochimique des cellules

positives pour le marqueur Ki67 leur a permis de montrer que la GH induisait une
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augmentation de la prolifération cellulaire dans la glande mammaire bovine en lactation.
L'administration de GH au cours de la lactation augmente la PL (Svennersten-Sjaunja &
Olsson, 2005).

Les actions de la GH sur la glande mammaire passent essentiellement par
I'intermédiaire du facteur de croissance IGF-I. En effet, la GH stimule I'expression d’IGF-1 a la
fois localement, dans le stroma de la glande mammaire, et au niveau systémique, dans le
foie (Herrington & Carter-Su, 2001). Plusieurs études ont montré qu’lGF-I stimulait la
prolifération cellulaire dans la glande mammaire et augmentait la PL (Trott et al., 2008). I
agit également sur les CEM comme un facteur de survie en activant la phosphorylation de la
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) qui active a son tour, par phosphorylation, le facteur
anti-apoptotique Akt (Green & Streuli, 2004). Les actions prolifératives et anti-apoptotiques
de la GH dans la glande mammaire sont suppléées par la Prl qui, en plus de stimuler la
synthese de différents constituants de lait, induit I'expression d’IGF-1l et inhibe I'expression
d’IGFBP-5 via I'activation de STATS (Signal Transducer and Activator of Transcription) (Hovey
et al., 2003 ; Flint & Knight, 1997). Ainsi, l'inhibition de I'expression d’IGFBP-5 empéche la
séquestration d’'IGF-I et potentialise ses effets sur les CEM.

Les hormones stéroidiennes (cestradiol et progestérone), qu’elles soient d’origine
ovarienne ou feeto-placentaire, semblent avoir un effet négatif sur la glande mammaire en
lactation. Dans les systémes laitiers actuels, les vaches sont en lactation et gestantes de
maniere concomitante. Plusieurs études ont montré que la gestation avait un effet négatif
sur la PL (Bachman et al.,, 1988 ; Bertilsson et al.,, 1997). Outre un effet évident de
compétition énergétique entre la croissance intra-utérine du foetus et la synthese du lait, cet
effet négatif pourrait étre lié aux fortes quantités de progestérone sécrétées pendant les
deux premiers tiers de la gestation et qui inhibent la sécrétion (Vermouth et al., 1974) et
I’action de la Prl (Loizzi et al., 1985). Cependant, I'cestradiol semble aussi fortement impliqué
dans cette baisse de PL. En effet, Bachman et al. (1988) puis Sorensen & Knight (2002) ont
remarqué que l'effet négatif de la gestation sur la PL débutait entre 100 et 150 jours de
gestation, ce qui coincide avec le début des sécrétions d’cestrogenes par le systéme foeto-
placentaire (Patel et al., 1999). Plusieurs études ont également montré que I'administration
d’cestradiol exogene chez des vaches pendant la galactopoiéese induisait une forte baisse de
la PL (Mollett et al., 1976 ; Athie et al., 1996 ; Delbecchi et al., 2005). L’administration de

progestérone n’a, quant a elle, aucun effet seule et augmente légerement I'effet de
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I'cestradiol lorsque ces deux hormones sont administrées conjointement (Mollett et al.,
1976). Delbecchi et al. (2005) ont également observé que la baisse de PL était associée a une
diminution de l'ingestion alimentaire, suggérant que I'cestradiol pourrait agir sur le
métabolisme général de I'animal, au niveau systémique. Par analogie, il est intéressant de
relever que chez la femme allaitante, une contraception hormonale a base de progestatifs et
exempte d’éthinyloestradiol est préconisée. L'utilisation de pilules d’éthinyloestradiol
minidosées (< 50 pg) peut étre envisagée, mais seulement aprés la 6°™ semaine
d’allaitement. En effet, les pilules d’éthinylcestradiol normodosées (> 50 pg) réduisent les
sécrétions lactées (Briend et al., 1991).

La lactation est une fonction biologique entrainant de grands changements
métaboliques a I’échelle de I'organisme. L’entretien de la production de lait se fait grace aux
hormones galactopoiétiques qui agissent localement sur la glande mammaire, mais il passe
également par des modulations hormonales au niveau systémique qui contrblent le
métabolisme. La production de lait par la mamelle conduit a une forte augmentation des
besoins en eau et en nutriments (glucose, acides aminés et acides gras) nécessaires a la
synthése du lait. Ainsi, au moment du pic de production, les besoins en énergie pour
synthétiser le lait représentent environ 80 % de I'énergie emmagasinée, ce qui implique une
mobilisation importante des réserves corporelles. Tout ceci est orchestré par le systéme
endocrinien: la GH et le cortisol augmentent la lipolyse dans le tissu adipeux et la
néoglucogenése dans le foie, la Prl et I'insuline favorisent I'absorption intestinale du calcium
et d’acides aminés, tandis que la leptine (hormone peptidique régulant les réserves
lipidiques dans I'organisme et responsable de la sensation de satiété) agit au niveau central
pour réguler I'absorption d’énergie. La GH associée a I'action d’hormones vasoconstrictrices
(vasopressine, adrénaline, noradrénaline, angiotensine 1) et vasodilatatrices (oxyde nitrique,
peptide atrial natriurétique) contribue a augmenter le débit sanguin et 'apport de sang a la
glande mammaire (Svennersten-Sjaunja & Olsson, 2005).

Le lait synthétisé est stocké dans le compartiment alvéolaire et dans la citerne chez
les ruminants. Une vidange réguliere de la mamelle, soit par la traite soit par la tétée du
jeune, est essentielle au maintien de la lactation. L’hormone qui permet I'éjection du lait du
compartiment alvéolaire est I'ocytocine. L'ocytocine est une petite hormone peptidique
produite dans I’hypothalamus et sécrétée par I'hypophyse postérieure (ou neurohypophyse)

en réponse a la stimulation par la traite ou la tétée de récepteurs situés dans le trayon.
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L’ocytocine induit la contraction des cellules myoépithéliales qui entourent les alvéoles, pour
permettre le passage du lait des lumiéres alvéolaires vers la citerne. C'est ce qu’on appelle le
réflexe d’éjection du lait. Outre son role dans la vidange de la mamelle qui assure le maintien
de la PL en empéchant I'accumulation du lait et la formation de stases lactées, I'ocytocine
joue un role direct dans la galactopoiese. En effet, Lollivier et al. (2002) ont rapporté que
I’'administration d’ocytocine avant la traite permettait d’augmenter la PL de maniere dose-
dépendante, et que son action était plus efficace lors de la phase descendante de la
lactation. Ils ont aussi démontré que dans la glande mammaire de rongeurs, le récepteur a
I'ocytocine est exprimé par les cellules myoépithéliales, mais également par les CEM.
L’action de I'ocytocine sur les CEM stimule alors la sécrétion des différents constituants du
lait en accélérant les processus d’exocytose. Un traitement a l'ocytocine d’explants
mammaires de lapine induit d’abord une accélération du transport intracellulaire de
vésicules de sécrétions dans les CEM, puis une contraction des cellules myoépithéliales

(Lollivier et al., 2006).

2.4.3. Arrét de la lactation ou tarissement

La PL diminue spontanément aprés quelques mois de lactation, jusqu’a un arrét total
des sécrétions. La baisse de la PL au fur et a mesure de I'avancement de la lactation est
favorisée par des décharges hypophysaires de Prl et de GH de moins en moins élevées. Les
décharges de Prl induites par la tétée ou par la traite sont de plus en plus faibles au cours de
la lactation (Fuchs et al., 1984). L’arrét des tétées au sevrage ou l'arrét de la traite au
tarissement engendre un arrét des sécrétions de Prl et d’ocytocine. Ainsi, ces hormones ne
peuvent plus exercer leurs effets galactopoiétiques, que ce soit au niveau de la stimulation
de la synthése et de la sécrétion des différents constituants du lait par la Prl et 'ocytocine,
ou par des effets prolifératifs et anti-apoptotiques exercés par la GH et la Prl sur les CEM. La
baisse des concentrations plasmatiques de GH induit une diminution de I'expression d’'IGF-I
dans le foie et dans le stroma de la glande mammaire. En paralléle, la baisse des niveaux de
Prl leve linhibition qu’elle exercait sur I'expression d’IGFBP-5. Il en résulte une
augmentation importante du taux d’apoptose dans la glande mammaire, associée a une
baisse de I'activité de synthese des CEM : le tissu sécréteur est en involution.

A cela vient s’ajouter une augmentation importante de I'expression de ERa dans la

glande mammaire en fin de lactation. Plusieurs études ont mis en évidence un réle de
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I'cestradiol dans l'involution de la glande mammaire. Une augmentation du nombre de
cellules dans le lait, associée a une baisse de la concentration en a-lactalbumine et lactose,
ainsi qu’a une augmentation de la concentration en protéines totales (Athie et al., 1996) et
plus particulierement en lactoferrine (Welty et al., 1976 ; Athie et al., 1996, Singh et al.,
2008) et en stanniocalcine (Delbecchi et al., 2005, Miller et al., 2006 ; Tremblay et al., 2009)
ont été observées suite a l'injection d’cestradiol chez des vaches en fin de lactation.
L’ensemble de ces phénomeénes est caractéristique de I'ouverture des jonctions serrées qui a
lieu lors de I'involution mammaire.

Peaker & Wilde (1996) ont également suggéré I'existence d’une rétroaction
inhibitrice de I'un des constituants du lait sur la synthése de lait dans la glande mammaire, et
qui interviendrait a la suite de I'accumulation de lait dans la mamelle. Cette rétroaction
serait due a la présence d’une protéine FIL (Feedback Inhibitor of Lactation), identifiée pour
la premiére fois dans le lait de chevre (Wilde et al., 1995) et qui, par une action autocrine,
inhiberait la synthese de différents constituants du lait par les CEM. Le FIL accentuerait
également les processus apoptotiques en diminuant la réceptivité a la Prl qui ne peut alors
plus exercer son action anti-apoptotique sur les CEM (Stefanon et al., 2002). Si ce type de
mécanisme est probable, I'existence d’un peptide unique, et en particulier de celui mis en
avant par cette équipe, est loin d’étre prouvée (Marnet & Komara, 2008). Silanikove et al.
(2000) ont d’ailleurs démontré I'effet inhibiteur d’autres peptides issus de la dégradation des
caséines, et Stull et al. (2007) ont clairement identifié un contréle sérotoninergique des

jonctions serrées qui peut altérer I'activité synthétique des CEM.

2.5. Approches expérimentales pour I’étude anatomo-physiologique de la glande
mammaire
Les études concernant le développement et le fonctionnement de la glande
mammaire peuvent se faire via différentes approches in vivo ou in vitro. Le choix du modele

dépend essentiellement de la question posée et du niveau d’investigation souhaité.

2.5.1. Approches in vivo
Les études in vivo nécessitent la mise en place de préléevements de matériel
biologique mammaire. Des prélévements de tissu mammaire peuvent étre réalisés par

prélevement de la mamelle dans son intégralité lors de |'abattage de I'animal, ou par
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biopsie, qui permet le prélevement de petits échantillons. Farr et al. (1996) ont développé
une méthode de prélevement de tissu mammaire par biopsie qui permet I’échantillonnage
de carottes de tissu d’environ 600 mg (Figure 9A). Cette méthode permet une étude en
dynamique de I’évolution du tissu sécréteur dans la mesure ou plusieurs prélevements
peuvent étre effectués sur un méme quartier, et ol elle ne nécessite pas I'abattage des
animaux. En revanche, elle présente également certaines limites. Dans le cadre de I'étude du
développement de la glande mammaire a la puberté, une biopsie peut étre difficile a réaliser
si la mamelle est trop petite. Le probleme inverse se pose dans le cadre d’études sur la
glande mammaire en lactation. En effet, une glande mammaire bovine en lactation peése
entre 20 et 30 kg. La glande mammaire est un organe hétérogene, composé de différentes
zones anatomiques et de différents tissus (cf. chapitre 2.1.). Il est donc légitime de se poser la
question de la représentativité de 600 mg de tissu par rapport a un organe dont la masse est
50 000 fois supérieure (Figure 9B).

Le prélevement de la mamelle dans son intégralité nécessite quant a lui I'abattage
des animaux, mais permet un échantillonnage plus important, dans différentes zones du

tissu sécréteur, ce qui le rend plus représentatif que le préléevement par biopsie (Figure 9B).

Figure 9. Méthodes de prélevement de tissu mammaire. (A) Outil pour biopsie mammaire et carotte de tissu
obtenue par la méthode proposée par Farr et al. (1996). (B) Représentativité des prélevements de tissu
mammaire par biopsie ou lors de |'abattage.
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Les prélevements par biopsies et lors de I'abattage sont donc deux approches
complémentaires qui, lorsqu’elles sont associées, permettent une étude en dynamique du
tissu mammaire tout en assurant une certaine représentativité du tissu sécréteur dans la
mamelle au travers des prélévements a I'abattage. Cependant, méme s’il est parfois possible
de n’effectuer des préléevements que par biopsie, sans abattre les animaux, cette approche
reste invasive.

L'utilisation de la fraction de CEM exfoliées dans le lait est une méthode non invasive,
alternative a l'utilisation de biopsies mammaires. En effet, bien que la majorité des cellules
présentes dans le lait soit des cellules immunitaires, une faible proportion des cellules du lait
est composée de cellules épithéliales. Le nombre de ces CEM retrouvées dans le lait est
directement lié a la structure de I'épithélium mammaire qui évolue au cours de la lactation
et qui peut également étre influencé par certaines pratiques d’élevage telles que des
variations de la fréquence de traite ou encore par I'état sanitaire de la mamelle. Cette
fraction cellulaire peut étre identifiée par cytométrie de flux, et isolées grace a l'utilisation
d’un anticorps dirigé contre la cytokératine 8-18, spécifiquement exprimée par les CEM. Un
marquage TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labelling) réalisé
sur cette fraction cellulaire, isolée du lait de chévre, et analysé par cytométrie de flux a
permis d’estimer que 10% de ces cellules étaient apoptotiques. Cependant, parmi les 90 %
restantes, une analyse de la viabilité des CEM du lait basée sur la capacité des cellules
viables a exclure le colorant bleu trypan de leur cytoplasme, n’a mis en évidence que 40% de
cellules viables (Boutinaud et al., 2002b). Les CEM viables contenues dans le lait peuvent
malgré cela étre mises en culture ou étre utilisées pour des analyses transcriptionnelles
représentatives. Ainsi, a partir des CEM contenues dans le lait de chévre, Ben Chedly et al.
(2010) ont pu mettre en évidence l|'expression différentielle de génes impliqués dans
I'activité de synthése du lait et dans des processus apoptotiques en réponse a une variation

de la fréquence de traite.

2.5.2. Approches in vitro/ex vivo

Des études pharmacologiques sur les CEM peuvent étre également menées in vitro
ou ex vivo. Ces études concernent la réponse a un traitement d’un type cellulaire en
particulier. Elles permettent de s’affranchir de I'ensemble des communications hormonales

systémiques et paracrines en isolant un ou quelques types cellulaires du reste de
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I'organisme. Des cultures primaires de CEM ont été établies a partir des cellules exfoliées
dans le lait (Buehring, 1990) ou a partir d’explants mammaires purifiés (McGrath, 1987). Ces
modeles d’étude ex vivo sont les plus a méme de répondre a un stimulus en restant fideles
aux mécanismes qui ont lieu in vivo. Cependant ces cellules en culture ont une durée de vie
limitée et ne peuvent excéder 16 passages (Huynh et al., 1991).

Des lignées de CEM sont également disponibles. Deux lignées principales de CEM
bovines ont été largement caractérisées et utilisées: la lignée BME-UV développée par
Zavizion et al. en 1996, et la lignée MAC-T développée par Huynh et al. en 1991. Ces deux
lignées cellulaires ont été obtenues a partir de cultures primaires de CEM bovines. Ces
cellules ont été immortalisées par transfection stable d’'un plasmide contenant la séquence
codant pour le grand antigene T du virus simien 40 (ou SV40). Cette transfection leur a
conféré la capacité a proliférer sans se détériorer dans un milieu de culture adapté. Ces deux
lignées présentent des caractéristiques morphologiques propres aux CEM, telles que
I’acquisition d’une forme cubique, la présence de microvillosités et de desmosomes, ainsi
que I'expression de certains marqueurs biochimiques comme les cytokératines spécifiques
des CEM (Huynh et al., 1991 ; Zavizion et al., 1996). Les cellules BME-UV comme les cellules
MAC-T possedent également la capacité a synthétiser certains constituants du lait. Ainsi, les
cellules BME-UV expriment I'a-lactalbumine et I'a-caséine (Zavizion et al., 1996) tandis que
les cellules MAC-T sont capables de produire et de sécréter dans le milieu de culture de I'a-
lactalbumine et des caséines a et B (Huynh et al., 1991 ; Zhou et al., 2008). L'utilisation de
ces deux lignées par différentes équipes de recherche a permis d’affiner leur caractérisation.
Au regard des résultats obtenus par Zarzynska et al. (2005), il semblerait que la lignée BME-
UV soit un bon modele pour l'étude des actions d’hormones lactogéniques ou anti-
lactogéniques telles que la GH et la GHIH (GH Inhibiting Hormone). La lignée MAC-T est
également réceptive a la GH (Zhou et al., 2008) et a la Prl (Huynh et al., 1991) mais serait un
modele plus pertinent pour étudier I'action des stéroides sexuels, notamment |'cestradiol et

la progestérone (Zarzynska et al., 2005).
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3. CONTEXTE:

3.1. Description du positionnement et chronologie :

Depuis toujours je suis passionné par la biologie animale ; c’est ainsi que j’ai basé ma
formation universitaire (DEUG, Licence, Maitrise) a Rennes sur |'acquisition de connaissances
axées sur la biologie et la physiologie animale. A I'issue de ma maitrise, j'ai fait le choix
d’approfondir mes connaissances dans ce domaine en intégrant le DEA de Physiologie de la
Reproduction de I’'Université Paris VI ou j'ai eu l'opportunité d’avoir un enseignement de
grande qualité avec de nombreuses interventions de chercheurs INRA et un séjour de deux
semaines sur le site INRA de Nouzilly. Mon stage de DEA dans le laboratoire du Pr. Ozon m’a
permis d’avoir une « vision » biochimique du monde animal par I'étude d’une protéine

phosphatase de I'ovocyte de Xénope.

Par la suite, j’ai choisi de compléter ma formation en effectuant un Doctorat
d'Immunologie a [IInstitut Pasteur de Paris dans le laboratoire de signalisation
immunoparasitaire sous la direction du Dr Gordon Langsley. Cette thése m’a permis de
travailler sur le parasite Theileria qui infecte uniquement les bovins et qui provoquent de
lourdes pertes économiques dans les régions d’endémie. C’était pour moi I'occasion
d’étudier, a I'échelle cellulaire et a travers une pathologie bovine sévere, un modele de
transformation lymphocytaire. Ce travail m’a permis de compléter mes compétences
biochimiques et moléculaires mais également d’acquérir un savoir dans le domaine de la
mort cellulaire programmée et de la cancérologie. Au cours de ma thése, j'ai également été
responsable de la mise en oeuvre d'une nouvelle stratégie anti-tumorale, la « Drug
Phosphatase Technology » dans le cadre d’un Projet Transversal de Recherche de I'Institut
Pasteur dirigé par le Dr Garcia. Les résultats que j’ai obtenus a travers ce travail ont permis a
I'Institut Pasteur de déposer quatre déclarations d’invention dont deux ont été transformées
récemment en brevet international. Cette expérience m’a permis de collaborer avec de
nombreux chercheurs et d’intégrer tous mes résultats pour faire le lien entre des approches
cellulaires et moléculaires et une vision plus appliquée de mon travail. Ces trois années de
travail ont été marquées par la présentation de mes résultats et ceux de mes collaborateurs

lors de différents congrés internationaux, et concrétisées par plusieurs publications.
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A la suite de cette formation compléte, j'ai effectué un post-doctorat au sein du
laboratoire d’Immunologie Cellulaire et Tissulaire du Pr. Patrice Debré a I'h6pital de la Pitié-
Salpétriere. J'ai choisi ce laboratoire car je voulais acquérir une expérience dans le domaine
des pathologies humaines que sont les leucémies lymphoides et myéloides. Ce projet a été
pour moi I'occasion de compléter mes connaissances techniques et intellectuelles dans le
domaine de l'apoptose, et de déterminer le plus précisément possible les défaillances de ce

processus dans différentes hémopathies.

En octobre 2005, j'ai été recruté en tant que CR2 dans I’équipe BIOLAIT « Régulation
de I'activité métabolique et sécrétrice de la mamelle et qualité du lait » de 'Unité Mixte de
Recherches Production du Lait (UMR PL). Depuis le ler janvier 2012 (CR1 depuis 2009), je
fais partie de la nouvelle UMR PEGASE (Physiologie, Environnement et Génétique pour
I'Animal et les Systemes d'Elevage) et je suis intégré au sein de I'équipe Physiologie de la
lactation et synthése du lait. Le projet de I'équipe « Physiologie de la lactation et synthése
du lait » s’inscrit en partie dans la continuité des travaux de I'équipe Biolait de I'UMR PL. Il
vise a mieux comprendre le fonctionnement de la glande mammaire chez les animaux
ruminants et porcins afin de valider des stratégies d’élevage acceptables par les éleveurs, les
consommateurs et les citoyens et auxquelles les animaux peuvent s’adapter. Quand a mes
recherches, elles s’intégrent dans les missions de cette UMR qui sont d’acquérir des
connaissances sur la biologie des femelles laitieres et la maitrise de la lactation et de mettre
en oceuvre ces connaissances pour développer des pratiques d’élevage répondant aux
demandes émanant des filieres (efficacité de la production, qualité des laits) et aux
exigences de la société (impact environnemental de la production, bien-étre animal). Mes
recherches s’intégrent également dans le schéma stratégique du département INRA PHASE
(Physiologie Animale et Systémes d’élevage) ou elles dépendent du champ thématique

Production.

3.2. Contexte socio-économique :

La production de lait en France constitue un élément important de l'agriculture
francaise, les exploitations laitieres valorisant environ 8.2 M d’ha (28% de la surface agricole

utile) et produisant plus de 22 millions de tonnes de lait. La filiere frangaise concerne
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aujourd’hui un peu plus de 200 000 emplois entre les secteurs de la production et de la

transformation et génere un excédent commercial de plus de 3 milliards d’euros.

Habituée depuis plusieurs décennies a une grande stabilité avec le systéme des quotas et
une organisation nationale trés structurée, elle se trouve aujourd’hui confrontée a plusieurs

défis nouveaux et importants.

e La stabilité des marchés n’est plus assurée par des systemes de régulation et la sortie des
guotas annoncée va accentuer le probleme de la fluctuation du prix du lait déja observé. De
nouvelles formes plus flexibles de négociation des prix, des volumes et de la qualité du lait
vont sans doute émerger.

e ['agrandissement des exploitations, plus lent que dans la plupart des pays voisins, s’est
aujourd’hui accéléré avec en perspective des problémes de cohérence des systemes et des
structures d’exploitation, mais aussi de travail, la production de lait par travailleur
augmentant. Ce probléme du travail est également accentué par une baisse des qualités
d’élevage des vaches laitieres (reproduction, santé) et des contraintes moins bien acceptées
gu’auparavant (astreintes de traite).

* La question de I'environnement a pris une place importante dans les préoccupations des
systémes laitiers. Plus de la moitié des exploitations laitieres sont en zones vulnérables et
sont donc fortement incitées a réduire leurs rejets, notamment d’azote et de phosphore. De
plus, la question du réchauffement climatique a mis en avant le probléme des rejets de
méthane par les ruminants ainsi que les émissions de protoxyde d’azote liées aux effluents.
Mais I'élevage laitier qui présente une grande diversité de systémes de production viables,
peut offrir des alternatives pour maintenir la biodiversité et une certaine qualité de
I’environnement.

e Enfin, la notion de qualité des produits s’est étendue aux problemes de qualité
nutritionnelle des produits laitiers, les matiéres grasses et en particulier les matieres grasses
saturées ayant été particulierement mises en accusation. De plus, de nouvelles questions

nutritionnelles apparaissent sur la nutrition minérale ou sur les allergies liées au lait.

C'est donc bien I'ensemble des questionnements de la place de I'élevage laitier dans le

développement durable des territoires et des systémes alimentaires qui est au cceur de
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I’évolution de ce secteur dans les années a venir. Ce contexte en pleine mutation incite a
considérablement renouveler les questions de recherche finalisées pour apporter des
connaissances, des références, des outils et des innovations aux acteurs de la filiere et en

réponse aux attentes citoyennes.

3.3. Contexte scientifique:

Face a des situations économiques de plus en plus tendues et des fluctuations fortes du
prix du lait, la maitrise optimale du co(t de production, tout en maintenant I'efficacité
zootechnique de I'animal au long de sa carriére, s'impose. La carriere d’une vache laitiére se
décompose en plusieurs phases clés. La premiere, I'élevage de la génisse, dure généralement
de 2 a 3 ans. Elle est suivie par une 2eme phase de vie de production (alternance de phases
de lactation et de tarissement), qui dure en moyenne 3 a 4 ans, ce qui correspond a une
moyenne de 3 lactations environ par vache a la réforme. Chez la chévre, la durée d’élevage
est d’environ 1 an, pour une durée de vie en production de 6 a 7 ans. La période d’élevage
du jeune est essentielle car elle correspond a la croissance et au développement corporel, a
I’acquisition de la maturité sexuelle, au développement de la glande mammaire et donc au

final, a I'aptitude a se reproduire et a produire du lait.

De nombreuses études, y compris au sein de l'unité, ont montré I'importance de la phase
pré-pubére chez la génisse sur le développement de la glande mammaire et sur le potentiel
laitier ultérieur. Il existe peu de données chez la chevrette et de plus, les études se sont
focalisées sur les aspects zootechniques (croissance, production de lait, développement
pondéral des organes...), mais sans distinguer finement les stades de croissance. Certaines
phases sont en effet probablement plus importantes et sensibles a des modifications fines
de l'environnement, de l'alimentation... Ces modifications pourraient peut-étre modifier
finement et durablement le fonctionnement des cellules sécrétrices de lait, expliquant les
effets observés ultérieurement. Il apparait ainsi que I’étude du développement de la glande
mammaire et des facteurs capable de la moduler chez le jeune devient nécessaire pour
répondre aux critéeres économiques des éleveurs et pour déceler plus précocement les

aptitudes sécrétrices des jeunes femelles laitiéres.
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A I'heure actuelle, I'industrie laitiere francaise tend a encourager une évolution de la
production laitiere (PL) permettant un approvisionnement régulier des laiteries au cours de
I'année par les producteurs, afin de limiter les fluctuations du prix du litre de lait. En
parallele, les éleveurs cherchent a aménager leur temps de travail en pratiquant par
exemple des vélages groupés sur quelques mois de I'année ou I'omission d’une traite le
dimanche, quotidiennement en période estivale, ou en fin de saison laitiere. Ces
aménagements ont pour but de faciliter I'organisation du travail de I’éleveur qui peut
planifier différentes taches sur I'année et ainsi se réserver davantage de temps libre. Le souci
du bien-étre animal est de plus en plus présent chez le consommateur citoyen et influence
fortement I’évolution des conduites d’élevages. Or, dans les systémes laitiers actuels, la
majorité des vaches produit un veau chaque année et est en lactation pendant 10 mois de
I'année. En début de lactation, au moment du pic de production, les besoins énergétiques
nécessaires a la production du lait sont supérieurs a I'énergie que la vache peut absorber par
son alimentation. Il lui est donc nécessaire de puiser dans ses réserves corporelles I'énergie
manquante, on dit que la vache est en balance énergétique négative. Cette période, ainsi
que la mise-bas constituent deux périodes a risques pour la vache, qui sont a la fois difficiles
a gérer pour |'éleveur et mal percues par le consommateur citoyen. L'allongement des
lactations par I'amélioration de la persistance de lactation (phase de déclin de la PL qui
succede au pic de production) permet de réduire la fréquence des vélages et des périodes de
balance énergétique négative, tout en maintenant une PL plus stable au cours de I'année.
Pour maitriser ce phénoméne, il est nécessaire de comprendre les différents mécanismes
impliqués dans la synthese du lait et leur régulation au niveau de la glande mammaire et a

I’échelle de I'animal.

La persistance de la lactation définit la vitesse a laquelle chute la PL aprés le pic de
lactation. Cette persistance dépend du maintien du nombre de cellules épithéliales
mammaires (CEM — cellules qui sécretent le lait) et de I'organisation du tissu sécréteur dans
la glande mammaire. Elle peut étre modulée par différents facteurs d’élevage tels que la
fréquence de traite, le niveau d’apport alimentaire, ou encore le statut sanitaire et hormonal
de I'animal. L'ensemble de ces facteurs agit plus ou moins directement sur la balance
prolifération/apoptose des CEM et sur le remodelage tissulaire. Les stéroides ovariens

(cestradiol et progestérone) jouent un réle important dans le développement et le
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fonctionnement de la glande mammaire. Lors des phases de mammogenese, a la puberté et
au cours de la gestation, les stéroides ovariens stimulent la prolifération cellulaire et
favorisent la mise en place des structures sécrétrices. En revanche, ils semblent avoir un
effet négatif sur la glande mammaire en lactation. Plusieurs études menées chez la vache
ont montré que I'administration d’cestradiol associé ou non a de la progestérone pendant la
lactation induisait une baisse rapide de la PL et accélérait le processus d’involution de la
glande mammaire. Les mécanismes physiologiques mis en ceuvre dans la glande mammaire
et dans la CEM pour moduler la persistance de la lactation doivent étre mieux maitrisé.
Dans ce contexte, il est nécessaire d’étudier si les stéroides ovariens influencent la
persistance de la lactation et par quels mécanismes ils agissent sur la glande mammaire et

sur les CEM en lactation.

Mon activité de recherche depuis mon recrutement s’est ainsi déclinée ainsi en 3

sous-projets :

1- Etudier le développement précoce de la glande mammaire dans I'objectif de mieux
connaitre les déterminants et les régulations du développement de la mamelle au cours de

la phase pré-pubére chez le jeune ruminant.

2- Etudier le role des stéroides ovariens sur le développement de la mammaire au cours de

la lactation et sur la persistance de la lactation.

3- Etudier |'effet des stéroides ovariens sur la cellule épithéliale mammaire.
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4. ACTIVITES SCIENTIFIQUES :

4.1. Etude du développement mammaire chez le jeune :

4.1.1. l'ovariectomie comme modeéle d’étude des déterminants du développement
mammaire (2006-2011):

Le développement de la glande mammaire avant la puberté influence la production
de lait chez les ruminants laitiers. Avant la puberté, les différentes phases de développement
du parenchyme mammaire sont critiques pour la mise en place des futures unités sécrétrices
de lait. Chez la génisse, de nombreuses études ont montré que les stéroides ovariens ont un
réle majeur dans le développement mammaire avant la puberté. En revanche, les sécrétions
ovariennes ne semblent pas nécessaires pour la mammogenése chez la brebis. Les études
sur les effets systémiques des stéroides ovariens sur le développement mammaire étaient
inexistantes chez la chevrette et les mécanismes moléculaires liés a lI'influence des stéroides
ovariens au cours de la mammogenese n’étaient pas clairs. Dans un essai mené en 2007,
nous avions montré que les stéroides ovariens étaient nécessaires pour le développement
mammaire chez la chevrette avant la puberté (Dessauge et al, 2009). La suite de ce projet a
été de déterminer la période critique dans laquelle les stéroides ovariens sont requis pour la

mammogenese chez la chevrette et quels étaient les mécanismes moléculaires mis en jeu.

Dans cet objectif, une approche par ovariectomies sériées a été utilisée. Des
chevrettes ont été ovariectomisées (Ovx) a 1, 2, 3 et 7 mois d’dge ou ont subi des chirurgies
témoins (Int) aux mémes ages (8 chevrettes par date dont 4 ovx et 4 int). Les chevrettes
agées de 1, 2 et 3 mois étaient pré-puberes et les chevrettes dgées de 7 mois étaient
pubéres (contrbles positifs). A I'dage de 9 mois, tous les animaux ont été sacrifiés pour

réaliser des études sur les glandes mammaires. Tout au long de I'essai, des prises de sang

ont été effectuées dans le but de suivre les niveaux plasmiques en progestérone.
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La premiere étape de cette étude a consisté a valider notre modele chirurgical. Ainsi,

nous avons montré une absence totale de progestérone plasmatique circulante chez

Figure 10. Effet de I'ovariectomie a 1
mois d’age sur le développement du
parenchyme mammaire. (A)
Chevrette Int, (B) Chevrette Ovx-1.

I'ensemble des animaux ovariectomisés et une réduction
de 57% du poids des utérus. Dans une étude précédente
(Dessauge et al.,, 2009), nous avions montré que
I'ovariectomie chez la chevrette pré-pubére provoquait
une diminution significative de I’cestradiol.
L'ovariectomie chez la chevrette provoque donc
clairement une diminution des stéroides ovariens
comme cela a été décrit chez la génisse (Berry et al.,
2003). De maniére intéressante, nous avons montré que
I'organisation du tissu mammaire avait été négativement
affectée par I'ovariectomie sans pour autant mettre en
évidence une différence de poids de glande mammaire
entre les différents lots. Les analyses histologiques ont
révélés que chez les animaux ovariectomisés de maniere

précoce (avant 3 mois d’age), le parenchyme mammaire

présentait des structures mammaires rudimentaires et non développées (Figure 10). En

revanche, chez les animaux témoins, les glandes mammaires étaient correctement

structurées et organisées en lobes et lobules avec des canaux épithéliaux bien développés.

Ces défaillances de
développement mammaire chez
les animaux ovariectomisés de
maniere précoce étaient
systématiquement associées avec
une réduction significative de la
surface épithéliale mammaire. De
plus, nous avons observé que les
guantités de la protéine FABP-4
(Fatty Acid Binding Protein),

marqueur spécifique du tissu

10-‘* {*

R

Surface de parenchyme (%)
oo

Int-1 Ovx-1 Int-2 Ovx-2 Int-3 Ovx-3 Int-7 Ovx-7

Figure 11. Effet de I'ovariectomie sur le développement du
parenchyme mammaire. Les surfaces du tissu épithélial ont été
mesurées a |'aide du logiciel JMicroVision.

adipeux (Samulin et al., 2008) étaient augmentées chez les animaux ovariectomisés.

52



L’ensemble de ces résultats suggéraient ainsi que I'ovariectomie, pratiquée avant la puberté,
favoriserait le développement du tissu adipeux mammaire a la place du tissu épithélial
mammaire (Figure 11). Ces observations étaient en accord avec celles obtenues chez la
génisse. Berry et al. (2003) avaient montré que des génisses ovariectomisées a 2.5 mois
d’age et euthanasiées a 9 mois présentaient une réduction significative de I'épithélium

mammaire associée a une augmentation du tissu adipeux.

A travers cette étude, nous avons également montré que la suppression de la source
principale d’cestradiol et de progestérone avant la puberté avait provoqué une diminution
de la concentration en ADN mammaire et de la prolifération des CEM. Ces effets ont
également été identifiés chez la génisse. La prolifération des cellules mammaires chez des
génisses ovariectomisées avant la puberté était 10 fois plus faible que chez les animaux
intacts. De plus, chez les génisses ovariectomisées, moins d'1% des CEM étaient en
prolifération contre 2.5% chez les animaux intacts. Dans notre expérimentation, nous avons
également confirmé que le nombre de CEM marquées positivement avec Ki67 (marqueur de
prolifération, Figure 12) et le niveau de PCNA (protéine liée a la prolifération) étaient

affectés négativement par I'ovariectomie. Ces résultats montrent que les sécrétions

ovariennes contrdlent la
L 15000 -
prolifération des cellules
épithéliales mammaires avant %
la puberté. 7 10000
E
8
Les CEM sont entourées & i
, _g 5000 - ]
d’une structure stromale = ] I
composée d’adipocytes, de ‘ I
0

fibroblastes, de  vaisseaux

Int Ovx Int Ovx
sanguins et de  matrice [ Ppré-pubéres | ( Pubéres ]
extracellulaire. Pour le Figure 12. Effet de I'ovariectomie sur la prolifération des CEM

, . déterminée par I'immunodétection de Ki67 et rapportée par mm?

développement et la croissance o ,
d’épithélium mammaire.

des canaux mammaires dans ce

stroma, le remodelage de la glande est essentiel. En 2009, nous avions montré que |'ablation

des ovaires avant la puberté induisait une dérégulation négative des niveaux de nombreuses

protéines impliquées dans |'adhésion cellulaire (Famille des cadhérines). Dans cette
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expérimentation, nous avons observé que les niveaux de la protéine E-Cadhérine étaient
diminués par I'ovariectomie mais uniguement chez les animaux ovariectomisés a 1 et 2 mois
d’age. Ainsi I'organisation rudimentaire de la glande mammaire que nous avions observée
suite a 'ovariectomie avant la puberté et plus précisément avant 3 mois d’age, pourrait étre
due a une réduction a la fois de la prolifération cellulaire et de I'adhésion cellulaire. Les
métalloprotéases (MMPs) sont également connues pour jouer un role déterminant au cours
de la mammogenése a la puberté, au cours de la gestation et au moment de l'involution.
Durant la mammogeneése, I'expression de la MMP-2 est augmentée apres l'initiation de la
puberté durant le développement et la ramification des canaux mammaires. Les MMPs
influencent également la balance prolifération/apoptose. Chez la souris, la sur-expression de
la MMP-3 dans la glande mammaire induit une augmentation de la prolifération des CEM
(Sympson et al., 1994 ; Witty et al., 1995). Dans cette étude, 'activité des MMPs mesurée
sur l'ensemble des animaux montre que celle-ci est diminuée chez les animaux
ovariectomisés a 1 et 2 mois d’age. Nous avons donc fait I'hypothése que les sécrétions
ovariennes étaient étroitement associées avec I'expression ou l|'activation des MMPs au
cours de la phase pré-pubere précoce. Par conséquent, la diminution de I'activité des MMPs
pourrait contribuée a la diminution de la prolifération des CEM et au remodelage de la
glande mammaire médiées
par les protéines de Ia

matrice extracellulaire.

L'altération tres
marquée du
développement mammaire
observée chez les animaux

ovariectomisés a 1 et 2

Expression ARN,, ERa {ratio Ovx/Int)

mois d’age était associée a

Ovx-1 Ovx-2 Ovx-3 Ovx-7
une diminution
Figure 13. Effet de I'ovariectomie sur I'expression du récepteur ERa
significative de  évaluée par RT-qPCR. Les niveaux sont rapportés aux groupes intacts.

I’'expression du récepteur a
I'cestradiol ERa (Figure 13) et a I'absence de I'expression du récepteur a la progestérone

(PR). L'expression des génes codant pour les récepteurs a la progestérone sont sous le
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controle des oestrogenes. La région promotrice des génes codant pour les récepteurs a la
progestérone contiennent un demi-site de liaison a |'cestrogene (Kastner et al., 1990).
L’élément de réponse a I'cestrogéne permet a ERa de se lier a la région promotrice de PR et
d’activer sa transcription (Petz et al., 2004). Dans cet essai, nous avons inhibé les sécrétions
ovariennes et donc les concentrations en progestérone et en cestradiol, ainsi la fixation
d’ERa sur la promoteur de PR a pu étre partiellement inhibée et par conséquent, la
transcription de PR aurait été inactivée. Cette hypothése expliquerait I'absence de
transcription de PR observée chez 'ensemble des animaux ovariectomisés. Chez la génisse,
ERa est principalement exprimé par les CEM (Capuco et al., 2002). Dans notre étude, nos
données immuno-histochimiques confirment qu’ERa est exprimé au niveau du parenchyme
mammaire. Chez les ruminants, I'ovariectomie précoce n’affecterait pas uniquement le
développement du parenchyme mammaire mais diminuerait également le taux de
prolifération et la réceptivité aux cestrogenes. La diminution de I'expression d’ERa chez les
animaux ovariectomisés a 1 et 2 mois d’age serait donc la conséquence de l'inhibition du
feedback négative que I'cestradiol exerce normalement sur I'expression de son récepteur. Le
feedback négatif médié par I'cestradiol sur les régions promotrices de nombreux génes
pourrait expliquer l'augmentation des niveaux de I'E-Cadhérine chez les chevrettes
ovariectomisées avant la puberté. De plus, cette diminution de I'expression d’ERa n’a pas
été observée chez les animaux ovariectomisés a 3 mois d’dge qui ne présentaient pas non
plus de diminution significative de la prolifération des CEM. En utilisant des doubles
marquages ERa-Ki67 sur des coupes de glandes mammaires issues de génisses traitées aux
cestrogenes, Capuco et al. ont montré que 99% des cellules en prolifération n’exprimaient
pas ERa. Ceci suggére que la prolifération des cellules mammaires en réponse aux

cestrogenes peut étre stimulée de maniére paracrine via le tissu adipeux.

En conclusion, cette étude a montré que les sécrétions ovariennes jouaient un réle
prédominant dans le contréle de la mammogenese chez la chevrette pré-pubére. Nous
avons ainsi mis en évidence I'existence d’une période critique (avant 2 mois d’age), durant
laquelle les sécrétions ovariennes sont indispensables pour un bon développement

mammaire.
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4.1.2. Effets de différents niveaux d’alimentation sur le développement de la glande
mammaire et sur les performances laitieres chez la chévre (2010-2013):

Les conduites d’élevages des jeunes ruminants laitiers déterminent en partie leur
niveau de production ultérieur. Les difficultés a atteindre un poids vif supérieur a 35 kg lors
de la mise a la reproduction amenent les éleveurs a augmenter la densité énergétique et
protéique des rations avant la puberté. Il a été cependant démontré, chez les bovins, qu’une
croissance élevée des génisses avant la puberté peut affecter négativement le
développement de la glande mammaire et ultérieurement le potentiel laitier de I'animal.
Cette étude avait pour objectif d’évaluer cet effet chez les chévres. Dans cet objectif, deux
dispositifs expérimentaux ont été initiés en 2010 et en 2011 pour étudier I'impact de
différents niveaux de concentrés (a volonté ou restreint) sur le développement de la glande
mammaire et sur les performances laitieres ultérieures, d’'une part du sevrage a la mise a la
reproduction (2010) et d’autre part, du sevrage a la mise bas (2011). Les principaux résultats
ont montré que I'utilisation de I'alimentation a volonté chez la chevrette avait un impact
positif sur la production de lait lorsqu’elle était appliquée durant un temps court et avant la

mise a la reproduction.

Dans le cadre de la deuxieme étude (2011), nous avons utilisé deux lots de 26
chevrettes qui ont été alimentées avec un concentré (1.5Mcal/17% protéines) distribué a
volonté (HD) ou de maniére restreinte (BD, condition d’élevage classique) avec paille et foin
a volonté du sevrage a la mise bas. A mi-gestation, 6 animaux de chaque groupe ont été
euthanasiés afin d’étudier le développement de la glande mammaire. L'ensemble des
animaux restants ont été alimentés sur le méme régime restreint a partir de la mise bas et

les performances laitieres ont été enregistrées.
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Les courbes de poids vif

ont montré que les animaux

nourris a volonté avaient une

croissance significativement

plus élevée que les animaux

nourris de maniére restreinte

(+18 Kg en moyenne a mi-

gestation). Les poids des
glandes mammaires ont
également révélé que les

mamelles issues des animaux

HD étaient plus lourdes que

Figure 14 : Effet des régimes BD et HD sur le développement de la
glande mammaire. Coloration Hématoxyline.

celles issues des animaux BD (700g vs. 290g, P<0.001). Les analyses histologiques ont montré

Figure 15 : Effet des régimes BD
et HD sur la
constituants du
BodiPY.

synthese de

lait.

Marquage

que les animaux alimentés a volonté (HD) présentaient des
structures mammaires (Figure 14) bien différenciées
comparées a celles des animaux contréles (BD). De plus, la
présence de lait dans les glandes mammaires des animaux
HD a été observée au moment de l‘euthanasie. Les
différentes analyses moléculaires ont montré qu’il y avait
plus de tissu sécréteur, plus de canaux mammaires et
moins de tissu adipeux chez les animaux alimentés a
volonté. Les concentrations en prolactine, hormone
lactogénique, étaient 20 fois plus élevées chez les animaux
HD. Enfin, I'analyse histologique des glandes mammaires
avec un marqueur spécifique des phospholipides (BodyPl) a
révélé la présence en abondance de gouttelettes lipidiques
dans les canaux mammaires des animaux HD alors
gu’aucun marquage n’était présent chez les animaux BD

(Figure 15).

En revanche, les performances laitieres des animaux nourris a volonté du sevrage a la

mise ont été négativement affectées par ce régime alimentaire. En effet, dés le début de leur
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a lactation, les animaux du groupe HD

produisaient significativement moins
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Figure 16 : Effet des régimes BD et HD sur le potentiel de . . .
En conclusion, l'alimentation

production laitiére en premiére lactation.

utilisée a volonté et de maniere
intensive (ce qui est le cas dans de grandes exploitations) du sevrage a la mise bas, a
entrainé de graves défauts de développement mammaire et une diminution du potentiel
laitier de maniere irréversible. L’alimentation a volonté du sevrage a la mise bas a
dramatiquement affecté le développement de la mamelle, la différentiation des cellules
épithéliales mammaires et le potentiel de production. Les résultats de ce travail sont a la

base d’'une demande de financement ANR pour répondre a l'appel a projets BioAdapt 2012

en collaboration avec N. Friggens.

4.1.3. Effets de différentes stratégies d’élevage de la génisse sur les performances
de croissance et sur la glande mammaire (2010-2014):

Avec I'agrandissement de la taille des troupeaux laitiers, les effectifs de génisses de
renouvellement ont tendance a fortement augmenter. L'organisation du travail est souvent
affectée et des simplifications de conduite alimentaire peuvent aller a I'encontre de la
maitrise du co(t alimentaire et de la longévité des vaches dans I'élevage. Le troupeau de
génisses est par ailleurs un bon «valorisateur» de prairies non accessibles aux vaches
laitieres (et/ou non retournables) et de fourrages conservés de moindre valeur alimentaire.
Mais les conditions d’élevage de la génisse laitiere ont des impacts non négligeables, sur
I’'animal bien sr (production de lait, carriére...), sur I’éleveur (travail occasionné, gestion de
la reproduction...) mais aussi sur I'exploitation toute entiere (colts d’élevage, rejets

azotés...). De nombreuses études, tant en France qu’a I'étranger, ont souvent mis en avant
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leur importance économique (Heinrichs 1996, Pirlo et al 1997, Mourits et al 1999, Brisson
2006, Hadley et al 2006). La faisabilité et I'intérét économique de la réduction de I'age au
vélage de 36 a 24 mois chez la race Holstein est connue mais au cours des deux derniéres
décennies, les données des élevages suivis au contréle laitier montrent qu’au niveau
national, I’dge au ler vélage n’a pratiqguement pas évolué (29-30 mois en moyenne), tout
comme l'importance du renouvellement. La maitrise de I'dge au premier vélage (24, 30 ou
36 mois) selon le systéme de fourrage est cruciale. Des pratiques cohérentes avec I'objectif
d’age au ler vélage retenu sont essentielles. Dans le cas d’un vélage a 24 mois d’age, une
puberté acquise précocement, une cyclicité maintenue, un bon état d’engraissement et un
bon développement aux différents stades sont importants. Ceux-ci dépendent grandement
des programmes alimentaires et des races. |l existe néanmoins une grande variabilité de
performances, de maturité... non seulement entre races et individus, mais aussi entre
systémes d’élevage. La prise en compte de cette variabilité est essentielle dans la gestion a
moyen et court terme des politiques de mise a la reproduction des génisses. Les effets de
I'utilisation de la croissance compensatrice pratiquée en vue de maitriser le colt alimentaire,
sur la fertilité et la longévité des vaches constituent une piste intéressante de travail, mais ils

doivent étre testés en termes de faisabilité en élevage.

Dans cet objectif, un long projet de recherche est mené en sein de notre station
expérimentale (2010-2014) afin d’étudier les effets de différents niveaux de croissance de la
naissance a la mise a la reproduction chez la génisse de race Holstein combinés a des
objectifs de vélage de 22 ou 24 mois. Dans ce cadre, des animaux sont prélevés tous les 10
jours afin de suivre les niveaux plasmatiques en progestérone et des animaux ont été
euthanasiés a différents ages afin de suivre le développement de la glande mammaire. Les

analyses sont actuellement en cours au laboratoire.
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4.2. Role des stéroides ovariens sur le développement de la mammaire au cours de la

lactation et sur la persistance de la lactation (2009-2012):

Ce travail a fait I'objet de la these de Lucile Yart que j'ai co-encadrée avec Vanessa

Lollivier (2009-2012) et qui a été soutenue le 3 juillet 2012.

La persistance de la lactation chez la vache laitiere peut étre influencée par des
facteurs d’élevage et environnementaux (apport alimentaire, fréquence de traite, statut
sanitaire et hormonal, photopériode, ...) qui agissent sur le nombre de CEM et I'organisation
du tissu sécréteur dans la glande mammaire. Des études menées chez des vaches en
lactation et présentant des niveaux plasmatiques en cestradiol et en progestérone élevés,
soit en raison d’une gestation (Bachman et al., 1988 ; Bertilsson et al., 1997 ; Olori et al.,
1997), soit a la suite d’injections de ces deux hormones (Mollett et al., 1976 ; Athie et al.,
1996 ; Delbecchi et al., 2005), suggerent que ces stéroides ont une influence négative sur la
PL et la persistance de la lactation. Il a également été rapporté que, chez la vache en
lactation, la suppression des sécrétions cycliques d’cestradiol et de progestérone, par une
ovariectomie, améliore la persistance de la lactation (Du Roizel-Marlier, 2004). Cependant,

les effets des sécrétions ovariennes sur la glande mammaire restent a étudier.

Dans ce contexte, au cours de cette thése, nous nous sommes attachés a répondre
aux questions suivantes: les stéroides ovariens influencent-ils la persistance de la
lactation ? Par quels mécanismes agissent-ils sur la glande mammaire et sur les CEM en
lactation ? La réponse a ces questions a nécessité la mise en place de plusieurs études in
vivo et in vitro, permettant ainsi une approche intégrative du sujet.

Le premier objectif de cette these a été d’étudier, chez la vache en lactation, I’effet
de la suppression des sécrétions ovariennes sur la persistance de la lactation et sur la

glande mammaire (dynamique cellulaire et remodelage tissulaire).

Ce premier point a fait 'objet de deux études in vivo, menées sur un modele de
vaches ovariectomisées (une étude sur des vaches de race Normande x Holstein a 'UE 326
de I'INRA du Pin-au-Haras, et une étude sur des vaches de race Prim’Holstein dans les
installations expérimentales de Méjusseaume, rattachées a notre UMR 1348 PEGASE, a

I'INRA de Saint-Gilles).
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Le modele d’ovariectomie a été utilisé lors de deux études menées sur des vaches en
lactation, de races et de périodes de vélage différentes. Il a permis de satisfaire I'objectif
premier, a savoir d’étudier I'effet des stéroides ovariens sur la persistance de la lactation et
sur I'activité du tissu sécréteur mammaire. |l est en effet d’'usage de pratiquer I'ablation d’un
organe pour étudier son action sur le reste de I'organisme. Ainsi, nous avons pu étudier les
effets de I'cestradiol et de la progestérone sur la glande mammaire bovine en lactation en
supprimant leur source principale. D’autres modeéles expérimentaux, notamment de
supplémentations pharmacologiques en cestradiol et/ou progestérone, avaient initialement
été envisagés. Cependant, les données de la littérature ne permettaient pas d’avoir un recul
suffisant sur les doses de traitement a utiliser, la durée des traitements ou encore le stade
de lactation a étudier. Mener de telles études aurait donc été tres colteux a la fois en temps
et en argent, et aurait nécessité |'utilisation de nombreux animaux.

La suppression durable des sécrétions d’cestradiol et de progestérone par les ovaires,
de maniere chirurgicale, offrait la possibilité d’induire des différences de taux hormonaux
circulants d’ordre physiologique entre les lots de vaches ovariectomisées et les lots de
vaches témoins, et ce sur la quasi-totalité d’une lactation (les vaches ayant été opérées au
2°™ mois de lactation). De plus, le technique utilisée dans le cadre de cette thése est une
intervention chirurgicale faite par voie vaginale et est parfois pratiquée en élevage bovin
laitier. Bien que |'objectif premier de cette these était d’étudier les mécanismes de
régulation de la production laitiere dans la glande mammaire par les stéroides ovariens,
I'utilisation comme modéle expérimental de I'ovariectomie telle qu’elle peut étre pratiquée
en élevage nous a permis d’échanger avec les éleveurs sur les intéréts zootechniques de la
suppression des sécrétions ovariennes. L'efficacité de lintervention chirurgicale a été
vérifiée dans les deux études in vivo par la pesée des utérus au moment de I'abattage, le
développement de l'utérus étant positivement corrélé aux taux d’cestrogenes circulants
(Johnson et al., 1997), et par des dosages de la progestérone plasmatique. La progestérone
plasmatique a été dosée grace a I'automate de dosage AIA-1800 (Kitvia, Labarthe-Inard,
France) avec un kit de dosage de la progestérone dont les limites de détection inférieure et
supérieure sont de 0,1 ng/mL et 40 ng/mL (0025281, Kitvia, Labarthe-Inard, France).

Cependant, ce modéele comportait certaines limites. Dans le cadre de nos études, une
des limites majeures de l'ovariectomie était I'impossibilité de cibler exclusivement les

sécrétions d’cestradiol ou de progestérone. En effet, bien que ces deux hormones soient les
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principaux produits de sécrétion par les ovaires, la sécrétion d’autres facteurs ovariens est
affectée par |'ovariectomie. C'est notamment le cas de l'ocytocine ou de facteurs de
croissance. Ces facteurs agissent potentiellement au niveau de la glande mammaire et ont
donc pu influencer les mesures réalisées sur les animaux au cours de ces études. Ainsi,
I'ovariectomie ne nous a pas permis de distinguer I'action de I'cestradiol de celle de la
progestérone ou d’éventuels autres acteurs ovariens.

Une autre limite du modele in vivo est I'animal lui-méme. La suppression d’une
glande endocrine et donc de ses produits de sécrétion induit des bouleversements a I’échelle
de I'organisme qui sont difficiles a contrdler et parfois méme a mesurer. Vient s’ajouter a
cela le fait que la glande mammaire est un organe composé de différents types cellulaires
qui entretiennent des relations étroites de communication, les uns avec les autres. Il est
donc difficile, par un simple préléevement de tissu mammaire, d’étudier I'action d’une
hormone ou d’un facteur sur un type cellulaire en particulier.

Ainsi, dans la 1% étude, nous avons utilisé un modele expérimental de vaches
ovariectomisées pendant la lactation. Les objectifs de cette étude étaient 1/ de tester
I’hypotheése selon laquelle I'ovariectomie améliore la persistance de la lactation et 2/
d’étudier les effets de I'ovariectomie sur le tissu sécréteur mammaire en fin lactation.

Neuf vaches de race Normande x Holstein ont été réparties en deux lots équivalents :
un lot ovariectomisé autour du 2°™ mois post-partum (Ovx, n = 4) et un lot témoin (Sham, n
= 5). Les ovariectomies ont été réalisées par ligature des pédicules ovariens provoquant une
nécrose seche des ovaires dans la cavité abdominale. Les deux lots ont été maintenus en
lactation pendant 14 mois. La PL a été enregistrée quotidiennement et des échantillons de
lait ont été prélevés chaque semaine afin de suivre |'évolution de sa composition en
matiéres grasses, en matieres protéiques et en lactose, ainsi que le nombre de cellules
somatiques. Des prélevements de tissu mammaire ont été réalisés sur chaque vache, a 1,5
mois post-partum (2 semaines avant |'ovariectomie) puis lors de leur abattage, apres 14
mois de lactation. Ces échantillons de tissu mammaire ont été utilisés pour étudier
I'organisation tissulaire et |'expression de marqueurs d’apoptose (ou mort cellulaire
programmée) dans la glande mammaire. Les objectifs de cette étude étaient 1/ de tester

I’hypothése selon laquelle I'ovariectomie améliore la persistance de la lactation et 2/

d’étudier les effets de I’ovariectomie sur le tissu sécréteur mammaire en fin lactation.
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eme & ¢ étude a été

Pour la 2 tude, un schéma expérimental similaire a celui de la 1
utilisé. Quatorze vaches de race Prim’Holstein ont été réparties en deux lots équivalents : un
lot ovariectomisé autour du 2°™ mois post-partum (Ovx, n = 7) et un lot témoin (Sham, n =
7). Les deux lots ont été maintenus en lactation pendant 13 mois. La PL a été enregistrée
guotidiennement et des échantillons de lait ont été prélevés chaque semaine afin de suivre
I’évolution de sa composition en matiéres grasses, en matiéres protéiques et en lactose,
ainsi que le nombre de cellules somatiques. Des prélévements de tissu mammaire ont été
réalisés sur chaque vache a 6 semaines de lactation (2 semaines avant I'ovariectomie) puis a
16 et 34 semaines de lactation par biopsie, et a 52 semaines, lors de leur abattage. Des
analyses protéomiques, enzymologiques et histologiques réalisées sur ces échantillons ont
permis de suivre en dynamique I'évolution de la balance prolifération/apoptose, le
remodelage tissulaire et la réceptivité aux stéroides ovariens dans la glande mammaire. De
plus, les niveaux plasmatiques de progestérone ont été suivis grace a des prélevements de
sang effectués régulierement au cours de I'étude. Les objectifs de cette seconde étude
étaient 1/ de suivre en dynamique l'effet de I'ovariectomie sur la glande mammaire en

lactation, et 2/ de tester I'hypothése selon laquelle la suppression des sécrétions cycliques

de stéroides ovariens retarde I'involution de la glande mammaire.

Le deuxieme objectif de cette thése a été de caractériser plus finement I’action de
I'cestradiol sur les CEM en début et en fin de lactation.

En complément du modéle in vivo de vaches ovariectomisées, nous avons utilisé un
modele in vitro afin de préciser I'action directe de I'cestradiol sur les CEM.

Plusieurs solutions avaient initialement été envisagées. Comme nous |’'avons détaillé
dans la synthése bibliographique, nous avions a disposition différentes possibilités pour
étudier in vitro I'action de I'cestradiol sur les CEM, chacune présentant des avantages et des
inconvénients différents. La lignée MAC-T a été choisie pour cette étude dans la mesure ou
son utilisation n’est pas limitée dans le temps (en comparaison avec une culture primaire de
CEM dont la durée de vie ne peut excéder 16 passages, Hyunh et al., 1991), et elle semble
étre la ignée la plus adéquate pour étudier I'action des stéroides sexuels (Zarzynska et al.,
2005).

Nous avons utilisé ce modele in vitro dans le but d’étudier les effets directs de

I’cestradiol sur des CEM bovines en considérant deux états cellulaires distincts : un état de
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cellules en activité et un état de cellules pré-apoptotiques. L’état pré-apoptotique a été jugé
pertinent dans le cadre de cette étude car il peut étre apparenté au statut physiologique des
cellules sénescentes dont le nombre augmente dans la glande mammaire avec I’'avancement
de la lactation. Les cellules MAC-T ont été rendues pré-apoptotiques par un traitement a la
camptothécine. La camptothécine est un agent apoptotique modéré qui induit I'inhibition de
la topoisomérase I, enzyme nécessaire a la synthése d’ADN. D’autres agents apoptotiques,
tels que la staurosporine ou I'étoposide ont été testés a différentes doses. Grace aux
différents tests effectués, I'lagent apoptotique (la camptothécine) et la dose (10 uM) ont été
choisis de maniére a avoir une cinétique de réponse, en termes de cellules apoptotiques et
pré-apoptotiques, comparable a celle obtenue suite a un traitement a I'cestradiol. Pour cette
étude, nous avons privilégié une induction chimique de l'apoptose par rapport a une
induction de I'apoptose par une déprivation en sérum de veau foetal (SVF) dans le milieu de
culture. En effet, la déprivation en SVF dans le milieu de culture a été utilisée par Zarzynska
et al. (2005) sur des cellules de la ligné MAC-T afin de mimer la diminution progressive
d’apport de nutriments et de facteurs de survie vers la glande mammaire, au cours de la
lactation. Ce traitement a pour conséquence une augmentation de la mort cellulaire par
apoptose, mais il semble également favoriser le phénomene d’autophagie (Zarzynska &
Motyl, 2008). Nous avons donc fait le choix d’une induction chimique de la mort cellulaire
pour obtenir d’'une part un effet rapide, et d’autre part afin de mieux controler I'état
physiologique de nos cellules en privilégiant le phénoméne d’apoptose a celui d’autophagie.
Pour cette étude, des CEM de la lignée MAC-T ont ainsi été traitées avec des doses
croissantes d’cestradiol (10°a 10 M) pendant 24h, 48h et 72h (seules les données a 48h
sont présentées). Les doses les plus élevées d’cestradiol (10™ et 10 M) ont induit une baisse
de la prolifération et de la viabilité cellulaire, ainsi qu’'une augmentation de I'activité des
caspases 3/7, témoignant d’'une augmentation de I'apoptose. Le second temps de I'étude a
consisté a comparer |'effet de d’cestradiol sur I'apoptose des cellules MAC-T « normales »
(mimant des CEM en début de lactation), et des cellules MAC-T rendues pré-apoptotiques
par un traitement a la camptothécine (inducteur d’apoptose) (mimant des CEM en fin de
lactation). Les deux modéles ainsi définis ont été traités ou non avec de I'cestradiol (10 M)

pendant 2h, 6h, 24h et 48h.

64



Seuls les résultats de la deuxiéme étude « in vivo » et de I'étude « in vitro » seront

présentés dans ce mémoire. En revanche, I'ensemble des résultats issus de ces trois études

sera discuté par la suite.

4.2.1. Principaux résultats la deuxiéme étude « in vivo » :

4.2.1.1.

lactation

L'ovariectomie limite le déclin de la production laitiere apres le pic de

La production laitiére (PL) a été enregistrée quotidiennement au cours de I'étude, et la

composition du lait en matiére grasse, matiere protéique, lactose et nombre de cellules

somatiques (SCC) a été évaluée chaque semaine.

L’ovariectomie des vaches au moment du pic de lactation augmente la production laitiere de

8,1 % entre la 16°™ et la 52°™ semaine de lactation, par rapport aux vaches du groupe
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Figure 17. Effet de I'ovariectomie sur la production laitiere pendant 52
semaines de lactation. Les données de production laitiere pour les
(Sham, n = 7, rouges) et
ovariectomisées (Ovx, n = 7, cercles bleus)

vaches témoins carrés les vaches
sont exprimées en
moyennes hebdomadaires de productions laitiéres journaliéres + SEM.
La fleche indique le moment de I'ovariectomie. La production laitiére
moyenne des semaines 1 a 15 a été utilisée comme covariable pour
I'analyse des données de production des semaines 16 a 52. La

production laitiere des semaines 16 a 52 est significativement

Sham maintenues cycliques
et non gestantes (25,5 kg vs
23,6 kg respectivement, P <
0,0001, Figure 17).
L’augmentation de la
guantité de lait produit par
les  vaches Ovx  est
accompagnée d’une
augmentation des quantités
totales produites de matiere
grasse (P < 0,0005), de
matiére protéique (P < 0,05)
ainsi que de lactose (P <
0,0001). A I'inverse,
I'ovariectomie tend a
diminuer le nombre total de

cellules dans le lait entre la

16°™ et la 52°™ semaine (P < 0,1). Un effet significatif du temps est mis en évidence pour

I’ensemble de ces données (P < 0,0001).
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4.2.1.2. L'ovariectomie réduit les taux de stéroides ovariens circulants
Des prélevements de sang réguliers au cours de I'étude ont permis de suivre I'évolution des
concentrations plasmatiques en progestérone. Comme le montre la Figure 18, les taux de
progestérone plasmatique sont inférieurs au seuil de détection (< 0,1 ng/mL) chez les vaches
Ovx dés la 2°™ semaine apres |'ovariectomie et pendant toute la durée de I'étude. Les

vaches Sham présentent quant a elles des niveaux de progestérone plasmatique

9 - Sham (3,57 ng/ml) significativement plus élevés (P <
‘l" —a- Oux (0,01 ng/mL)
g 4
Tritement : P< 0,0001 0,0001), de I'ordre de 3,4 ng/mL
7 4 Temps :P>01
Traitement x Temps : P> 0,1 en moyenne.

Le développement du tractus
génital est positivement corrélé
aux taux d’cestrogénes circulants

(Johnson et al, 1997). A

Concentration plasmatique en progestérone {ng/mlL)

13 5 7 9111315171921 232527293133 3537394143 4547495153 |'abattage, |es tractus génitaux

Semaine de lactation

. . . , ont été prélevés et pesés. La
Figure 18. Effet de I'ovariectomie sur la concentration P P

plasmatique en progestérone. La concentration plasmatique en masse moyenne de tractus génital

progestérone a été mesurée chez les vaches témoins (Sham, n =

L , .
7, carrés rouges) et chez les vaches ovariectomisées (Ovx, n = 7, est réduite d'un tiers dans le

cercles bleus) régulierement au cours de I’étude. Les données groupe Ovx par rapport au groupe
sont exprimées en valeurs moyennes + SEM, en ng/mL de
plasma. La fleche indique le moment de I'ovariectomie. Sham (P <0,01).

4.2.1.3. L'ovariectomie limite la régression du parenchyme mammaire
La pesée de mamelles (avec la peau, les trayons et les nceuds lymphatiques) lors de
I'abattage des vaches, aprés 52 semaines de lactation, a mis en évidence une augmentation
de 17,3 % de la masse mammaire chez les vaches Ovx (Ovx : 23,7 kg vs Sham : 20,2 kg, P <
0,05), associée a une augmentation de prés de 10 % de la quantité totale d’ADN dans les

mamelles (P =0,11) (Tableau 1).

Tableau 1. Effet de l'ovariectomie sur les masses de
tractus génital, de mamelle et d’ADN total dans les

Groupe mamelles. Lors de I'abattage des vaches, les tractus
Sham (n=7) Ovx (n=7) P .
génitaux et les mamelles (avec la peau, les trayons et les
Tractus génital (g) 922 +82 585+ 36 0,003 . L, ,
nceuds lymphatiques) ont été pesés chez les vaches
Mamelle (kg) 20,2+1,3 23,7+0,8 0,04 témoins (Sham, n = 7) et chez les vaches ovariectomisées
(Ovx, n = 7). Le dosage d’ADN dans le parenchyme
ADN (mg) 28,4+1,4 31,9+1,5 011

mammaire prélevé lors de |'abattage pour ces animaux a

été rapporté au poids de mamelle.
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L’analyse histologique de la morphologie du parenchyme mammaire apres 52 semaines de
lactation a montré une différence d’organisation du tissu sécréteur entre les deux groupes
de vaches. Les vaches Ovx présentent un nombre moyen de lobules/um? de tissu inférieur
aux vaches Sham, mais une surface totale de tissu sécréteur (surface des lobules) plus

importante (P < 0,01, Figure 19).

Sham .’

Figure 19. Effet de 'ovariectomie sur |'organisation du tissu sécréteur. Des coupes histologiques ont été
réalisées sur des échantillons de parenchyme mammaire prélevés lors de I'abattage sur les vaches témoins
(Sham, n = 7) et sur les vaches ovariectomisées (Ovx, n = 7). Ces coupes ont été colorées a I’hématoxyline et
a I'éosine. La barre d’échelle représente 4 mm.

4.2.1.4. |'ovariectomie modifie I’équilibre de la balance prolifération/apoptose
L’équilibre de balance prolifération/apoptose des cellules dans le parenchyme mammaire a
été estimé par la quantification de la protéine PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen), un
marqueur de prolifération cellulaire, et de la protéine PARP (Poly(ADP-ribose) polymerase)
impliquée dans la fragmentation de I’ADN a la fin du processus d’apoptose.
Les niveaux de PCNA sont significativement plus élevés chez les vaches Ovx (P < 0,05) et
diminuent significativement au cours du temps (P < 0,0001, Tableau 2) indépendamment du
traitement (données non présentées). A I'inverse, la quantification de la protéine PARP a mis

en évidence une baisse significative de son expression chez les vaches Ovx (P < 0,01, Tableau

67



2). La encore, une baisse significative au cours du temps (P < 0,0001) est observée pour la

Groupe
Sham (n=7) Ovx (n=7) P
PCNA/Actine 1,31+0,08 1,67 £0,08 0,02
PARP/Actine 3,75+0,29 2,40+0,29 0,008

Tableau 2. Effet de I'ovariectomie sur I'expression de PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) et de PARP (Poly (ADP-Ribose)
Polymerase).

protéine PARP (données non

présentées).

L'activité des caspases 3/7,
enzymes clés de différentes voies
apoptotiques, a été mesurée dans

le parenchyme mammaire.

L’activité des caspases 3/7 n’évolue pas de maniére significative au cours du temps (P > 0,1),

eme

mais tend a étre diminuée par I'ovariectomie a la 34

semaine de lactation.

4.2.1.5. L'ovariectomie limite le remodelage tissulaire mais n’influence pas les

marqueurs d’involution

B sham Traitement : P> 0,1
B 0w Temps : P< 0,01
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Figure 20. Effet de I'ovariectomie sur I'activité des gélatinases
dans le lait. L'activité enzymatique des gélatines a été mesurée
dans le lait des vaches témoins (Sham, n = 7) et des vaches
ovariectomisées (Ovx, n = 7) a 6, 16, 34 et 52 semaines de
lactation. L’activité d’une gélatinase de poids moléculaire de 120
kDa augmente au cours du temps (P < 0,01) et est
significativement diminuée chez les vaches Ovx a 52 semaines de
lactation (*, P < 0,05).

L'intensité du remodelage
tissulaire dans la glande
mammaire a été mesurée au
travers de I'activité de gélatinases
contenues dans le lait. L'activité
de la gélatinase de poids
moléculaire de 57 kDa, identifiée
comme étant la MMP2, est
significativement diminuée par
I'ovariectomie a 16 semaines de
lactation (P < 0,0001), mais ne
présente pas de différence
significative  entre les deux
traitements a 34 et 52 semaines.
De maniére intéressante, une

seconde bande de dégradation,

non identifiée, a été quantifiée a 120 kDa. Cette bande est absente a 6 semaines de lactation

et est apparue a la 16°"° semaine. Dans les deux groupes de vaches, son intensité augmente
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progressivement entre la 16°™ et la 52°™ semaine de lactation (P < 0,01), mais est

significativement inférieure chez les
vaches Ovx a la 52°™ semaine (P <

0,05, Figure 20).

La quantification par western blot de
la lactoferrine dans le parenchyme
mammaire  montre une  baisse
significative de son expression chez les
vaches Ovx a 16 semaines (P < 0,05),
et cette différence s’atténue et
devient non significative a 34 et 52

semaines (Figure 21).

L’expression de I’'E-cadhérine,
protéine impliquée dans I'adhésion
des CEM entre elles, augmente au

cours du temps dans les deux groupes
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Figure 21. Effet de l'ovariectomie sur |'expression de la
lactoferrine dans le parenchyme mammaire. La lactoferrine a
été quantifiée par western blot dans le parenchyme
mammaire chez les vaches témoins (Sham, n = 7) et chez les
vaches ovariectomisées (Ovx, n =7) a 6, 16, 34 et 52 semaines
de lactation. Pour chaque quantification, la valeur obtenue
pour la lactoferrine a été rapportée a la quantité d’actine B,
protéine de référence, dans le méme échantillon. (*, P <
0,05).

(P < 0,0001) et tend a étre plus élevée chez les vaches Ovx a 52 semaines de lactation (P <

0,1).

4.2.1.6. L'ovariectomie diminue la réceptivité aux stéroides ovariens dans le

parenchyme et le tissu adipeux mammaire

L'expression des récepteurs a I'cestradiol et a la progestérone a été mesurée par western

blot dans le parenchyme mammaire a 6, 16, 34 et 52 semaines de lactation, et dans le tissu

adipeux mammaire a 52 semaines de lactation.

L'expression d’ERa dans le parenchyme mammaire augmente au cours du temps dans les

deux groupes (P < 0,0001, Figure 22A). A 52 semaines de lactation, I'expression de ce

récepteur est significativement diminuée chez les vaches Ovx dans le parenchyme

mammaire (P < 0,05, Figure 22A) et dans le tissu adipeux (P < 0,01, Figure 22B).
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Figure 22. Effet de I'ovariectomie sur I’expression du récepteur a a I'cestradiol (ERa) dans le parenchyme et dans
le tissu adipeux mammaire. A) La protéine ERa (60 kDa) a été quantifiée par western blot chez les vaches
témoins (Sham, n = 7) et chez les vaches ovariectomisées (Ovx, n =7) a 6, 16, 34 et 52 semaines de lactation dans
le parenchyme mammaire. Pour chaque quantification, la valeur obtenue pour ERa a été rapportée a la quantité
d’actine B, protéine de référence, dans le méme échantillon. La valeur a 6 semaines de lactation a été utilisée
comme covariable pour I'analyse des données a 16, 34 et 52 semaines. Les données sont exprimées en valeurs
moyennes + SEM. L’expression de ERa dans le parenchyme mammaire est significativement diminuée chez les
vaches Ovx a 52 semaines de lactation (*, P < 0,05). B) La protéine ERa (60 kDa) a été quantifiée par western blot
chez les vaches ovariectomisées (Ovx, n = 7) et chez les vaches témoins (Sham, n = 7), a 52 semaines de lactation
dans le tissu adipeux mammaire. Pour chaque quantification, la valeur obtenue pour ERa a été rapportée a la
quantité d’actine B, protéine de référence, dans le méme échantillon. Les données sont exprimées en valeurs
moyennes + SEM. L’expression de ERa dans le tissu adipeux mammaire est significativement diminuée chez les
vaches Ovx a 52 semaines de lactation (P < 0,01).

En ce qui concerne les récepteurs a la progestérone, plusieurs formes ont été identifiées
dans le parenchyme et le tissu adipeux. Dans le parenchyme, la forme majoritaire est celle
dont le poids moléculaire est de 130 kDa, identifiée comme étant PRB. Aucune expression
différentielle de PRB n’est mesurée que ce soit entre les deux groupes (P > 0,1), ou au cours
du temps (P > 0,1). Une forme a 80 kDa correspondant a PRA a également été identifiée,
mais seulement a 52 semaines chez les vaches Sham (données non présentées). Dans le tissu
adipeux mammaire, ces deux formes sont également présentes. Comme dans le parenchyme
mammaire, PRA est environ 57 fois moins exprimée que PRB. L'expression de ces deux
formes est significativement diminuée chez les vaches Ovx d’environ 47 % pour PRA (P <

0,01) et comme pour PRB (P < 0,001).
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4.2.2. Principaux résultats de I'étude « in vitro » :
4.2.2.1. LUcestradiol diminue la prolifération et augmente l'apoptose des

cellules épithéliales mammaires bovines MAC-T :

Dans un premier temps, nous avons étudié 'effet de I'E, ((Estradiol) sur la viabilité
des cellules MAC-T. L’application de doses croissantes en E, (de 1x10®° a 1x10° mol/ml)
pendant 48 heures a induit une diminution de la viabilité cellulaire (-11% a 1x10” mol/ml et -

26% a 1x10°® mol/ml, P < 0.01, Figure 23). Des résultats similaires ont été obtenus aprés 24
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Figure 23. Les cellules MAC-T ont été cultivées
pendant 48 h dans du milieu sans E2 (Contréle) ou
contenant différentes concentrations d’E2 (de 1 x
10° mol/mL & 1 x 10° mol/mL). Le nombre de
cellules a été déterminé en utilisant la méthode
CyQuant. Les barres représentent la moyenne +
les écarts types. Les différentes lettres sont
significativement différentes (P < 0.05). Les

expériences ont été répétées au minimum 3 fois.

Figure 24. Les cellules MAC-T ont été cultivées
pendant 48 h dans du milieu sans E2 (Contrdle) ou
contenant différentes concentrations d’E2 (de 1 x
10° mol/mL 3 1 x 10° mol/mL). L'activité des
caspases 3/7 a été mesurée a partir des extraits
protéiques totaux en utilisant le kit Caspase GLO.
Les différentes lettres sont significativement

différentes (P < 0.05). Les expériences ont été

répétées au minimum 3 fois.

et 72 heures de traitement a I'E,. Les

mémes doses d’E; ont été utilisées pour I'effet de I'cestradiol sur la prolifération des cellules
MAC-T. Comme nous I'avons observé sur la viabilité, les traitements par I’ E; a des doses
croissantes (de 1x10° a 1x10° mol/ml) appliquées pendant 48 heures ont induit une

diminution du nombre de cellules (-6% a 1x10-7 mol/ml et -11% a 1x10-6 mol/ml, P < 0.01).

L'activité des caspases 3/7 a été quantifiée afin de déterminer le potentiel apoptotique de

I'E, sur les cellules épithéliales mammaires bovines in vitro.
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Apres 48 heures de traitement, nous avons détecté des formes actives de caspases
3/7 a partir de la dose d’E, de 1x10® mol/ml (Figure 24). En fait, le traitement a I’cestradiol a
augmenté l'activité des caspases 3/7 de maniére dose-dépendante, suggérant que

I'cestradiol a induit I'apoptose des cellules MAC-T.
4.2.2.2. L'cestradiol stimule I'expression de protéines cibles :

La réceptivité a I'cestradiol des

\‘ 3 \ 7 s 7 7 \
o -
R A A A cellules MAC-T a été évaluée a travers la

PR P—— T quantification par western blot du

JUTIY Pr———— e récepteur nucléaire ERa. Nous avons

montré que I'expression d’ERa était

12 - significativement augmentée en réponse a

I'E; quel que soit la dose utilisée. Les

08 | niveaux du récepteur a la progestérone

(PR) ont également été quantifiés (Figure

04 | 25). Son expression a été augmentée

Niveau relatif de PR

lorsque les cellules ont été traitées a 1x10°

8 1x107, 1x10°® mol/ml avec une

Contréle = 1x10° ~ 1x10%  1x107 = 1x10°
stimulation importante de son expression

Figure 25. Les cellules MAC-T ont été cultivées a 1xl0_7 mol/ml aprés 48 heures de

4 ili E2 0 . .
pendant 48 h dans du milieu sans (controle) ou traitement (3 fois plus que dans le

contenant de I'E2 (de 1 x 10° mol/mL a 1 x 10°
L controle).
mol/mL). Les cellules ont été lysées dans du tampon
MPER pour I'extraction des protéines totales and 15
pg de protéines ont été utilisées pour I'analyse par
western de la protéine PR et de 'actine (A). Chaque
bande a été quantifiée et normalisée par rapport a

I'actine (B).
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4.2.2.3. Effet de I'cestradiol sur I'induction de I’'apoptose des cellules MAC-T :

La camptothécine (CPT) est un agent cytotoxique, souvent utilisé dans les traitements
de cancers du sein, qui inhibe la topoisomérase | et induit 'apoptose. Nous avons ainsi utilisé
cet agent pour pré-induire un état apoptotique des cellules MAC-T et étudier I'effet de I'E,
cellules dans

sur ces pré-apoptotiques

Control | | E, I'objectif de mimer le phénotype de MEC en

fin de lactation.

Dans un premier temps, nous avons

observé les changements de morphologie

cer| | CPT/E, des cellules MAC-T traitées par la CPT (10

Marquage Annexine-V

uM), I'E, (1x107 mol/ml) ou par la

combinaison des deux (CPT/E;). Les cellules

traitées par la camptothécine ont subi des

e

modifications importantes au niveau de la

Marquage IP

Figure 26. Les cellules MAC-T ont été cultivées
pendant 48 h dans du milieu sans E2 (contrdle) ou
contenant 1 x10” mol/mL d’E2 (E2), 10 uM de CPT
(CPT) ou 1 x10” mol/mL d’E2 + 10 uM CPT (CPT/E2).

surface cellulaire et de leur morphologie
générale alors que ces modifications sur les
cellules traitées a I'E; seule étaient moins

évidentes. De facon intéressante, les cellules

Les marquages a l'annexine V et a liodure de N . , .
traitées a la fois par la CPT et par I'E, avaient
propidium (IP) ont été analysés par cytométrie en

flux. Chaque plot correspond a 20000 cellules. de nombreuses déformations au niveau de la
membrane plasmique et des perturbations
au niveau de leur adhésion cellulaire. Ces
observations ont d’ailleurs été confirmées par des analyses de prolifération cellulaire. En
effet, nous avons montré que I'E, avait un effet négatif sur la prolifération des cellules MAC-

T lorsqu’il était associé a la CPT que ce soit aprés 24 ou 48 heures de traitement.

Nous avons ensuite cherché a caractériser plus précisément |'apoptose induite par
I'E, + CPT. Les résultats obtenus par cytométrie en flux indiquaient qu’un traitement E2/CPT
pendant 48 heures avait augmenté le nombre de cellules Annexine-V positives et iodure de

propidium positives (respectivement de 3% et 7%, Figure 26). De maniere intéressante, |I'E2
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a induit un switch de la population apoptotique précoce (cellules annexine-V positives) a une

population apoptotique tardive (cellules doubles positives Annexine-V / IP).

4.2.2.4. Le traitement par I'cestradiol a induit une activation des voies de

signalisation impliquées par les caspases :

Les effets induits par I'E2 seul, la CPT et le traitement CPT/E2 sur plusieurs marqueurs

apoptotiques ont finalement été étudiés. Dans un premier temps, nous avons traité les

cellules MAC-T pendant différents temps (2h, 6h, 24h et 48h) et mesuré l'activité des

caspases 3/7. Nous avons montré que |'cestradiol avait un effet additif a 'action de la CPT en

induisant une augmentation de I'activité des caspases 3/7 aprés 24 h de traitement. La
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Figure 27. Les cellules MAC-T ont été cultivées pendant 48 h dans du
milieu sans E2 (contréle) ou contenant 1 x10” mol/mL d’E2 (E2), 10
UM de CPT (CPT) ou 1 x10” mol/mL d’E2 + 10 uM CPT (CPT/E2). Les
cellules ont été lysées dans du tampon MPER pour I'extraction des
protéines totales and 15 pg de protéines ont été utilisées pour
I’analyse par western des protéines PARP et PARP clivée ainsi que de

I'actine. Les expériences ont été répétées au minimum 3 fois.

protéine PARP est impliquée
dans la réparation de I’ADN et
peut étre clivée et inactivée par
les caspases. Dans cette étude,
nous avons ainsi pu mettre en
évidence que le traitement
CPT/E2 avait entrainé le clivage
de PARP aprés 24h et 48h de
traitement. La quantification des
niveaux de la protéine PARP
clivée ont révélé que I'cestradiol
avait augmenté ces niveaux de
6% et de 25%  apres
respectivement 24h et 48h de
traitement, comparativement au
traitement a la camptothécine

seule (Figure 27).

74



4.2.3. Discussion générale :
4.2.3.1. Les stéroides ovariens influencent la balance prolifération/apoptose
des CEM

Dans nos deux études in vivo, nous avons supprimé la source principale d’cestradiol
et de progestérone chez des vaches en lactation par des ovariectomies pratiquées au
moment du pic de lactation. Nos études sur le tissu sécréteur de la glande mammaire ont
mis en évidence une baisse du taux d’apoptose en fin de lactation, ainsi qu’une
augmentation de la prolifération cellulaire juste apres le pic de lactation chez les vaches
ovariectomisées.

L’étude in vitro, consistant en I'application de différentes doses d’cestradiol sur des
CEM de la lignée bovine MAC-T, a montré que |'cestradiol induisait et stimulait I'apoptose de
ces CEM. L'cestradiol a induit une augmentation de I'activité des caspases 3/7, ainsi que du
clivage de la protéine PARP (Poly (ADP-ribose) Polymerase). Ce sont ces mémes marqueurs
dont I'activité et I'expression ont été négativement influencées dans les glandes mammaires
des vaches ovariectomisées. Ceci a donc confirmé I'implication de I'cestradiol dans
I’'augmentation du taux d’apoptose mesurée chez les vaches témoins par rapport aux vaches
ovariectomisées. La littérature rapporte que des études in vitro menées sur les lignées de
CEM MAC-T et BME-UV1 ont également mis en évidence une augmentation de I’activation
de la caspase 3 (Sobolewska et al., 2009 et 2011), ainsi qu’une augmentation de I’expression
de TGF-B, un facteur impliqué dans I'induction de I'apoptose lors de I'involution mammaire
(zarzynska et al., 2005), en réponse a un traitement a |'cestradiol.

Ainsi, au regard des résultats obtenus au cours de la premiere étude in vivo, il est
apparu, suite a I'abattage des vaches, que I'ovariectomie avait diminué le taux d’apoptose
dans la glande mammaire. Ce résultat a conduit a I'hypothése que I'ovariectomie,
principalement via la suppression des sécrétions d’cestradiol, retarderait I’évolution, en
faveur de I'apoptose, de la balance prolifération/apoptose des CEM.

L'étude en dynamique du tissu sécréteur dans la glande mammaire, grace aux

eme

prélevements effectués par biopsies lors de la 277" étude, a permis de suivre I'évolution de
différents parameétres au cours de la lactation, en fonction du traitement (vaches
ovariectomisées ou vaches témoins). Au cours d’une lactation, 'environnement hormonal et
tissulaire des CEM évolue : la mise en place du tissu sécréteur se fait sous |'action des

niveaux élevés en progestérone et en cestradiol (Clarke, 2000), puis la lactation est initiée et
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entretenue par la Prl, la GH et l'ocytocine qui stimulent la synthése des différents
constituants du lait et agissent comme facteurs de survie sur les CEM. Au début de Ia
lactation, le flux sanguin dans la glande mammaire est trés important et permet I'apport en
grandes quantités d’éléments nécessaires a la synthése du lait. Au fur et a mesure de
I’'avancement de la lactation, les niveaux de sécrétions hormonales et le flux sanguin dans la
glande mammaire diminuent (Svennersten-Sjaunja & Olsson, 2005) ce qui contribue a
I’'augmentation du taux d’apoptose et a la baisse de PL aprés le pic de lactation. L'étude en
dynamique de I'expression d’ERa dans le parenchyme mammaire a montré que |’expression
de ce récepteur augmentait au cours de la lactation et était diminuée par I'ovariectomie en
fin de lactation. Ce résultat suggere que la sensibilité des CEM a |'cestradiol augmente avec
I’'avancement de la lactation et est liée au niveau de PL. Des arguments issus de la littérature
viennent appuyer cette hypothése d’une sensibilité croissante a I'cestradiol en lien avec une
évolution du phénotype des CEM. Chez la génisse, dans la glande mammaire en
développement, il semblerait que les cellules en prolifération n’expriment pas ERa (Capuco
et al.,, 2002). Ainsi, l'acquisition de la réceptivité a I'cestradiol se ferait au cours de la
différenciation des CEM. Afin de tester la sensibilité des CEM a I'cestradiol en fonction du
stade de lactation, nous avons étudié in vitro un modele cellulaire mimant des CEM en début
de lactation, et un modele de CEM en fin de lactation, induites en apoptose grace a un
traitement a la camptothécine. Ce schéma expérimental a permis de mettre en évidence un
effet additionnel de I'cestradiol sur celui de la camptothécine. En effet, si I'cestradiol a un
faible pouvoir inducteur d’apoptose sur des cellules viables, cette hormone accélere les
mécanismes d’apoptose et augmente le taux d’apoptose dans les CEM pré-apoptotiques.
Une limite a 'utilisation de la camptothécine est qu’elle permet certes d’induire I'apoptose,
et donc d’obtenir une fragilisation des CEM, mais qu’elle ne permet pas de mimer les effets
de la baisse des facteurs de survie inhérents a I'avancée de la lactation. Les milieux utilisés
pour cultiver ces lignées cellulaires reconstituent, de maniére plus ou moins fidele,
I'environnement hormonal dont les CEM peuvent bénéficier dans la glande mammaire. En
jouant sur la composition du milieu de culture il est donc possible de mimer la déprivation
en facteurs de survie et en nutriments qui a lieu de maniére progressive dans la glande
mammaire en lactation. Zarzynska et al. (2005) ont ainsi pu observer une augmentation de
I'expression de TGF-B et du taux d’apoptose suite a une restriction en sérum de veau feetal

(SVF) dans le milieu de culture. Une autre méthode permettant de mimer in vitro le
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vieillissement des CEM dans la glande mammaire consiste a placer les CEM en culture dans
un milieu dit de différenciation, riche en Prl et en GH (Huynh et al., 1991 ; Zhou et al., 2008).
In vivo, ces deux hormones sont indispensables a I'acquisition de la capacité a synthétiser les
différents constituants du lait par les CEM. En effet, méme si I'action de la GH sur les CEM
semble majoritairement passer par un effet prolifératif, cette hormone est indispensable a
I'initiation de la lactation (Annen et al., 2007). La Prl, quant a elle, stimule la différenciation
des CEM et induit la synthese des différents constituants du lait (Akers et al., 1981a et b).
Cependant, que ce soit par induction de I'apoptose par la camptothécine, par fragilisation
des cellules en diminuant la disponibilité en nutriments et en facteurs de survie, ou par la
culture des cellules dans un milieu de différenciation, I’étude du comportement des CEM en
début et en fin de lactation via des lignées immortalisées comporte certaines limites. En
effet, le phénotype et le comportement de ces cellules évoluent au fur et a mesure des
passages et en fonction des conditions de culture. Des cellules issues des deux lignées BME-
UVl et MAC-T ont été cultivées dans les mémes conditions et ont recu les mémes
traitements, mais les résultats obtenus étaient sensiblement différents d’une lignée a
I'autre : suite a une déprivation en SVF, le taux d’apoptose et |'expression de TGF-f
augmentent deux fois plus rapidement dans les BME-UV1 que dans les MAC-T (Zarzynska et
al., 2005). Cette comparaison de deux lignées de CEM issues de glandes mammaires bovines
en lactation souligne I'existence d’une dérive dans le comportement des lignées au cours du

temps.

4.2.3.2. L'ovariectomie modifie les interactions des CEM avec les autres
cellules et la matrice extracellulaire

Au début des années 1990, Woodward (1991) s’est attaché, au cours de sa thése, a
étudier |'effet des stéroides ovariens sur la prolifération des CEM lors de la mammogenése
chez la génisse. Une de ses premiéres étapes de travail a consisté a injecter a des génisses
prépubéres, des doses pharmacologiques d’cestradiol, de progestérone, et d’cestradiol
combiné a de la progestérone. Cette premiéere étude lui a permis de mettre en évidence une
stimulation de la prolifération des CEM par I'cestradiol, associé ou non a la progestérone, et
aucun effet sur la prolifération cellulaire par la progestérone. La seconde étape de son
travail a consisté a étudier in vitro I'effet de ces deux stéroides sur la prolifération des CEM

de la lignée MAC-T. Il n’a alors mis en évidence aucun effet prolifératif ni de la progestérone,
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ni de I'cestradiol sur ces CEM. De ces études, il a conclu que, dans la glande mammaire
bovine en développement, les stéroides ovariens, et plus particulierement I'cestradiol,
stimulaient la prolifération des CEM de maniére indirecte. Il semblerait donc que, chez les
bovins, les communications paracrines jouent un role crucial dans le contréle du
développement mammaire par les stéroides ovariens. Chez la génisse, lors de Ia
mammogenese, 99 % des CEM qui proliferent en réponse a I'administration d’cestradiol
n’expriment pas ERa (Capuco et al.,, 2002). Ces résultats confortent I'hypothese faite par
Woodward (1991) selon laquelle la prolifération des CEM dans la glande mammaire bovine,
en réponse a I'cestradiol, serait initiée indirectement par des cellules exprimant ERa via un
signal paracrine.

De nombreuses études menées chez la génisse ont fourni des éléments démontrant
I'implication du stroma et plus particulierement des adipocytes dans la transmission du
signal cestrogénique lors de la mammogenese (Capuco et al., 2002 ; Meyer et al., 2006 ;
Connor et al., 2007). Cependant, a notre connaissance, aucune étude ne s’est encore
intéressée a la communication paracrine des signaux cestrogéniques et progestéroniques
dans la glande mammaire en lactation. Aussi, lors de la seconde étude in vivo menée dans le
cadre de la thése, nous nous sommes attachés a étudier I'expression des récepteurs aux
stéroides ovariens non seulement dans le parenchyme mais aussi dans le tissu adipeux
mammaire. Comme nous avons pu le constater lors de la dissection des mamelles a
I'abattage, le volume de tissu adipeux est fortement réduit dans la glande mammaire en
lactation, et se situe essentiellement dans des régions sous-cutanées. La grande majorité du
volume mammaire, pendant la lactation, est occupé par le parenchyme sécréteur, chez les
vaches ovariectomisées comme chez les vaches témoins. C'est vraisemblablement la raison
pour laquelle le tissu adipeux a suscité si peu d’intérét auprés des différentes équipes de
recherches travaillant sur la glande mammaire en fonctionnement.

La quantification de la protéine ERa dans le parenchyme mammaire a différents
stades de lactation a montré que la sensibilité a I'cestradiol du tissu sécréteur augmente au
cours du temps. L'ovariectomie a induit une baisse de I'expression d’ERa en fin de lactation,
dans le parenchyme et dans le tissu adipeux mammaire. Ainsi, cette baisse des niveaux de
ERa mesurée en fin de lactation chez les vaches ovariectomisées ne serait pas liée a une
régulation négative de I'expression de ce récepteur, mais plutét a une diminution de la

proportion de cellules exprimant ERa. Un marquage immunohistologique d’ERa réalisé sur
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des coupes de parenchyme mammaire prélevé lors de I'abattage dans la 2°™ étude soutient
cette hypotheése: la proportion de cellules positives pour ERa dans le parenchyme
mammaire des vaches ovariectomisées est 5 fois inférieure a celle mesurée chez les vaches
témoins (P < 0,05).

Dans les deux études in vivo réalisées dans le cadre de cette these, I'ovariectomie a
non seulement modifié I'équilibre de la balance prolifération/apoptose en limitant
I'apoptose, mais elle a également réduit I'intensité du remodelage tissulaire. Dans la glande
mammaire en lactation, I'intensité du remodelage tissulaire peut étre mesurée au travers de
I'activité des MMP et d’autres gélatinases relarguées dans le lait. La dégradation de la
matrice extracellulaire par les MMP augmente fortement en fin de lactation et est
indispensable a l'involution mammaire (Stefanon et al., 2002). Dans notre peme étude, la
baisse de l'intensité du remodelage tissulaire était associée a un niveau de protéine E-
cadhérine plus élevé chez les vaches ovariectomisées, suggérant une intégrité de
I’épithélium sécréteur mieux conservée en absence de sécrétions ovariennes. Des données
issues de la littérature montrent que les stéroides ovariens, notamment I'cestradiol,
accélerent les processus d’involution (Athie et al., 1996) et peuvent stimuler I'expression et
I'activité de certaines gélatinases (Ambili et al., 1998). Au regard de nos résultats et des
données bibliographiques, nous avons fait I'"hypothése que la suppression de la source
principale d’cestradiol et de progestérone permettait de ralentir les processus d’involution
mammaire. Athie et al. (1996) ont utilisé plusieurs marqueurs afin d’étudier I'effet d’un
traitement a I'cestradiol sur I'involution mammaire chez des vaches Prim’Holstein. lls ont
ainsi rapporté une baisse des concentrations en a-lactalbumine, en lactose et en minéraux
dans les sécrétions mammaires, ainsi que des augmentations des concentrations en cellules
somatiques, en lactoferrine et en sodium. Cependant, les quantifications de la lactoferrine et

°M€ dtude n’ont révélé ni

de IGFBP-5 dans le parenchyme mammaire réalisées lors de notre 2
d’évolution des niveaux d’expression de ces deux marqueurs au cours de la lactation, ni
d’effet de I'ovariectomie. Dans cette étude, les vaches ont été traites jusqu’au matin de leur
abattage et produisaient encore du lait en quantités trés variables (entre 1,1 et 24,6
kg/jour). L'ensemble des mamelles était donc encore en activité, et, bien que ces mamelles
aient été sujettes a un remodelage tissulaire, elles n’étaient probablement pas en involution

stricto sensu. Le choix de la lactoferrine comme marqueur d’involution est également

discutable. Bien que Welty et al. (1976) aient mis en évidence une augmentation de la
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concentration en lactoferrine dans le lait dés le 2°™ jour d’involution, il semblerait que cette

augmentation ne devienne significative qu’a partir du 11°me jour d’involution (Hurley, 1989)
et que son expression dans le parenchyme mammaire n‘augmente qu’a partir de 8 jours
d’involution (Singh et al., 2008). Il serait donc intéressant d’étudier I'expression d’autres
marqueurs tels les caséines ou I'a-lactalbumine dont I’expression diminue quand I’activité de
la glande mammaire se réduit (Singh et al., 2008), ou encore d’étudier la composition fine du
lait. En effet, en toute fin de lactation, la composition du lait est modifiée : le nombre de
cellules somatiques augmente, ainsi que la concentration en protéines totales, résultant
d’une diminution des teneurs en caséines et en a-lactalbumine conjointement a une
augmentation des teneurs en lactoferrine et en N-Acétyl-B-glucosaminidase (Hurley, 1989).
Plus récemment, il a été mis en évidence que la concentration en stanniocalcine-1 (STC-1)
dans le lait augmentait au cours de la lactation (Miller et al., 2006), dans les sécrétions
mammaires apres tarissement (Tremblay et al., 2009), ainsi que lors d’une baisse importante
de la PL en réponse a un traitement cestrogénique (Delbecchi et al., 2005). Chez les
mammiféres, cette hormone est impliquée dans 'homéostasie du calcium, mais il semblerait
également que, dans le lait, elle stimule I'apoptose des CEM. Le traitement in vitro de CEM
de la lignée MAC-T avec des sécrétions mammaires prélevées apres tarissement, et donc
riches en STC-1, induit une augmentation de I'apoptose (Tremblay et al., 2009).

Au cours de notre 2°™ étude in vivo, des prélevements de lait ont été effectués avant
chaque prélévement de tissu mammaire (a 6, 16, 34 et 52 semaines de lactation) afin de
purifier les CEM exfoliées dans le lait. Des analyses sont en cours sur ces cellules, et il est
important de noter que I’évolution des proportions de CEM dans le lait ainsi que leur taux de
mortalité pourrait apporter des éléments intéressants concernant I’état d’involution des
glandes mammaires des vaches ovariectomisées et des vaches témoins.

Par ailleurs, les ovaires ne sont pas l'unique source d’cestradiol et de progestérone
chez la femelle mammifére non gestante. Les glandes surrénales, notamment, sont le siege
d’une stéroidogenese importante et produisent de la progestérone ainsi que des androgenes
qui pourront étre localement convertis en ocestrogénes par l'aromatase. Le dosage
plasmatique de la progestérone dans nos deux études in vivo a mis en évidence une baisse
importante des niveaux de progestérone suite a I'ovariectomie. De plus, le fait que les
masses de tractus génitaux chez les vaches ovariectomisées, mesurées lors des abattages,

étaient significativement inférieures a celles des vaches témoins cycliques, suggere
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fortement que les vaches ovariectomisées avaient des taux d’cestradiol circulant inférieurs a
ceux des vaches témoins cycliques (Johnson et al., 1997).

Initialement, dans le cadre de la 1% étude in vivo, dont I'objectif était d’étudier les
effets zootechniques de différents niveaux d’cestradiol et de progestérone, un troisieme lot
de vaches gestantes avait été envisagé. Le rOle de ce troisieme lot dans le schéma
expérimental devait étre double dans la mesure ou 1/ ce lot aurait été représentatif des
conduites d’élevage courantes, a savoir que les vaches sont en lactation et gestantes de
maniére concomitante, et 2/ ces vaches auraient présenté des niveaux élevés en
progestérone et en cestradiol dus a la gestation. Ainsi, I'étude de trois lots de vaches
présentant chacun des niveaux différents d’cestradiol et de progestérone (lot ovariectomisé
théoriquement « bas », lot cyclique « intermédiaire » et lot gestant « haut ») aurait pu
partiellement palier a 'absence de dosage d’cestradiol. Pour des raisons liées a la gestion du
troupeau de l'unité expérimentale du Pin-au-Haras, ces vaches ont subi des transferts
d’embryons dont le taux de réussite a été de 37 % (soit 3 vaches gestantes) aprés le
troisieme transfert embryonnaire. Ces 3 vaches présentaient une grande disparité dans le

stade de lactation au moment du début de la gestation et ce lot n’a donc pas pu étre

exploité.

4.2.3.3. Implication des stéroides ovariens dans la modulation de la persistance
de la lactation

Les deux études menées au cours de cette these sur des vaches ovariectomisées ont
confirmé que la suppression des sécrétions ovariennes pendant la lactation améliore la
persistance de la lactation en limitant la chute de production laitiére qui succede au pic de
lactation. Bien que, comme nous l'avons discuté ci-dessus, I'cestradiol et la progestérone ne
soient pas les seules molécules libérées par les ovaires en activité, la littérature suggere que
ces deux stéroides, et plus particulierement I'cestradiol, influencent négativement la PL et Ia
persistance de la lactation chez les vaches laitieres (Mollett et al., 1976 ; Athie et al., 1996 ;

Delbecchi et al., 2005).
Il a été montré que la persistance de la lactation était dépendante de la race et du
rang de lactation; la persistance se stabilisant a partir de Ia 3°™M¢ |actation (Schutz et al.,

ere

1990). Nos deux études in vivo ont été menées sur des vaches de races différentes (1

étude : Normande x Holstein, 2°™ étude : Prim’Holstein) et sur des rangs de lactation
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compris entre 2 et 6. Nous nous sommes donc intéressés aux effets de la race et du rang de
lactation dans nos deux études. L'analyse de covariance des données de persistances de
lactation calculées pour les périodes de 100 a 200 jours de lactation (P10-200) €t de 200 a 300
jours de lactation (P200.300) N’a pas révélé d’'effet significatif du rang de lactation (P = 0,62 et
P = 0,58, respectivement). En revanche, un fort effet de la race a été mis en évidence (P10
200 : P < 0,0001 ; Pygg300 : P < 0,05). Les vaches Prim’Holstein ont une meilleure persistance
de lactation que les vaches Normande x Holstein, indépendamment du traitement et du rang
de lactation. Le calcul des moyennes individuelles de PL sur les 10 dernieres semaines de
lactation pour les vaches ovariectomisées et les vaches témoins dans nos deux études in vivo
a également montré cette variabilité entre les deux races (ou croisement de races) étudiées.
Il apparait en effet que, si les résultats obtenus dans ces deux études sont similaires en
termes de PL (a savoir que la PL des vaches ovariectomisées est supérieure a celle des
vaches témoins), les réponses individuelles aux traitements ont été différentes entre les
deux races. Les écarts de médianes entre les vaches ovariectomisées et les vaches témoins
sont plus importants chez les vaches Normande x Holstein que chez les vaches Prim’Holstein,

mais la répartition semble plus étendue chez les Prim’Holstein.

Il est également intéressant de noter que dans ces deux études, la différence de PL
entre les vaches ovariectomisées et les vaches cycliques n’a été significative que plusieurs
eme

mois apres |'ovariectomie (6-~ mois de lactation chez les vaches Normande x Holstein — soit

eme

4 mois apres |'ovariectomie ; 107" mois de lactation chez les vaches Prim’Holstein — soit 8
mois aprés l'ovariectomie). Or, les dosages de la progestérone plasmatique effectués
régulierement au cours de I'étude chez les vaches Prim’Holstein ont montré que les niveaux
de progestérone étaient inférieurs au seuil de détection (< 0,1 ng/mL) dés la 2°™ semaine
aprés ovariectomie, tandis qu’ils étaient de I'ordre de 3,4 ng/mL (valeur moyenne pour
I'ensemble des prélévements) chez les vaches témoins cycliques. Ceci suggére que les
ovaires se sont nécrosés dans les deux semaines qui ont suivi la ligature des pédicules
ovariens. Il est trés rare que I'application d’un traitement engendre une réponse directe 4 a
8 mois apres I'application de ce traitement. On peut donc raisonnablement faire I’hypothése
qgue la suppression des sécrétions ovariennes ne permette pas directement de limiter la

chute de PL apreés le pic de lactation, mais plutot de ralentir ou d’inhiber partiellement des

mécanismes physiologiques impliqués dans la baisse d’activité de synthése du lait, dans
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PL/PLMax

I'inversion de I’équilibre de la balance prolifération/apoptose ou dans I'augmentation du
remodelage tissulaire au sein de la glande mammaire.

Au cours de ces études qui ont duré plus de 12 mois, les vaches ont subi plusieurs
transitions alimentaires (en fonction des conditions d’hébergement en stabulation ou au
paturage), ainsi que des variations de la photopériode naturelle. Ces deux facteurs sont
connus pour influencer la PL et la persistance de la lactation (Dahl et al., 1997 ; Dessauge et
Photopériode al., 2011). Les transitions
12 4 alimentaires susceptibles
d’influencer la PL ainsi que les
08 variations annuelles de la

photopériode ont été
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I'initiation de la différence de
Figure 28. Interactions entre les facteurs environnementaux et I'effet ~ PL entre les lots de vaches
de I'ovariectomie sur la production laitiere. ovariectomisées et les lots de
vaches témoins cycliques. En revanche, il se peut que la photopériode puisse apporter
guelques éléments d’explications dans la mesure oU, dans les deux études, la différence de
PL entre les deux lots de vaches a commencé a étre significative vers le mois de septembre,
au moment ou la photopériode commence a diminuer. Les sécrétions d’hormones
galactopoiétiques, Prl et GH, sont influencées par la photopériode et diminuent lorsque les
jours raccourcissent (Sorensen & Knight, 2002). Dans la glande mammaire, ces deux
hormones stimulent I'activité de syntheése du lait et agissent comme facteurs de survie sur
les CEM (Flint & Knight, 1997 ; Hovey et al., 2003 ; Green & Streuli, 2004). Ainsi, la baisse des
sécrétions de Prl et de GH due a la photopériode décroissante en fin d’été induit une levée
importante de facteurs de survie sur les CEM, ce qui potentiellement augmenterait la

sensibilité de ces cellules aux stéroides ovariens et accélererait les processus d’apoptose. En

effet, notre étude in vitro menée sur la lignée de CEM bovines MAC-T a montré que
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I'cestradiol accélérait les mécanismes d’apoptose en activant les caspases et le clivage de
PARP dans des cellules pré-apoptotiques. D’autres études menées sur la lignée de CEM
bovines BME-UV1 ont également montré que I'cestradiol et le progestérone stimulaient in
vitro 'autophagie des CEM, et que l'cestradiol stimulait également |'activité des caspases
caractéristiques de |'apoptose (Sobolewska et al.,, 2009 et 2011). A court terme, nous
envisageons d’'effectuer des dosages plasmatiques de la Prl et de la GH afin de conforter ou
non cette hypothése. Cette hypothése pourrait également étre testée par le biais d’études in
vitro, en cultivant des CEM soit en culture primaire, soit issues de la lignée MAC-T en
présence d’cestradiol et/ou de progestérone, combinée a des doses décroissantes de Prl et
de GH dans le milieu de culture. Accorsi et al. (2002) ont étudié I'effet protecteur de la Prl,
de la GH et d’IGF-I sur les CEM, en cultivant des explants de glandes mammaires bovines en
toute fin de lactation dans des milieux contenant de I'cestradiol et de la progestérone,
supplémentés en Prl, GH et IGF-I conjointement ou chacune séparément. Un schéma
expérimental sensiblement différent permettrait de tester notre hypothese et d’aller plus
loin dans les conclusions faites par cette équipe.

L’évolution des réserves corporelles au cours de la lactation et la différence de
gestion de ces réserves corporelles en fonction de la race et du potentiel laitier peut
également apporter des éléments d’explications concernant la latence observée entre
I'application du traitement et la différence de PL entre les vaches ovariectomisées et les
vaches témoins cycliques. En effet, en début de lactation, lorsque la PL augmente, la
mobilisation des réserves lipidiques et protéiques augmente fortement. Cette mobilisation
est plus ou moins forte selon la race considérée: des vaches Normandes perdent en
moyenne 11 kg de masse corporelle pendant les 5 premiéres semaines de lactation et 0,4
points de note d’état corporel au cours des 30 premiers jours de lactation, contre 23 kg et
0,8 points pour des vaches Prim’Holstein (communication personnelle, Dr E. Cutullic). Dans
nos études, les vaches Normande x Holstein ont présenté une mobilisation des réserves
corporelles légérement inférieure a celle des Prim’Holstein (en moyenne, sur les 8 premieres
semaines de lactation : -0,38 points de note d’état corporel pour les Normande x Holstein et
-0,43 points pour les Prim’Holstein — données non présentées). Bien que la mobilisation des
réserves corporelles des vaches Normande x Holstein ne soit que légérement inférieure a
celle des vaches Prim’Holstein, les vaches Normande x Holstein ont reconstitué leurs

réserves beaucoup plus rapidement que les Prim’Holstein, et ce quel que soit le traitement

84



(données non présentées). Cette différence dans la vitesse de reconstitution des réserves
corporelles pourrait étre en lien avec le moment auquel I'effet de I'ovariectomie sur la PL a
été observé dans nos deux études.

Enfin, cette hypothése quant a la reconstitution des réserves corporelles n’exclue pas
la premiere hypothése concernant un effet de la photopériode, bien au contraire. Accorsi et
al. (2005) ont étudié I'évolution des profils de sécrétion de la leptine, une hormone produite
par le tissu adipeux, impliquée dans la gestion des réserves lipidiques et dont la sécrétion
diminue lorsque ces réserves sont faibles, au cours de la lactation chez des vaches de race
Frisonne. lls ont mis en évidence que la sécrétion de leptine diminuait juste aprés le vélage
et augmentait pendant la période estivale, indépendamment du stade de lactation. Ainsi, la
concentration en leptine plasmatique est positivement corrélée a la température (r = 0,77)
et a la longueur des jours (r = 0,58) (Accorsi et al., 2005). On peut donc également envisager
gu’au cours des deux études sur vaches laitieres, menées dans le cadre de cette these, les
variations annuelles de la photopériode et de la température aient influencé la vitesse de

reconstitution des réserves corporelles, via la sécrétion de leptine, et par |3, la PL.

4.2.3.4. Intéréts zootechniques de la modulation des niveaux d’cestradiol et de
progestérone

En Europe, l'utilisation d’hormones stéroides en élevage est interdite depuis les
années 1980. A I'heure actuelle, seulement deux pratiques permettent de moduler les
niveaux d’cestradiol et de progestérone chez la vache laitiére :

- 'augmentation de l'intervalle entre les vélages par décalage de la mise a la reproduction,
de sorte que le stade de gestation auquel les sécrétions de progestérone et d’cestradiol par
le placenta deviennent importantes coincide avec un stade de lactation le plus avancé
possible, et permette ainsi d’allonger les lactations,

- I'ovariectomie sur certaines vaches du troupeau, avant de les réformer.

En ce qui concerne les intervalles entre les vélages, une étude réalisée par I'Institut
de I'Elevage a partir de la base de données nationale d’identification (BDNI), qui répertorie
I'ensemble des bovins du territoire frangais, a montré qu’entre 2005 et 2010 l'intervalle de
vélage moyen des vaches Prim’Holstein était passé de 390 a 403 jours (Dossier Economie de
I'Elevage n°415, Juillet 2011). D’une part, la fonction de reproduction est altérée chez les

vaches a fort potentiel laitier. En effet, il a été montré que la cyclicité ovarienne, le taux de
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fécondation et le développement embryonnaire précoce dépendaient des réserves
corporelles ; réserves qui sont fortement mobilisées chez les vaches hautes productrices. De
plus, I'expression des chaleurs est diminuée et le taux de mortalité embryonnaire tardive est
augmenté chez ces vaches (Cutullic, 2010). D’autre part, il est de plus en plus fréquent que,
chez les vaches Prim’Holstein, la production laitiére soit supérieure a 25 kg/jour au-dela de
320 jours de lactation. Le tarissement de ces vaches trés productives peut s’avérer délicat
pour les éleveurs qui sont alors amenés a prolonger les lactations (Dossier Economie de
I'Elevage n°415, Juillet 2011). Cependant, I'allongement de 'intervalle entre les vélages afin
d’améliorer la persistance de lactation engendre une diminution du nombre de veaux nés, ce
qui peut poser des probléemes quant au renouvellement du troupeau étant donné le fort
taux de renouvellement en élevage bovin laitier (en élevage bovin laitier, la durée de vie
d’une vache excéde rarement les 6 ans - Dossier Economie de I'Elevage n°415, Juillet 2011).

Dans le cadre de cette thése, deux enquétes ont été réalisées aupres d’éleveurs
bovins laitiers (via le magazine Production laitiere moderne, paru en janvier 2012, cf. Annexe
10) et aupres de praticiens vétérinaires (via le bulletin des Groupements Techniques
Vétérinaires, paru en février 2012, cf. Annexe 11). Parmi les 132 éleveurs de bovins ayant
répondu a cette enquéte, 49 % n’avaient jamais eu connaissance de la pratique de
I'ovariectomie, et 70 % n’y ont jamais eu recours. Les principales raisons invoquées par les
éleveurs connaissant |'existence de cette pratique mais ne l'utilisant pas sont liées a plus de
64 % au fait que leur vétérinaire ne pratique pas cette intervention, et a 33 % a des doutes
concernant la rentabilité de l'intervention. L'enquéte menée auprés des vétérinaires
praticiens a confirmé les réponses données par les éleveurs. En effet, seulement % des
vétérinaires qui ont répondu a I'enquéte (47/196) pratiquent des ovariectomies chez la
vache. Une maitrise insuffisante de la technique (56 %), des effets positifs méconnus ou non
suffisamment démontrés (35 %) ou des risques liés a I'intervention trop importants (18 %)
justifient le fait que la pratique de I'ovariectomie chez la vache soit peu répandue (Chastant
et al., 2012).

Les différences moyennes de production laitiere quotidienne entre les vaches
ovariectomisées a 2 mois de lactation et les vaches témoins (cycliques et non gestantes) ont
été calculées pour les deux études réalisées dans le cadre de cette these. Ainsi, a durées de
lactation égales entre les deux lots de vaches, la différence de production laitiere s’élevait a

2,5 kg/jour entre le 6°™ et le 14°™ mois de lactation dans I’étude menée sur des vaches de
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race Normande x Holstein, et a 2,3 kg/jour entre le 4°™ et le 13°™ mois de lactation
(semaines 16 a 52) dans I’étude menée sur des vaches de race Prim’Holstein. De plus, dans le
but de clarifier les effets de |'ovariectomie sur les performances laitiéres, une étude cas-
témoins a été réalisée par I'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, sur des données récoltées
entre 2001 et 2003 dans des élevages de vaches Montbéliardes et Prim’Holstein dans I'Est

eme

de la France. Cette étude a montré que des vaches ovariectomisées avant le 1257 jour de
lactation avaient une production laitiere augmentée en moyenne de 2,8 kg/jour par rapport
a leurs témoins gestants, dans les 4 mois qui ont suivi I'ovariectomie (Du Roizel-Marlier,
2004). Une ovariectomie est facturée entre 50€ et 80€ par la plupart des vétérinaires
praticiens (Chastant et al., 2012), et le lait est acheté aux éleveurs en moyenne a 0,33€/L
(données PLM, mars 2012). Si on considere que l'ovariectomie augmente la production
laitiere de 2,5 kg/jour en moyenne, l'intervention serait rentabilisée en 60 a 100 jours de
lactation en fonction du montant de facturation de I'intervention.

Les premieres ovariectomies pratiquées sur des vaches remontent a la fin du Moyen-
Age et étaient initialement pratiquées dans le but de supprimer les chaleurs, faciliter la
gestion des animaux et favoriser I'engraissement. Ce n’est que plus tard, dans les années
1800, que 'ovariectomie a trouvé son intérét dans I'amélioration des performances laitieres
des vaches (Gobet, 2008). Aujourd’hui, en France, I’engraissement des vaches avant leur
réforme reste une des motivations majeures de |'utilisation de I'ovariectomie, 71 % des
éleveurs qui ont répondu a l'enquéte et qui utilisent I'ovariectomie sur leur troupeau
avancent I'argument d’une facilitation de I'engraissement. Cependant, ces éleveurs utilisent
également l'ovariectomie pour allonger les durées de lactation dans 71 % des cas, tandis
gu’une meilleure gestion du troupeau (par la suppression des chaleurs) n’est avancée que
dans 47 % des cas.

Il est intéressant de noter que dans cette enquéte, 26 % des éleveurs ayant utilisé
I'ovariectomie n’ont obtenu aucun résultat et que 29 % ne sont pas satisfaits des résultats
obtenus suite a l'ovariectomie. L'ovariectomie ne peut donc pas étre pratiquée sur
n‘importe quelle vache. En effet, comme nous avons pu I'observer dans nos études, il existe
une forte variabilité a la fois individuelle et liée a la race dans la réponse a I'ovariectomie. A
cette variabilité viennent s’ajouter des contraintes quant au statut sanitaire et a I'involution
utérine, incontournables pour pratiquer I'ovariectomie dans les meilleures conditions

possibles. En conclusion de son étude, Du Roizel-Marlier (2004) préconisait de pratiquer
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I'ovariectomie a un stade le plus proche possible du pic de lactation. Il est cependant
nécessaire que l'involution utérine, qui a lieu apres la mise-bas soit achevée, et que la vache
ne présente ni de métrite, ni de pneumovagin ou urovagin qui pourraient rendre

I'intervention délicate et engendrer des complications.

4.3. Collaborations

4.3.1. Etude sur la restriction alimentaire chez la vache laitiere:

Dans le cadre de la these d’Erwan Cutullic (2006-2009), un essai expérimental a eu
lieu a la ferme expérimentale du Pin au Haras visant a étudier I'impact d’une restriction
alimentaire sur la reproduction des vaches Holstein croisées Normandes. A l'issu de cet
essai, les vaches ont été euthanasiées et nous avons étudié l'influence d’une restriction
alimentaire sur la dynamique cellulaire et le remodelage tissulaire de la glande mammaire

chez la vache laitiére.

L’alimentation agit sur le potentiel de production de la mamelle de vache laitiere.
Alors que les résultats zootechniques d’une restriction alimentaire chez la vache en lactation
sont bien connus, son influence sur la dynamique cellulaire et le remodelage de la glande
mammaire reste peu étudiée. Nous avons utilisé 16 vaches laitiéres croisées Holstein x
Normande réparties en deux lots avec des apports alimentaires différents: régime Haut
(ration compléte composée de 55 % d’ensilage de mais, 15 % de foin de luzerne et 30 % de
concentré) vs régime Bas (ration compléte composée de 60 % d’ensilage d’herbe et 40% de
foin). Ces 2 régimes alimentaires ont été appliqués de 2 semaines avant le vélage jusqu’a
I'abattage des animaux (85 jours aprés vélage). Nous avons mesuré la production laitiere,
réalisé des prélevements sanguins et prélevé les mamelles apres abattage. Ceci nous a
permis d’étudier les effets de la restriction alimentaire sur le remodelage tissulaire, sur

I’équilibre prolifération/mort cellulaire et sur I'activité des cellules épithéliales mammaires.

La restriction alimentaire a entrainé une forte diminution de la production laitiere
(20.5 vs. 33.5 kg/j, P<0.001) accompagnée d’une diminution des quantités de matiéres utiles
produites. Elle a provoqué une diminution du poids de la glande ainsi que de la quantité

d’ADN total dans la glande mammaire. La restriction alimentaire ne modifie pas
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significativement la prolifération cellulaire dans la glande mais provoque la mort des cellules
par apoptose. Elle provoque un remodelage de la glande mammaire par dégradation de la
matrice extracellulaire. Enfin, elle diminuerait I'activité de synthése des cellules épithéliales.
De plus, la restriction alimentaire provoque une diminution des concentrations plasmatiques
d’IGF-1 (Insulin-like Growth factor 1) et une augmentation des concentrations de GH

(Growth Hormone).

Une stéroidogenése accrue a été observée chez les vaches soumises a la restriction
alimentaire. Il semble donc exister un lien fort entre stéroides ovariens et dynamique de la
cellule épithéliale mammaire. Nos recherches futures viseront ainsi a étudier le r6le des

stéroides ovariens sur la persistance de la lactation.

4.3.2. Etude confidentielle pour CEVA Santé Animale (2010-2011):

Deux protocoles expérimentaux sur vaches laitieres ont été réalisés au sein de notre
station expérimentale et avaient pour but d’évaluer |'efficacité d’une injection de C646 au
moment du tarissement sur I'involution de la glande mammaire chez la vache laitiére, au
moyen d’analyse du remodelage et de 'activité du tissu mammaire et du suivi de I'ouverture
des jonctions serrées sur les 15 premiers jours de tarissement. Les différentes analyses sont
actuellement terminées et doivent permettre a CEVA Santé Animale de déposer une
demande d’autorisation de mise sur le marché (AMM) pour une commercialisation du
produit en 2014. D’autres les résultats issus de ces travaux seront publiés dans des journaux
a comité de lecture internationale et présentés a différents congrés au cours de I'année

2013.

4.3.3. Projet européen « Roquefort’in » : 2010-2013

En collaboration avec I'INRA de Toulouse (SAGA), le projet Roquefort’in a I'ambition
de contribuer, par I'innovation, a un regain de compétitivité et d’attractivité pour I'ensemble
des acteurs de la filiere, éleveurs et industriels laitiers du Rayon de Roquefort. Porté par la
Confédération Générale de Roquefort, il mobilise un consortium de 7 partenaires
particulierement représentatifs de I’environnement scientifique et technique d’excellence
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de la filiere. Le programme de recherche est axé sur I'identification de caractéeres permettant
d’évaluer la prédisposition génétique des brebis Lacaune a la monotraite et a I'entretien de
la lactation et mise sur l'utilisation des derniéres avancées en génomique ovine, les puces
SNP haute densité, pour concevoir et maitriser durablement un nouveau schéma de
sélection intégrant ces caractéres génétiques d’intérét. « Premiére mondiale » dans la filiere
ovine, cette innovation permettra de renforcer le positionnement de la brebis de race

Lacaune dans la compétition génétique internationale.

Dans ce projet, jinterviens dans le « work package 3 » : comment améliorer
génétiquement I'aptitude a la monotraite et a I'entretien de la lactation de la brebis
Lacaune. Au sein de la station expérimentale de La Fage, j'ai effectué 5000 échographies afin
de réaliser des mesures anatomo-physiologiques de la mamelle et mesurer la répartition du
lait dans la mamelle par la méthode Atosiban/Ocytocine. Nous avons également réalisé des
dosages de cortisol, lactose et sodium/potassium pour étudier le stress et I'ouverture des

jonctions serrées chez tous ces animaux.

4.3.4. Projet ANR « Epigrani » : 2010-2013
En collaboration avec I'INRA de Jouy en Josas (GPL et BDR).

Le projet Epigrani vise a étudier la contribution de I'épigénétique dans I'expression
phénotypique de caractéres d’intérét agronomique relevant de régulations polygéniques
chez les animaux de rente. Les causes et conséquences des modifications épigénétiques
telles que la méthylation de I’ADN chez les espéces d’élevage sont méconnues. Il est
nécessaire de comprendre et de définir précisément les contributions des modifications
épigénétiques a la détermination de la variabilité phénotypique des caractéres a valeur
économique, tels que la production du lait. Dans ce projet, jinterviens dans le « work
package 4 » qui vise a décrire les variations épigénétiques liés a la lactation et leur variabilité
entre des vaches laitieéres clonées et non clonées. Dans un premier temps, nous avons mené
une étude au sein de notre station expérimentale visant a déterminer des modifications des

profils de méthylation de 'ADN chez des vaches primipares en début de lactation qui ont

subies une traite différentielle (monotraite appliquée a une demi-mamelle tandis que 'autre
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demi-mamelle reste traite 2 fois par jour). Ce protocole présente I'avantage de pouvoir
obtenir des échantillons sur un méme animal, ce qui permet d’éliminer les effets de la
variabilité génétique et de l'influence du systeme d’élevage. Cette premiére étude nous a
permis de montrer, en collaboration avec l'unité INRA GPL (Eve Devinoy) que le passage a la
monotraite avait entrainé une diminution de 37% de la production laitiére et une diminution
de 50% des ARN messagers codant pour la caséine alpha S1. Une augmentation significative
de 12 a 25% de la méthylation de '’ADN au niveau de 2 sites CpG localisés dans la région de

la caséine alpha S1 a également été observée.

4.3.5. Collaboration avec la chambre d’agriculture d’lle et Vilaine et de Sadne et

Loire:

Afin de cibler au mieux mes futures recherches sur I’élevage des jeunes ruminants, je
suis en contact étroit avec ces deux chambres d’agriculture depuis 2010 pour faire émerger
de nouvelles attentes de la filiere. Dans ce contexte, je communique mes résultats et

j’échange 2 a 3 fois par an avec les éleveurs caprins.
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5. Perspectives de recherche:

Dans un contexte actuel ou le financement de la recherche publique est de plus en plus
difficile et aléatoire et ol I'expérimentation animale est de plus en plus contraignante, il est
tres difficile de projeter mes recherches a long terme. Je développerai donc ici des projets de

recherche pour lesquels j'estime étre en mesure de les réaliser...
5.1. Développement mammaire chez la chevrette:

Les différents travaux menés sur la chevrette (ovariectomies, régimes alimentaires)
ouvrent de nouvelles perspectives en terme de recherche et de stratégies d’élevage du
jeune. Ainsi je m’attacherai a caractériser encore plus finement le role des stéroides ovariens
sur le développement mammaire et a déterminer les périodes d’élevage durant lesquelles il
est opportun de manipuler I'alimentation pour un développement mammaire optimal et un

potentiel de production efficient.
5.1.1. Développement mammaire et stéroides ovariens.

Les différents résultats obtenus en utilisant le modeéle d’ovariectomie m’ont permis
de confirmer I'implication forte et essentielle des stéroides ovariens avant deux mois d’age
dans le développement de la glande mammaire. Les niveaux de stéroides circulants et plus
particulierement les niveaux d’estrogénes ont donc une importance majeure dans l'initiation
de la mammogenése. Un enjeu agronomique majeur serait ainsi de moduler facilement ces
niveaux a des périodes clés du développement mammaire afin d’améliorer le potentiel de
production de la mamelle. Un des facteurs d’élevage permettant de moduler les niveaux en
cestrogenes est I'alimentation. De nombreuses plantes ont une activité cestrogénique : les
phyto-cestrogenes. Ces phyto-cestrogenes sont capables de se lier avec beaucoup d’affinité
aux récepteurs ERa de fagon équivalente a I'cestradiol 17 endocrine. Chez la chevrette, mes
différents travaux ont mis en évidence lI'expression d’ERa au cours du développement
mammaire. Il apparait ainsi que chez la chevrette, la glande mammaire serait capable de
répondre aux phyto-cestrogénes s’ils étaient introduits dans l'alimentation durant des
périodes courtes. Je testerai donc I'apport de phyto-cestrogenes (Genistein, Luzerne ...) dans

I'alimentation des chevrettes avant la puberté et aprés la puberté chez des animaux témoins
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et des animaux ovariectomisés. Ce projet devrait permettre de fournir de nouveaux outils

pour potentialiser le développement de la glande mammaire chez la chevrette.

5.1.2. Développement mammaire et niveaux alimentaires :

En élevage caprin, les difficultés a atteindre un poids vif supérieur a 35 kg lors de la mise a la
reproduction ameénent les éleveurs a augmenter la densité énergétique et protéique des rations
avant la puberté. Ces pratiques suscitent de nombreuses interrogations quant aux régimes a utiliser,
aux périodes durant lesquelles les distribuer et surtout sur les conséquences sur la reproduction et la
production de lait. Les travaux menés sur les effets de différents niveaux alimentaires chez la
chevrette ouvrent de nouvelles perspectives en terme de stratégies d’élevage du jeune. Ainsi je
m’attacherai a déterminer les périodes d’élevage durant lesquelles il est opportun de manipuler les
apports alimentaires pour un développement mammaire optimal et un potentiel de production
efficient. La durée d’élevage du sevrage a la mise bas sera « découpée » en périodes de 2 mois et
pendant chacune de ces périodes, les animaux seront conduits suivant différents régimes
alimentaires. La mammogenése, la différentiation du tissu mammaire et les performances laitieres
seront analysées. Pour I'accomplissement de ce travail, des financements pour une bourse de these

CIFRE sont en cours de demande.

5.2. Stéroides ovariens et glande mammaire en lactation:

5.2.1. Projets « in vivo » :

Dans le contexte actuel, la filiere tend a favoriser les animaux et les pratiques
d'élevage permettant d'écréter le pic de production, d'améliorer la persistance afin
d'allonger les durées des lactations et de régulariser I'approvisionnement des laiteries sur
I'année. Ces objectifs sont essentiels dans une optique de PL intensive plus durable, mais il
reste a comprendre les mécanismes physiologiques sous-jacents afin de définir et maitriser
cette meilleure persistance. Les travaux menés au cours de la thése de L. YART ont permis de
mettre en évidence un effet négatif des sécrétions ovariennes et en particulier de I'cestradiol
sur la persistance de la lactation chez la vache laitiere. Les premiers résultats in vivo issus de
la these n’ont pour l'instant pas permis de discriminer précisément le réle in vivo direct ou

indirect des hormones ovariennes sur le contréle de la CEM. En effet, ces hormones peuvent
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interagir avec d’autres hormones (Ocytocine, Prolactine) connues pour leur role
galactopoiétique. Les objectifs du projet seront: 1) de préciser le role respectif des stéroides
ovariens dans le contréle de la persistance de la lactation, 2) d’identifier les mécanismes
physiologiques et moléculaires induits au niveau des CEM et impliqués dans la persistance
de la lactation, 3) d’étudier les effets directs et indirects et seuls ou combinés de I'cestradiol
et de la progestérone sur la dynamique et I'activité de la CEM (in vivo et in vitro). Ce projet
contribuera a identifier de nouvelles pratiques qui devront permettre d’améliorer I'efficacité
productive des ruminants. En effet, I'allongement de la durée de lactation présente les
avantages d'espacer les vélages et de limiter les risques liés au vélage et au tarissement
respectant ainsi les priorités du département PHASE en terme de bien-étre animal et de

durabilité des systémes.
5.2.2. Projets « invitro » :

La glande mammaire est un organe complexe composé de nombreux types cellulaires
(Cellules épithéliales mammaires, cellules myoépithéliales, adipocytes, fibroblastes, cellules
sanguines) intégré dans un environnement matriciel qui joue un role prépondérant dans les
communications autocrines et paracrines. Au cours d’un cycle de lactation, la glande
mammaire est soumise a des changements morphologiques, cellulaires et moléculaires tres
intenses. Depuis 20 ans, des nombreuses études se sont attachées a déterminer les relations
entre les hormones et la glande mammaire. Les controles endocriniens impliqués dans des
changements au niveau de la glande mammaire au cours de la mammogenése et de la
lactation ont toujours été caractérisés a un niveau cellulaire (cellule épithéliale mammaire,
adipocyte ...) ou a un niveau animal (production laitiere, composition fine du lait ...). Le cycle
de lactation est classiquement divisé en 4 étapes consécutives: mammogenese,
lactogenese, galactopoiése et involution, qui sont caractérisées par un contréle hormonal
strict modulant les interactions des différents types cellulaires au sein de la glande mais
aussi leur réceptivité, leur prolifération et leur mort. A travers la thése de Lucile Yart, nous
avons fait I'hypothése que, chez la vache laitiere, la réceptivité des CEM a I|'cestradiol
augmenterait au cours de la lactation. L’action de I'cestradiol sur ces cellules serait donc
différente en début, en milieu et en fin de lactation. Il semblerait que I'cestradiol agisse de

maniere directe sur les CEM pour induire et accélérer les processus d’apoptose.
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L'augmentation progressive de la réceptivité a ce stéroide ovarien apres le pic de lactation

accentuerait, chez les vaches cycliques, la perte de CEM et la chute de PL (Figure 29).

4 Prolifération @ CEM active
Apoptose +

@ CEM réceptive a l'cestradiol

@ CEM apoptotique

Apoptose + + +

Production laitiere

Effet de l'cestradiol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Mois de lactation

Figure 29. Schéma général présentant I'action de I'cestradiol ovarien sur les cellules épithéliales mammaires
(CEM) au cours de la lactation chez la vache laitiére non gestante.

Apreés le pic de lactation, le nombre de CEM diminue et leur sensibilité a I'cestradiol augmente. L’cestradiol
agit alors sur les CEM pour induire et accélérer les processus d’apoptose, ce qui augmente la perte de CEM et
la baisse de production laitiere. L’effet croissant de I'cestradiol au cours de la lactation sur les CEM et sur la
production laitiére est représenté par le triangle rouge.

Ainsi pour un méme type cellulaire, I'environnement stéroidien lié au stade physiologique de
I'animal (puberté, gestation, lactation) modifie la plasticité cellulaire et provoque sa
différentiation, sa prolifération ou sa mort par apoptose. Dans différentes études, nous
avons également mis en évidence le réle majeur joué par la matrice extracellulaire sur le

remodelage de la glande mammaire.

Un objectif de ce projet sera donc de phénotyper les différents types cellulaires présents
dans la glande mammaire chez la vache laitiere au cours d’un cycle de lactation afin
d’étudier l'influence de I'environnement cellulaire (et matriciel) sur la plasticité de la cellule
épithéliale mammaire. L'autre objectif sera le développement de nouveaux outils cellulaires
pour des études spécifiques sur la plasticité de la cellule épithéliale mammaire et le réle des

différents types cellulaires sur celle-ci. Enfin, nous étudierons comment les stéroides
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ovariens influencent cette plasticité et modifie le phénotype de la cellule épithéliale

mammaire au cours d’un cycle de lactation.
5.2.2.1. Phénotypage des cellules mammaires.

Dans un premier temps, en utilisant du tissu mammaire issu de vaches en fin de
gestation, I'objectif sera de réaliser |'isolement des différents types cellulaires présents :
matures (cellules épithéliales mammaires, cellules myoépithéliales, fibroblastes, adipocytes)
et cellules souches. La seconde étape consistera au phénotypage de ces pools cellulaires
pour identifier des marqueurs spécifiques a I'aide des outils disponibles afin de caractériser
plus finement les cellules présentes dans la glande mammaire. Notre objectif est de classer
les populations cellulaires présentes dans les digestats de glande mammaire et d’identifier
les cellules matures dont les phénotypes sont bien définis et connus et les cellules souches

dont les premiers outils de phénotypage commencent a étre décrits dans la littérature.

5.2.2.2.  Immortalisation de cellules épithéliales mammaires.

Ce travail aura comme objectif principal de nous fournir des outils cellulaires pour
des essais in vitro en immortalisant des cellules épithéliales mammaires (Figure 30). A partir
de tissus mammaires prélevés a trois stades physiologiques clés liés a un statut hormonal
particulier ainsi qu’a un niveau de différentiation cellulaire précis (génisse, vache au pic de
lactation, vache en fin de lactation), nous isolerons des cellules épithéliales, des cellules
myoépithéliales et des cellules souches. Ces cellules seront immortalisées selon un procédé
ne dénaturant pas (ou peu) les caractéristiques intrinseques de la cellule, et reproduisant
ainsi les résultats obtenus avec des cellules isolées directement a partir de tissus vivants,
offrant des conditions qui simulent étroitement un modele vivant et permettent de générer

des résultats plus pertinents physiologiquement.

96



37°C — Phénotype normal

Cellules épithéliales isolées de
la glande mammaire

l

Transfection avec l'antigéne
Large-T et la télomérase

|

Création de cellules exprimant
I'antigéne Large-Tet la
télomérase de maniére
dépendante de la température

|

33°C — Antigeéne Large T actif

l Phénotype cellules immortalisées

(Expression des geénes altérés)

Population cellulaire en

rolifération (liée a
i ( o —&—

I'immortalisation)

|

37°C — Phénotype normal

& —— i—-‘-——
Retour des cellules vers un —— — “""-—‘.—_"_
phénotype normal —— “ ? ...“__-.‘__""‘"

Figure 30. Principe de I'immortalisation : exemple des cellules épithéliales mammaires.

5.2.2.3. Effet des stéroides ovariens sur la cellule épithéliale +/- différenciée.

L'objectif sera d’étudier I'impact de I'’environnement stéroidien sur la plasticité de la cellule
épithéliale mammaire en utilisant les lignées de cellules immortalisées. Pour cela, nous étudierons la
sensibilité et la réceptivité de nos lignées a I'cestradiol et/ou a la progestérone par des approches
pharmacologiques et des sous/sur expressions de récepteurs stéroidiens (RNAI, transfection de

plasmides ...).
5.2.2.4. Mise en place d’'un modele de co-culture.

Cette partie aura pour objectif de reproduire in vitro un tissu mammaire en utilisant un

modele de co-culture en 3 dimensions (en gel). Les différents types cellulaires de la glande
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mammaire seront isolés et mis en co-culture dans un environnement matriciel afin d’identifier le réle
de chaque type cellulaire (cellules myoépithéliale, adipocyte et fibroblaste) sur la plasticité de la
cellule épithéliale mammaire immature (cellules souches) ou mature (cellules épithéliales

différenciées).
5.2.2.5. Effet de I'ovariectomie sur la cellule épithéliale mammaire.

L'objectif sera de modifier in vivo le profil en stéroides ovariens chez la vache laitiére en
pratiquant des ovariectomies et d’étudier, entre autres, [I'effet de ces sérums sur la cellule
épithéliale mammaire. Pour cela, nous utiliserons a la fois le modele de lignées immortalisées et le
modeéle de co-culture développé précédemment. Nous chercherons également a phénotyper les
différentes populations cellulaires présentes dans la glande mammaire des vaches ovariectomisées
en les comparants aux populations présentes dans le tissu contréle. Ceci nous permettra d’améliorer
nos connaissances sur les mécanismes physiologiques mis en ceuvre dans la glande mammaire et
dans la cellule épithéliale mammaire pour moduler la persistance de la lactation, afin de mieux la

maftriser.
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