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L’Europe avec ses 28 pays constitue l'un des premiers producteurs de lait (159 

milliards de litres) au monde (OECD-FAO, 2015). La France assure environ 4% de la 

production laitière mondiale et 16,1 % de la production laitière européenne. Elle occupe le 

second rang des pays européens derrière l’Allemagne. 67 400 exploitations laitières livrent du 

lait de vache en France (Enquête Annuelle Laitière, 2013). La Bretagne est l’une des régions 

qui produit la plus grande quantité de lait (21% de la production totale en France) (Eurostat, 

2015).  

Le lait de vache en France représente 97% du lait total collecté (les 3% restant 

proviennent de chèvre et de brebis) (Agreste Info, 2015). Une vache, en France, produit 6600 

kg du lait par an, donc autour de 24kg de lait par jour (Chatellier et al., 2013). 

La filière lait est soumise à un certain nombre d’enjeux à la fois socio-économique et 

réglementaire tels que le  changement climatique, les attentes sociétales (en terme de sécurité 

alimentaire ou de bien-être animal), les crises économiques et financières, les politiques 

foncières et d’aménagement du territoire ou encore plus spécifiquement à des problématiques 

sur l’environnement (rejet de méthane), le lien filière/territoire et la concurrence avec les 

productions végétales (intensification des élevages, concentration géographique des élevages). 

La recherche dans le domaine de la fonction de lactation est donc cruciale et l’équipe 

Physiologie de la lactation et synthèse du lait de l’UMR INRA AGROCAMPUS OUEST 

PEGASE s'attache à produire de nouvelles connaissances sur les mécanismes biologiques de 

production du lait, pour que celle-ci s'adapte le mieux possible aux différentes contraintes. Un 

accent particulier est donné à l‘étude de la plasticité de la glande mammaire en réponse aux 

pratiques d'élevage afin de mieux comprendre les mécanismes d'adaptation et d'adaptabilité 

des femelles en lactation à des systèmes de production très changeants. C’est dans ce contetxe 

que s’est inscrite ma thèse. 
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Chapitre 1 : La lactation chez la vache laitière 

1. Cycle biologique de la femelle bovine laitière 

1.1. De la naissance à la mise à la reproduction 

A partir de la naissance, la femelle bovine laitière suivra une succession d’étapes avant 

d’arriver à la production de lait. Les étapes successives de ce cycle biologique sont présentées 

dans la Figure 1. 

 

Figure  1 Cycle biologique de la vache laitière (race Holstein). 

De la naissance à la puberté. La vache est mise à la reproduction autours de 15 mois. Après la 
fécondation, la gestation a une durée de 285 jours. Après la parturition, un cycle de lactation qui a 
une durée de 305 jours débute. Après quelques années de production la vache qui est considérée 
comme moins productive, est mise à la réforme (Cours d’introduction à la zootechnie, 
Agrocampus ouest). 

 

Durant les premiers jours après le vêlage, la glande mammaire sécrète un fluide de 

couleur jaunâtre, le colostrum, qui apporte des nutriments et assure l’immunité au veau qui 

vient de naitre. Le type de placenta (épithéliochorial et cotylédonnaire) chez la vache ne 

permet pas le passage des immunoglobulines au veau pendant la gestation. Pour cette raison, 

il est crucial que le veau ingère du colostrum rapidement après le vêlage (car l’absorption par 

l’intestin est maximale aux premières heures de vie, puis elle diminue). Le veau doit être 

Naissance

Sevrage

Puberté

7-9 mois
Nubilité

Mise  à la reproduction : 15 mois

Mise à la reproduction

Gestation

285 jours

Vêlage/Parturition

Lactation

Tarissement

305 jours
Réforme

Fécondation
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nourri au colostrum durant ses deux ou trois premiers jours de vie. Par la suite, il est nourri au 

lait de vache deux fois par jour (lait entier qui provient de la traite de la vache ou aliment 

d’allaitement commercial). Ensuite, pour permettre le développement du rumen, une 

alimentation à base de fourrages doit être administrée. Le sevrage, ou la fin de l’alimentation 

lactée, est recommandé quand le veau consomme au minimum 2kg de concentré. En 

Bretagne, le sevrage est à 2.5 mois (Guernion, 2013). Une alimentation élevée avant le 

sevrage (28% de protéine et 25% de maière gras) influence positivement le développement de 

la glande mammaire chez les génisses (Geiger et al., 2016). Ainsi, un gain moyen quotidien 

élevé aux 10 premiers jours de vie de la génisse augmenterait le parenchyme mammaire 

(Meyer et al., 2006). Dans les 4 mois de vie, le veau peut commencer à sortir au pâturage 

(Paulson et al., 2015). Avant ses 6 mois, une alimentation avec de la paille, du foin et du maïs 

est recommandée. La complémentation de l’alimentation de la génisse est importante pour sa 

croissance. Pendant le printemps, il est possible d’avoir un gain du poids de la génisse de 900 

g par jour, alors que pendant l’été il est de 750 g par jour (Guernion, 2013). 

 

La Puberté 

La puberté de la génisse commence avec le cycle œstral (Figure 1) influencé par des 

facteurs propres à l’animal comme sa taille et son poids. La durée du cycle œstral est de 20 

jours chez la génisse, 21 jours chez la vache et l’œstrus dure 12 à 24 heures (Robinson, 1977). 

L’ovulation se produit après l’œstrus. Les facteurs comme l’alimentation, la température, la 

saison de l’année et le type d’élevage influencent l’âge de la puberté chez la génisse (Le 

Cozler et al., 2008). Une génisse commence sa puberté entre 9 et 11 mois. Le poids vif et 

l’âge de l’animal sont des indicateurs de l’état reproductif de la génisse. La puberté dépend de 

la race : une vache de race Holstein peut atteindre sa puberté à 260 kg de poids vif à l’âge de 

12 mois (D’Hour et al., 1995). En élevage laitier, l'objectif est qu’une génisse ait son premier 

vêlage dans ses premiers 24 mois de vie. Cela suppose qu'une génisse dès l’âge de 15 mois 

peut se reproduire ayant atteint une croissance corporelle le permettant. A ce stade, le 

parenchyme de la glande mammaire avec ses structures canaliculaires sont déjà quasiment 

formés (Akers, 2002). Une mise à la reproduction précoce (14 mois) peut affecter la 

production de lait par une diminution jusqu’à 90kg du lait produit aux 305 jours de lactation 

(Mohd Nor et al., 2013). Parfois, les signes de la première ovulation d’une génisse ne sont pas 

manifestes ou perceptibles. Pour cette raison, il est recommandé d’attendre les prochains 

cycles œstraux pour bien les connaitre et pour augmenter le potentiel de fertilité des génisses. 
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Si une génisse est inséminée pendant sa première ovulation, la possibilité qu'elle soit gestante 

est de 57% contre 78% si elle est inséminée dans sa troisième ovulation (Wathes et al., 2014).  

La saison de l’année et ainsi le nombre d’heures de lumière par jour (photopériode) a 

une influence sur la cyclicité des œstrus. Les génisses exposées à des jours longs arrivent plus 

rapidement à la puberté que celles exposées aux jours courts (Dahl et al., 2000). Les génisses 

qui naissent pendant le printemps et l’été, qui sont plus exposées à la lumière et à des 

températures élevées, arrivent plus précocement à la puberté, par rapport aux génisses qui 

naissent pendant l’automne et l’hiver. Ainsi, une génisse qui est exposé à une température de 

27°C arrivera plus rapidement à la puberté que celle exposée à une température de 10°C 

(Schillo et al., 1992).  

1.2. Vie productive 

1.2.1. Gestation 

Après 80 jours postpartum, la vache doit être de nouveau en gestation pour avoir une 

périodicité dans son cycle reproductif. Le temps de gestation d’une vache est de 285 à 300 

jours.  La baisse  (2 à 5 jours) ou l’augmentation (3 à 5 jours) de la période de gestation 

affecte négativement la production de lait, ainsi que la concentration en matières protéiques et 

grasses dans le lait (Jenkins et al., 2016). Pendant la gestation, le développement de la glande 

mammaire continue. A partir de 5 mois de gestation, la formation d’un système rudimentaire 

de la glande est observable (Akers, 1990). Entre le 5ème  et le 8ème mois de gestation, la glande 

mammaire augmente en densité de masse. Au cours du 9ème mois de gestation, les cellules qui 

synthétisent du lait dans la glande mammaire ont une morphologie élargie et sont déjà actives 

(Tucker, 1969).  

Quand la vache est gestante, la concentration de progestérone, une hormone produite 

par les ovaires et le placenta, augmente aux premiers jours de gestation et diminue après 14 

jours puis reste à des niveaux constants. La concentration de progestérone dans le sang est 

élevée pendant toute la gestation pour empêcher d’autres cycles œstraux. Au moment de la 

parturition, la concentration de progestérone diminue rapidement. L’estradiol, une autre 

hormone produite par les ovaires et le placenta, augmente au 250ème jour de gestation avec des 

pics à 20 jours avant la parturition et 8 heures avant le vêlage. L’estradiol baisse fortement 

jusqu’à être indétectable les jours suivants la parturition (Catchpole, 1977). A l’approche de la 
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qu’en première lactation (Figure 3). Chez la vache, on considère que la persistance de 

lactation est stable à partir de la 3ème lactation (Schutz et al., 1990; Hickson et al., 2006). 

Plusieurs facteurs physiologiques et environnementaux permettent de moduler la persistance 

de la lactation en agissant notamment au niveau mammaire. Certains facteurs tels que 

l’alimentation, la fréquence de traite, le stade de gestation, ou le statut sanitaire de l’animal 

sont directement liés aux pratiques d’élevage (Stefanon et al., 2002). 

De nombreuses études ont montré que la photopériode avait une influence sur la PL. Il 

est possible d’utiliser l’effet de la photopériode soit par l’application d’un traitement 

lumineux (Morrissey et al., 2008), soit en programmant les mises-bas en hiver. De cette 

manière, le début de lactation a lieu pendant la phase descendante de la photopériode et la 

phase de déclin de la PL a lieu en photopériode ascendante, permettant ainsi de limiter la 

baisse de sécrétion de Prl. Sorensen et Knight (2002) ont étudié l’effet de la saison des mise-

bas (vêlages en hiver ou au printemps) sur la persistance de la lactation et sur les 

concentrations plasmatiques en GH, IGF-1 et Prl. Bien qu’ils n’aient pas observé d’effet de la 

saison des mise-bas sur la concentration en IGF-1, ils ont pu mettre en évidence que les 

vaches ayant vêlé en hiver avaient des concentration en GH supérieures à celles ayant vêlé au 

printemps et qu’elles présentaient des niveaux de Prl plus stables au cours de la lactation. Ces 

différences dans les profils de sécrétion des hormones galactopoïétiques étaient associées à 

une meilleure persistance de la lactation chez les vaches ayant vêlées en hiver. 

En élevage laitier, la PL peut être modulée à court-terme par la fréquence de traite et 

l’alimentation et avoir des répercussions sur la persistance de la lactation. Plusieurs études ont 

montré que ces deux facteurs d’élevage avaient des répercutions importantes et très rapides 

sur la quantité de lait produite par la mamelle. Une augmentation de la fréquence de traite (3 

ou 4 traites par jour) induit une augmentation de la production et de la même manière, une 

baisse de la fréquence de traite (1 traite par jour) induit une baisse du niveau de production. 

Chez la vache laitière, ces variations de PL se répercutent sur la persistance de la lactation 

après un retour à 2 traites par jour (Hale et al., 2003). Une restriction alimentaire altère 

également de manière importante la PL. Ainsi, des vaches soumises à un régime alimentaire 

restrictif (-20 % en énergie nette) présentent une PL quotidienne inférieure de 9,8 kg 

(Norgaard et al., 2008) ou de 13 kg (Dessauge et al., 2011) par rapport à des vaches 

bénéficiant d’un régime alimentaire de base.  
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1.1.1. Tarissement  

Le tarissement ou période sèche est l’arrêt de la traite à la fin de la lactation. En 

fonction du système d’élevage, la durée de la période sèche peut être de 6 à 10 semaines 

(Sérieys, 1997). La durée du tarissement a un effet positif sur la quantité de lait et le pic de 

lactation sur la lactation suivante. Le tarissement est essentiel pour la régénérescence du tissu 

sécrétoire mammaire (Capuco et al., 1997 ; Andersen et al., 2005). Durant cette phase, le tissu 

mammaire subit des remaniements intenses. 

 

Ce qu’il faut retenir : 

En élevage laitier, les phases d’élevage du jeune ( de la naissance à la puberté) et la 

gestation sont importantes pour le développement de l’animal et de sa glande mammaire, 

organe producteur du lait. 

Un cyle de lactation chez la vache laitière a une durée approximative de 10 mois. La 

production laitière d’un individu peut être schématisée graphiquement par une courbe. La 

courbe de lactation peut-être décrite par trois phases : première phase de forte augmentation 

de la PL, jusqu’à la formation d’un pic. La deuxième phase est la décroissance de la 

production de lait, la vitesse de décroissance est appelée persistance de la lactation. La 

troisième phase est la diminution drastique correspondant à la fin de la lactation ou 

tarissement.  

La production de lait et la persistance de la lactation diffèrent entre les lactations 

(première ou deuxième). Ces différences sont notamment dues aux modifications du tissu 

mammaire. Pour cette raison, pour bien comprendre la PL chez la vache il est nécessaire 

d’étudier la glande mammaire, sa composition et sa fonction pendant le cycle de la lactation. 
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réseau de canaux galactophores qui débouchent, chez les ruminants, sur une citerne. C’est 

dans cette citerne qu’est stocké le lait avant d’être évacué par le canal du trayon lors de la 

traite ou de la tétée (Figure 4). Les alvéoles constituent les unités fonctionnelles de la glande 

mammaire. Elles sont constituées d’une couche de cellules épithéliales mammaires (CEM) 

polarisées. A leur pôle apical, ces cellules débouchent sur la lumière alvéolaire où est sécrété 

le lait. A leur pôle 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. Ces derniers permettent l’apport des nutriments nécessaires à la 

synthèse du lait. 

1.1. De l’embryogenèse à la puberté 

La glande mammaire commence son développement durant l’embryogenèse 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 

contrôle des glucocorticoïdes, de la Prl et de la GH (Veltmaat et al., 2003). Les stéroïdes 

sexuels ne semblent pas impliqués dans la mammogenèse embryonnaire. Il a été montré, chez 

l’embryon de souris, que la glande mammaire se développait normalement en absence de ces 

hormones (Kratochwil, 1971). Cependant, elles interviennent durant le dimorphisme sexuel : 

étape durant laquelle  la testostérone a pour effet d’induire la régression et la nécrose des 

structures épithéliales dans la glande mammaire du mâle. Ce processus impliquant des 

récepteurs aux androgènes situés dans le stroma conduit à une séparation irréversible entre le 

canal du trayon et les autres canaux (Brisken et O’Malley, 2010). La glande mammaire suit 

un développement isométrique, en parallèle du reste de l’organisme avant de reprendre une 

croissance allométrique positive quelques temps avant la puberté (Sinha et Tucker, 1969).  

La reprise du développement allométrique positif de la glande mammaire a lieu vers 

l’âge de 2-3 mois chez la génisse (Sinha et Tucker, 1969), et vers l’âge de 1 à 2 mois chez la 

chevrette (Dessauge et al., 2009 ; Yart et al., 2012). Chez ces espèces, 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, des canaux se ramifient à 

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 (Akers et al., 2005). 
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Les facteurs intervenant dans le développement de la glande mammaire ont, à l’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 forment pas uniquement 

une matrice inerte, mais jouent un rôle important dans la mise en place des structures 

épithéliales. La présence des tissus adipeux et conjonctif ainsi que les réseaux sanguins et 

lymphatiques, forment un tapis important pour la différenciation et la prolifération cellulaires 

(Neville et al., 1998 ; Watson et Khaled, 2008). Le parenchyme qui compose la glande 

mammaire est régulé par les hormones tandis que le coussin adipeux mammaire est influencé 

par la nutrition des génisses (Meyer et al., 2006). Les premières études qui ont mis en 

évidence l’importance de ce coussin adipeux mammaire concernaient la transplantation 

d’explants d’épithéliums mammaires murins dans différents organes (Deome et al., 1959).  

 

1.2. La dynamique de la glande mammaire 

Le développement de la glande mammaire chez l’adulte est un processus fascinant 

dans le sens où, au cours de la vie de l’animal, la glande mammaire va subir de nombreux 

changements en termes de  taille, de structure, de composition et d’activité. La glande 

mammaire est un organe cyclique et particulièrement plastique. La Figure 5 illustre cette 

plasticité. 
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soit telle que les lobes et les lobules ne soient plus séparés que par des septums de tissu 

conjonctif. Cette phase de mammogenèse se fait sous l’action des stéroïdes sexuels 

(œstrogènes et progestérone) sécrétés par les ovaires et par le système fœto-placentaire, 

combinée à 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 l’ablation de ces glandes. Chez la 

ratte et la souris, une ovariectomie ou une fœtectomie n’altèrent pas non plus la 

mammogenèse, alors que le retrait du placenta au cours de la gestation entraîne un arrêt de ce 

processus (Desjardins et al., 1968).  

A la fin de la gestation, l’augmentation du volume mammaire est essentiellement due à 

une hypertrophie des CEM (cellule épithéliale mammaire) en place et à une expansion des 

alvéoles. Les CEM subissent une différenciation physique et biochimique et acquièrent la 

capacité à synthétiser les différents constituants du lait sous l’action des hormones 

galactopoïétiques hypophysaires : la Prl et la GH. 

Un cycle de lactation s’achève par l’involution de la glande mammaire. Cette phase 

correspond à la régression graduelle du tissu sécréteur pour retourner à un état de 

développement légèrement plus avancé qu’avant le début de la première gestation. 

L’involution débute suite au sevrage du jeune ou à l’arrêt de la traite qui induisent une 

réduction de la sécrétion des hormones galactopoïétiques ainsi que l’accumulation du lait dans 

la mamelle, ou stase lactée (Lamote et al., 2004). Chez la vache comme chez la chèvre, la 

phase la plus précoce d’involution est réversible. L’involution de la glande mammaire est 

caractérisée par l’apoptose cellulaire et la dédifférenciation des CEM. La dédifférenciation est 

un processus où les cellules perdent leur spécialisation de CEM sécrétrices. La 

dédifférenciation consiste en une diminution d’expression de gènes liés à la différenciation et 

prolifération cellulaire (p53, c_myc et TGF-β1), diminution de l'expression de STAT5 et de 

gènes liés aux protéines du lait (Strange et al., 1992 ; Faraldo et al., 2002). A un stade plus 

avancé de l’involution, le phénomène de mort cellulaire programmée (ou apoptose) s’amplifie 

et la matrice extracellulaire est dégradée par les métalloprotéases pour aboutir à une perte de 

la quasi-totalité des CEM (Stefanon et al., 2002).  

 Cette phase d’involution est nécessaire avant de débuter une nouvelle lactation. En 

effet, chez la vache, sans cette phase d’involution, la PL est nettement inférieure à la normale 

lors de la lactation suivante (Capuco et al., 2003), ce qui suggère que les CEM ont une durée 
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Les principales structures qui permettent la synthèse des composants du lait dans la CEM sont le 
réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi (D’après Bauman et al., 2006). 
 

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 acquièrent, au cours de la gestation, la capacité à synthétiser du lait, via  des 

transformations physiques et biochimiques. 

En début de gestation, les CEM s’organisent autour de la lumière alvéolaire, leur pôle 

basal étant ancré à 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 à 

mesure que la gestation progresse, les CEM se dotent d’une organisation caractéristique de 

cellules sécrétrices : le cytoplasme augmente en volume, les mitochondries sont nombreuses, 

l’appareil de Golgi se rapproche du noyau et devient de plus en plus réticulé, des vésicules de 

sécrétion protéique et des gouttelettes lipidiques font leur apparition. Au moment de la 

parturition, la quasi-totalité des CEM sont matures et fonctionnelles. Le noyau qui était 

jusque-là dans la partie médiane de la cellule migre vers le pôle 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 

Noyau

Voie de sécrétion 

Globule gras

Vésicule sécrétrice 

Réticulum endoplasmique

Membrane apicale

Gouttelette lipidique dans le 

cytoplasme Appareil de Golgi

Micelle de caséine 

Figure  6 La cellule épithéliale mammaire mature pendant la lactation. 
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Dans le rumen de la vache, l’acétate, le propionate et le β-hydroxybutyrate sont des 

acides gras volatiles qui sont produits par les bactéries d’après la fermentation des aliments. 

La matière gras dans le lait est composé par plus de 400 différents types d’acides gras mais 

principalement par l’acide acétique et butyrique (Mansson, 2008). Les acides gras du lait ont 

une double origine : ils proviennent soit d’une synthèse de novo (40 à 60%) dans le 

cytoplasme des CEM, soit du plasma. Les acides gras sont synthétisés de novo dans la glande 

mammaire à partir d’acétate et du β-hydroxybutyrate. Cette synthèse donne origine à la 

formation d’acides gras à chaînes courtes et moyennes (C4 à C16). Les acides gras à chaîne 

longue (à partir de C18) et une partie des C16 proviennent du captage des acides gras 

circulant soit sous forme de triglycérides, soit d’un pool d’acides gras non estérifiés qui 

circulent liés à l’albumine. Ces acides gras longs proviennent principalement de 

l’alimentation et de la mobilisation des tissus adipeux. L’ensemble de ces acides gras peut 

être désaturé au niveau du réticulum endoplasmique où ils sont ensuite estérifiés en glycérol 

pour la synthèse des triglycérides. Les triglycérides sont sécrétés sous forme de gouttelettes 

lipidiques, de 1 à 10 µm de diamètre, entourés de protéines et de lipides polarisés, qui sont 

libérés dans le cytoplasme (Ollivier-Bousquet, 2002).  

Les protéines du lait sont soit synthétisées par les CEM, soit issues du sang. Les 

protéines constituent entre le 1 et  20% de l’azote protéique total dans le lait. Le taux 

protéique (TP) (compris entre 30 et 35g/L de lait pour une vache laitière) est le second 

paramètre sur lequel est évaluée la qualité du lait. Les protéines les plus abondantes dans le 

lait de vache sont les caséines, la β-lactoglobuline et la α-lactalbumine, elles sont synthétisées 

dans les CEM. La majeure partie des protéines dans le lait sont les caséines et elles 

représentent 80 à 90% des caséines dans la matière azotée totale dans le lait. Les principales 

caséines dans le lait de vache sont : alpha s1 (38%), alpha s2 (10%), la beta (40%) et le kappa 

caséines (12%). Ces caséines sont associées entre elles avec du phosphate de calcium, chaque 

protéine est en solution sous forme d’agrégats (Qi, 2007). Les micelles permettent de 

stabiliser d’autres caséines et d’éviter leur précipitation, de plus sa fonction est considérée 

nutritionnelle car grâce aux micelles cela lui permet de transporter du calcium et de phosphate 

dans le lait. La plupart de ces protéines sont digérées entre l’estomac et l’intestin. Quand les 

protéines ne peuvent pas être digérées elles stimulent la réponse systémique immunitaire. Ce 

problème est largement connu comme l’allergie aux protéines du lait est occasionné 

couramment par la bêta-lactoglobuline chez l’homme (Jo et al., 2014).  
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Les autres protéines sont solubles et constituent les protéines du lactosérum. Ces 

protéines sont très nombreuses et comprennent notamment des protéines de liaison de fer 

(lactoferrine et transferrine). La lactoferrine a une activité antimicrobienne et elle est plus 

synthétisée pendant l’involution mammaire. Des enzymes (galactosyltransférase, 

lactopéroxydase, lipoprotéine-lipases, …) et l’α-lactalbumine (lequel est nécessaire pour le 

CEM pour la synthèse du lactose) sont d’autres protéines dans le lait. Ainsi, la β-

lactoglobuline est retrouvée essentiellement chez les ruminants et elle compte plus de 50% 

des protéines du lactosérum (Akers, 2002). D’autres protéines sont présentes dans le lait en 

faible quantité c’est le cas des immunoglobulines (IgG, IgA et IgM). Dans le lait de vache et 

dans le colostrum, quasiment 80% d’immunoglobulines sont de type IgG (Akers, 2002). Les 

protéines synthétisées par la CEM rejoignent la lumière alvéolaire par exocytose, tandis que 

les protéines sériques comme les immunoglobulines passent dans la lumière alvéolaire par 

transcytose au travers des CEM, ou transitent par les espaces intercellulaires. 

Du fait de l’absence de glucose-6-phosphatase dans la glande mammaire, cette 

dernière utilise presque 85% du glucose provenant de la circulation sanguine. Le transport du 

glucose dans la glande mammaire est fait par des transporteurs spécifiques, comme GLUT1. 

Dans des études chez la souris, ce transporteur s’exprime plus pendant le pic de lactation 

(Zhao et Keating, 2007). Parmi les glucides qui se trouvent dans le lait, le lactose est 

prédominant c’est un disaccharide composé par une molécule de glucose et galactose. Le 

lactose est synthétisé à partir de l’UDP-galactose et le glucose dans l’appareil de Golgi par 

l’enzyme lactose synthase.  Sa synthèse est régulée par la présence de l’α-lactalbumine dans 

les CEM, elle débute dans le réticulum endoplasmique et se poursuit dans l’appareil de Golgi 

via  l’action de la galactosyltransférase  qui est créé en présence d’α-lactalbumine (Akers, 

2002). Le lactose est le principal régulateur de l’incorporation de l’eau dans l’appareil de 

Golgi  et dans les vésicules sécrétoires. L’eau représente 87% du volume de lait. Ainsi, en 

régulant l’entrée d’eau, la quantité de lactose synthétisée détermine globalement la quantité de 

lait produite. La supplémentation de glucose induit la synthèse de lactose et augmente la 

prolifération et la viabilité des CEM in vitro (Lin et al., 2016). Le lactose est transporté à 

l’extérieur de la cellule par la voie exocytotique (McManaman et Neville, 2003).  

Le lait contient également des éléments minéraux tels que le calcium (Ca2+), le 

phosphore (P+), le potassium (K+), le sodium (Na+), le magnésium (Mg2+) et le chlore (Cl-). 
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Une grande partie de phosphore, magnésium et calcium se présente sous forme de complexes 

avec des micelles de caséine et une autre partie de calcium est unie à l’α-lactalbumine 

(Gaucheron, 2005). Leur intégration aux micelles réduit la pression osmotique partielle pour 

ces minéraux et favorise donc leur passage du compartiment sanguin vers le lait (Jenness, 

1974). Dans la nutrition humaine, le lait est une source importante de calcium (125mg/dL) par 

rapport aux autres minéraux  comme le magnésium (12mg/dL). Les CEM contiennent une 

proportion faible de calcium par rapport au calcium extracellulaire et son obtention peut être 

régulée par la vitamine D et l’hormone parathyroïde. Les CEM maintiennent le gradient de 

Na+ K+ et Cl-  à travers la membrane cellulaire, cela permet d’ équilibrer entre l’osmolarité 

plasmatique  (Akers, 2002). Dans le lait, on trouve également des oligoéléments (cuivre, zinc, 

fer, fluor, iode et molybdène) et des vitamines (A, D, E, K, B2 et B12) (Burns et al., 2000). 

 Le comptage des cellules somatiques dans le lait permet d’évaluer la qualité et l’état 

de santé de la mamelle. La concentration en cellules est désignée par la valeur de SCC 

(Somatic Cell Count) et les valeurs vont de 5x104 à  200x103 dans la glande mammaire pour 

des vaches considérées saines, elles sont supérieures à 400x103 dans les vaches avec une 

inflammation de la glande (Akers, 2002). Dans le lait, 22% des cellules sont des CEM, 55% 

sont des leucocytes et les 19% restants correspondent aux fragments cellulaires. Pendant la 

traite, quelques cellules épithéliales qui forment l’alvéole peuvent se décrocher (Boutinaud et 

al., 2002).  

3. Régulations hormonales de la lactation 

3.1. Initiation de la lactation : la lactogénèse 

La lactogénèse est considérée comme le début de la lactation et débute à la fin de la 

gestation pendant laquelle des premières sécrétions lactées peuvent avoir lieu. Les principales 

hormones impliquées dans la lactogenèse sont les glucocorticoïdes, la Prl et la GH. Leur 

sécrétion est maximale autour de la parturition (Figure 8) et elles sont essentielles à la 

transition mammogenèse/lactation dans la glande mammaire. La sécrétion et action de la Prl 

et la GH sur la glande mammaire sont fortement liées aux changements des profils de 

sécrétion d’œstradiol et de progestérone qui surviennent au cours du dernier tiers de gestation 

(Figure 8) (Freeman et al., 2000).  
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Figure  8 Répresentation des principales hormones au moment de la  mise-bas et au début de la 
lactation chez la vache. 

La progestérone a une chute importante au moment du vêlage (mise bas). L’oestradiol a un pic au 
moment de la parturition, puis il diminue rapidement. La prolactine, hormone lactogénique a un 
pic au moment de la parturition ensuite elle descend. Les glucocorticoïdes ont une augmentation 
drastique au moment de la parturition puis diminuent rapidement. L’hormone de croissance va 
augmenter et diminuer lentement  (Adaptée de Mustafa, 2001).  

 
 

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 (Figure 8) est indispensable à l’induction de la lactogenèse par la Prl. En effet, 

il a été montré qu’au cours de la gestation, la progestérone exerçait une action inhibitrice sur 

la Prl. Cette action inhibitrice est double et s’exerce à la fois sur la décharge hypophysaire de 

Prl (Vermouth et Deis, 1974) et sur la différenciation des CEM (Loizzi, 1985). En parallèle de 

la diminution progressive de la sécrétion de progestérone, la sécrétion d’œstradiol augmente 

au cours de la gestation et chute brutalement après la parturition. L’œstradiol ne semble pas 

avoir d’effet direct sur la glande mammaire lors de la lactogenèse dans la mesure où c’est à ce 

moment-là que l’expression de ses récepteurs dans les CEM est la plus faible (Schams et al., 

2003). L’action directe de la GH sur les CEM a été peu décrite et semblerait passer 

majoritairement par une stimulation de la prolifération des CEM en fin de gestation (Figure 

8) ou sa concentration est importante (Annen et al., 2007), associée à une légère stimulation 
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de la synthèse de caséines (Trott et al., 2008). La GH ne semble avoir aucun effet sur la 

différenciation de CEM, ni sur la synthèse des différents constituants du lait (Annen et al., 

2007). En revanche, l’action de la Prl sur les CEM en début de lactation a été décrite par 

Akers et al. en 1981, ils ont observé que l’action de la Prl influence l’activité et la 

différenciation des CEM plus que sur la prolifération. En 2015 Lollivier et al. en traitant des 

vaches en lactation avec de la quinagolide (un inhibiteur de la Prl) et de la Prl ont observé que 

la Prl diminue le nombre de cellules exfoliés. Ils ont suggéré un effet anti-apoptotique de la 

Prl qui préserverait l’intégrité de l’épithélium mammaire via une augmentation de 

l’expression de STAT5 dans les cellules mammaires. 

 Les glucocorticoïdes sécrétés par les glandes surrénales sont également nécessaires à 

l’initiation des sécrétions lactées. Leur production est contrôlée par l’ACTH, produite par 

l’antéhypophyse. Les glucocorticoïdes sont faiblement sécrétés pendant la gestation, mais un 

pic de sécrétion a lieu au moment de la parturition (Figure 8). Ces hormones seules n’ont pas 

d’effet sur les CEM, mais elles sont nécessaires à leur différenciation (Mills et Topper, 1969) 

et à la synthèse des acides gras, du lactose et des caséines (Goodman et al., 1983) et 

potentialisent les effets de la Prl. L’hormone placentaire lactogène dont la concentration dans 

le sang maternel augmente lors de la deuxième moitié de gestation chez la vache participe 

également à la différenciation des CEM et à l’initiation de leur activité sécrétrice avant la 

parturition (Akers, 1985). 

3.2. Entretien de la lactation : la galactopoïèse 

La galactopoïèse est connue comme le maintien de la lactation. Les facteurs 

galactopoïétiques regroupent l’ensemble des facteurs stimulant la synthèse des différents 

constituants du lait, des facteurs prolifératifs et des facteurs anti-apoptotiques. Là encore, la 

Prl et la GH jouent un rôle essentiel. 

La Prl a longtemps été considérée comme étant principalement un facteur lactogénique 

et n’ant que peu d’importance pour la galactopoïèse car son inhibition diminue de 36% le 

contenu de l’ADN dans la glande mammaire, affecte la concentration d’alpha-lactalbumine 

dans le lait et le taux de synthèse des acides gras dans la glande mammaire de la vache (Akers 

et al., 1981). La Prl et la GH onta des effets galactopoïetiques en permettant la survie des 

CEM et leur prolifération (Lollivier et al., 2015).   
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Capuco et al. (2001) ont étudié l’effet de l’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 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 et Olsson, 2005). Les actions de la GH sur 

la glande mammaire passent essentiellement par l’intermédiaire du facteur de croissance IGF-

1. En effet, la GH stimule l’expression d’IGF-1 à la fois localement, dans le stroma de la 

glande mammaire, et au niveau systémique, dans le foie (Herrington et Carter-Su, 2001). 

Plusieurs études ont montré qu’IGF-1 stimulait la prolifération cellulaire dans la glande 

mammaire et augmentait la PL (Trott et al., 2008). Il agit également sur les CEM comme un 

facteur de survie en activant la phosphorylation de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) 

qui active à son tour, par phosphorylation, le facteur anti-apoptotique Akt (Green et 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 synthèse de différents constituants de lait, 

induit l’expression d’IGF-1 et inhibe l’expression d’IGFBP-5 via  l’activation de STAT5 

(Signal Transducer and Activator of Transcription) (Hovey et al., 2003). Ainsi, l’inhibition de 

l’expression d’IGFBP-5 empêche la séquestration d’IGF-1 et potentialise ses effets sur les 

CEM.  

Les hormones stéroïdiennes (œstradiol et progestérone), qu’elles soient d’origine 

ovarienne ou fœto-placentaire, semblent avoir un effet négatif sur la glande mammaire en 

lactation. Dans les systèmes laitiers actuels, les vaches sont en lactation et gestantes de 

manière concomitante. Plusieurs études ont montré que la gestation avait un effet négatif sur 

la PL (Bachman et al., 1988). Outre un effet évident de compétition énergétique entre la 

croissance intra-utérine du fœtus et la synthèse du lait, cet effet négatif pourrait être lié aux 

fortes quantités de progestérone sécrétées pendant les deux premiers tiers de la gestation et 

qui inhibent la sécrétion (Vermouth et  Deis, 1974) et l’action de la Prl (Loizzi, 1985). 

Cependant, l’œstradiol semble aussi fortement impliqué dans cette baisse de PL. En effet, 

Bachman et al. (1988) puis Sorensen et Knight (2002) ont remarqué que l’effet négatif de la 

gestation sur la PL débutait entre 100 et 150 jours de gestation, ce qui coïncide avec le début 

des sécrétions d’œstrogènes par le système fœto-placentaire (Patel et al., 1999). 

L’administration d’œstradiol exogène chez des vaches pendant la galactopoïèse induise une 

forte baisse de la PL (Delbecchi et al., 2005). L’administration de progestérone n’a, quant à 

elle, aucun effet seule et augmente légèrement l’effet de l’œstradiol lorsque ces deux 
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hormones sont administrées conjointement (Mollett et al., 1976). Delbecchi et al. (2005) ont 

également observé que la baisse de PL était associée à une diminution de l’ingestion 

alimentaire, suggérant que l’œstradiol puisse agir sur le métabolisme général de l’animal, au 

niveau systémique.  

La lactation est une fonction biologique entraînant de grands changements 

métaboliques à l’échelle de l’organisme. L’entretien de la production de lait se fait grâce aux 

hormones galactopoïétiques qui agissent localement sur la glande mammaire, mais il passe 

également par des modulations hormonales au niveau systémique qui contrôlent le 

métabolisme. La production de lait par la mamelle conduit à une forte augmentation des 

besoins en eau et en nutriments (glucose, acides aminés et acides gras) nécessaires à la 

synthèse du lait. Ainsi, au moment du pic de production, les besoins en énergie pour 

synthétiser le lait représentent environ 80 % de l’énergie emmagasinée, ce qui implique une 

mobilisation importante des réserves corporelles. Tout ceci est orchestré par le système 

endocrinien : la GH et le cortisol augmentent la lipolyse dans le tissu adipeux et la 

néoglucogenèse dans le foie, la Prl et l’insuline favorisent l’absorption intestinale du calcium 

et d’acides aminés, tandis que la leptine (hormone peptidique régulant les réserves lipidiques 

dans l’organisme et responsable de la sensation de satiété) agit au niveau central pour réguler 

l’absorption d’énergie. La GH associée à l’action d’hormones vasoconstrictrices 

(vasopressine, adrénaline, noradrénaline, angiotensine II) et vasodilatatrices (oxyde nitrique, 

peptide atrial natriurétique) contribue à augmenter le débit sanguin et l’apport de sang à la 

glande mammaire  (Svennersten-Sjaunja and Olsson, 2005).  

Le lait synthétisé est stocké dans le compartiment alvéolaire et dans la citerne chez les 

ruminants. Une vidange régulière de la mamelle, soit par la traite soit par la tétée du jeune, est 

essentielle au maintien de la lactation. L’hormone qui permet l’éjection du lait du 

compartiment alvéolaire est l’ocytocine. L’ocytocine est une petite hormone peptidique 

produite dans l’hypothalamus et sécrétée par l’hypophyse postérieure (ou neurohypophyse) en 

réponse à la stimulation par la traite ou la tétée de récepteurs situés dans le trayon. 

L’ocytocine induit la contraction des cellules myoépithéliales qui entourent les alvéoles, pour 

permettre le passage du lait des lumières alvéolaires vers la citerne. C’est ce qu’on appelle le 

réflexe d’éjection du lait. Outre son rôle dans la vidange de la mamelle qui assure le maintien 

de la PL en empêchant l’accumulation du lait et la formation de stases lactées, l’ocytocine 

joue un rôle direct dans la galactopoïèse. En effet, Lollivier et al. (2002) ont rapporté que 
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l’administration d’ocytocine avant la traite permettait d’augmenter la PL de manière 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 à l’ocytocine 

est exprimé non seulement par les cellules myoépithéliales, mais également par les CEM. 

L’action de l’ocytocine sur les CEM stimule alors la sécrétion des différents constituants du 

lait en accélérant les processus d’exocytose. Un traitement à 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). 

3.3. Fin de la lactation : le tarissement 

La PL diminue spontanément après quelques mois de lactation, jusqu’à un arrêt total 

des sécrétions. La baisse de la PL au fur et à mesure de l’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’arrêt des tétées au sevrage ou l’arrêt de la traite au tarissement 

engendre un arrêt des sécrétions de Prl et d’ocytocine. Ainsi, ces hormones ne peuvent plus 

exercer leurs effets galactopoïétiques, que ce soit au niveau de la stimulation de la synthèse et 

de la sécrétion des différents constituants du lait par la Prl et l’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 l’expression d’IGF-1 dans le 

foie et dans le stroma de la glande mammaire. En parallèle, la baisse des niveaux de Prl lève 

l’inhibition qu’elle exerçait sur l’expression d’IGFBP-5. Il en résulte une augmentation 

importante du taux d’apoptose dans la glande mammaire, associée à une baisse de l’activité 

de synthèse des CEM : le tissu sécréteur est en involution. 

A cela vient s’ajouter une augmentation importante de l’expression d’ERα dans la 

glande mammaire en fin de lactation. Plusieurs études ont mis en évidence un rôle de 

l’œstradiol dans l’involution de la glande mammaire. Une augmentation du nombre de 

cellules dans le lait, associée à une baisse de la concentration en α-lactalbumine et lactose, 

ainsi qu’à une augmentation de la concentration en protéines totales (Athie et al., 1996) et 

plus particulièrement en lactoferrine (Singh et al., 2008) . L’ensemble de ces phénomènes est 

caractéristique de l’ouverture des jonctions serrées qui a lieu lors de l’involution mammaire. 
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Peaker et Wilde (1996) ont également suggéré l’existence d’une rétroaction inhibitrice 

de l’un des constituants du lait sur la synthèse de lait dans la glande mammaire, et qui 

interviendrait à la suite de l’accumulation de lait dans la mamelle. Cette rétroaction serait due 

à la présence d’une protéine FIL (Feedback Inhibitor of Lactation), identifiée pour la première 

fois dans le lait de chèvre (Wilde et al., 1995) et qui, par une action autocrine, inhiberait la 

synthèse de différents constituants du lait par les CEM. Le FIL accentuerait également les 

processus apoptotiques en diminuant la réceptivité à la Prl qui ne peut alors plus exercer son 

action anti-apoptotique sur les CEM (Stefanon et al., 2002).  

4. Mécanismes biologiques déterminant la quantité de lait produite au cours d’une 
lactation 

La quantité de lait produite par la glande mammaire à un moment donné dépend du 

nombre de CEM dans la glande mammaire (Boutinaud et al., 2004). 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 être mesurée au 

travers de l’activité protéasique d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire, les MMP 

(Matrix Metalloprotease) (Stefanon et al., 2002).  

4.1. Turnover cellulaire 

Le taux de renouvellement cellulaire ou turnover cellulaire est l’équilibre entre la 

balance de la prolifération/apoptose qui dépend du nombre de CEM actives (Capuco et al., 

2003).   

L’équilibre de la balance prolifération/apoptose évolue au cours d’une lactation et il 

est dépendant de l’état de la glande mammaire (développement, régression ou en stade stable). 

En début de lactation, le taux de prolifération cellulaire est supérieur au taux d’apoptose : le 

nombre de CEM et la PL augmentent. Les populations de cellules qui sont vieilles et moins 

vigoureuses vont être remplacées par des cellules (filles) qui ont une capacité de sécrétion 

plus active pendant la lactation (Capuco et al., 2001).  Après le pic de lactation, l’équilibre de 

cette balance s’inverse, le taux d’apoptose devient supérieur au taux de prolifération 

cellulaire : le nombre de CEM et la 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 
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correspond à un renouvellement d’environ 50% des cellules au cours d’une lactation. Ainsi, 

sur la totalité de la lactation, c’est le phénomène d’apoptose qui prédomine sur la prolifération 

cellulaire, ce qui se traduit globalement par une perte de CEM (Capuco et al., 2001). 

L’apoptose (mort cellulaire) est un phénomène qui est observé dans la glande 

mammaire en lactation, mais surtout au cours de son involution. L’apoptose de cellules qui se 

localisent au milieu de la lumière alvéolaire est nécessaire durant les étapes finales de la 

formation de l’alvéole (Sobolewska et al., 2011).  Une cellule apoptotique subit de 

nombreuses modifications physiques et biochimiques conduisant à une condensation puis une 

fragmentation de l’ADN, associées à des changements majeurs au niveau des organites et de 

la membrane plasmique. Motyl et al. (2006) ont proposé trois niveaux de régulation de 

l’apoptose dans la glande mammaire : une régulation intrinsèque ou intracellulaire mettant en 

jeu l’intégrité des mitochondries ; une régulation extrinsèque ou intra-mammaire impliquant 

des communications autocrine et paracrine via des récepteurs de mort cellulaire ; et enfin une 

régulation systémique notamment via des sécrétions hormonales (galactopoïétiques).  

4.2. Remodelage tissulaire 

La réorganisation et la rénovation tissulaire de la glande mammaire pendant la 

lactation sont nécessaires pour la PL. A la fin de la lactation et au début de l’involution de la 

glande mammaire, la chute de la PL est associée à une augmentation du remodelage tissulaire 

(Stefanon et al., 2002). De plus, la régression du tissu mammaire consiste en une dégénération 

alvéolaire et vasculaire. Les proportions de tissu alvéolaire diminuent jusqu’à 20% tandis que 

le tissu interstitiel augmente en fin de lactation (30%) dans la glande mammaire chez la 

chèvre (Safayi et al., 2010). Dans la glande mammaire, les CEM sont séparées du stroma par 

une membrane basale composée des protéines de la matrice extracellulaire (fibronectine, 

collagènes I et IV, …). Le remodelage intensif qui a lieu lors de l’involution nécessite la 

dégradation de la matrice extracellulaire par les MMP dont l’expression et l’activité 

protéasique augmentent considérablement dans la glande mammaire bovine après 5 jours 

d’involution (Rabot et al., 2007). Le remodelage tissulaire dans la glande mammaire est 

influencé par les stéroïdes ovariennes qui induisent l’expression de protéases MMP (Yart et 

al., 2012). Pendant l’involution mammaire, les stéroïdes accélèrent l’apoptose des CEM en fin 

de lactation par l’activation de caspases 3 et 7 (Yart et al., 2013).  
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La dégradation de la matrice extracellulaire par les MMP influence non seulement 

l’organisation des structures alvéolaires sécrétrices, mais agit aussi directement sur la survie 

des CEM (Green et Streuli, 2004). Des études in vitro ont permis d’estimer un taux 

d’apoptose supérieur à 2,5 % dans des cultures primaires de CEM murines lorsque celles-ci 

sont cultivées sur du collagène I ou sur du plastique. L’apoptose de ces CEM est réduite à un 

taux de 0,1 % lorsqu’elles sont cultivées sur une membrane basale de synthèse (Pullan et al., 

1996).  

 

Ce qu’il faut retenir : 

La glande mammaire est structurée en un ensemble de lobules contenant des alvéoles 

et en un réseau de canaux galactophores menant à une citerne et des trayons. Les alvéoles sont 

composées de cellules épithéliales mammaires (CEM), unités fonctionnelles de la glande 

mammaire qui synthètisent les constituants du lait. Elles sont entourées par des cellules 

myoépithéliales, des fibroblastes, des adipocytes et des cellules lymphatiques et sanguines.  

Une caractéristique particulière de la glande mammaire est sa plasticité. La plasticité 

de la glande mammaire fait référence aux modifications qu’elle subit, en taille, structure, 

composition et activité, tout au long de son développement et pendant les lactations.  

La plasticité de la glande mammaire est en lien avec sa composition cellulaire, 

principalement avec les CEM. Au cours d’un cycle de lactation, le nombre des CEM est 

déterminé par l’équilibre entre la prolifération et l’apoptose des cellules. Cet équilibre 

prolifération/apoptose cellulaire est dépendant de l’état de la glande mammaire. Au début de 

la lactation, la glande mammaire est déjà composée par du tissu sécréteur et par des CEM 

matures et fonctionnelles. Au cours de la lactation, la prolifération et l’apoptose des CEM 

sont influencées par différents facteurs comme les hormones.  À la fin de la lactation, la 

diminution des hormones qui contribuent au maintien de la lactation et l’arrêt de la traite 

provoquent l’involution de la glande mammaire. Cette involution est caractérisée par 

l’apoptose et la perte de spécialisation des cellules épithéliales mammaires. L’involution 

permet la future régénération des structures mammaires pour les lactations suivantes.  

La plasticité de la glande mammaire et l’équilibre entre la prolifération et l’apoptose 

des CEM sont connus au cours d’un cycle de lactation. D’après la littérature, les CEM et les 
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autres cellules composant la glande mammaire bovine diffèrent pendant la 

lactation. Cependant, les populations spécifiques en raison de leur classification : phénotype, 

fonction et état, sont inconnues. 
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Les CEM alvéolaires sont liées entre elles par des jonctions serrées et reposent sur une 

membrane basale constituée de laminine, de collagène et de glycosaminoglycanes (Figure 9) 

(Sérieys, 1997). Ces structures permettent l’établissement de barrières qui préviennent la fuite 

des solutés entre elles. Cette barrière est établie après la parturition, et persiste pendant la 

lactation (Stelwagen et Singh, 2014). Les jonctions serrées sont formées par des protéines des 

familles des occludines, des claudines et des molécules d’adhésion des jonctions (ou JAM)). 

Les jonctions d’adhérence permettent l’union de cellules adjacentes et ils sont composés par 

des protéines des familles des cadhérines et des caténines. Les jonctions communicantes et les 

desmosomes permettent la communication entre cellules (Ben Chedly et al., 2010). Si la 

perméabilité cellulaire augmente à cause de l’altération des barrières il y a la perte de 

l’intégrité de l’épithélium (Fleet et Peaker, 1978). 

Les cytokératines (CK) sont des protéines qui forment les filaments intermédiaires 

dans le cytosquelette cellulaire et sont considérées comme les structures solides qui 

soutiennent la cellule (Magin et al., 2007). Les cytokératines permettent d’identifier l’état de 

différenciation des cellules (Mikaelian et al., 2006). En fonction des kératines et de leur 

localisation au sein de l’épithélium mammaire, il est possible de discriminer les différentes 

populations épithéliales présentes au sein de la glande mammaire (Dulbecco et al., 1983). 

Ainsi, les CEM alvéolaires expriment les cytokératines  8, 18 et 19 (Stingl et al., 2001 ;  Sun 

et al., 2010). Chez la souris, les cytokératines 8 et 18 sont également fortement exprimée par 

les CEM alvéolaires (Mikaelian et al., 2006). En 2011, Colitti et al. ont montré que 

l’expression de la CK19 dans la glande mammaire de brebis était fortement exprimée dans les 

CEM de la lumière alvéolaire.  

 Les protéines de surface ou clusters de différenciation (CD) sont des marqueurs 

cellulaires qui permettent de phénotyper les cellules, notamment par cytométrie en flux et 

immunohistologie. Ils servent à identifier l’activité et l’état de la cellule pendant la 

différenciation cellulaire (Zola et al., 2003). Dans ces protéines de surface, on trouve les 

intégrines qui se trouvent dans la membrane des CEMs, ce sont des protéines qui régulent la 

polarité des cellules (Taddei et al., 2003). L’intégrine ou cluster de différenciation CD49f 

(intégrine α-6) a été utilisé comme biomarqueurs pour identifier les CEMs dans la glande 

mammaire principalement chez la femme et la souris (Raymond et al., 2012). Le marqueur 

CD326 ou Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) a quant à lui été identifié par Prpar et 

al. (2012) dans les cellules luminales (CEM de type alvéolaire) durant la lactation chez la 
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Marqueurs Type de molécule Vache Souris Femme

CD10/CALLA Métallo-
endopeptidase

? - ou + +

CD24 Glycoprotéine + Moyenne +

CD29 Intégrine β1 + Haut +

CD49f Intégrine α6 + Haut Haut

CD326
(EpCAM)

Protéine de jonction ? + Bas ou +

CS : cellule souche
N/D : non disponible

? : non étudié dans cette espèce 

chèvre. L’utilisation et le couplage de plusieurs marqueurs de surface permet d’identifier les 

sous-populations cellulaires d’une manière plus précise. En 2012, Rauner et Barash ont 

caractérisé les cellules luminales dans la glande mammaire chez la génisse : 

CD24MedCD49fNeg. Ils ont montré que ces cellules avaient une faible capacité à proliférer et à 

former des structures sphériques (mammosphères). Rauner et Barash (2015) ont aussi 

caractérisé d’autres types cellulaires chez la génisse : ils ont  identifié des cellules luminales 

précoces et des cellules luminales matures. Ces deux populations luminales exprimaient  

CD49f et CD24 mais la différence entre les deux types cellulaires étaient liés à l’expression 

de la protéine d’adhésion E-cadhérine. Les cellules luminales/E-cadhérine négatives étaient 

les cellules qui n’avaient perdu qu’une partie de sa capacité de prolifération. Les cellules 

luminales/E-cadhérine positives étaient quant à elles déjà différenciées. Les apports que 

peuvent donner les études des populations cellulaires de la glande mammaire chez la vache, 

ont été discutés par Capuco et al. (2012). Ils ont suggéré qu'étudier la composition des cellules 

dans la glande mammaire après la lactation pourrait contribuer à diminuer le période sèche 

après la lactation. Un tableau qui résume les principaux marqueurs et molécules utilisées pour 

identifier les cellules mammaires dans d’autres espèces est présenté (Tableau 2).   

 

 

                            

(D’après Borena et al., 2013) 

Tableau  2 Pricipaux marqueurs de surface identifiés dans la glande mammaire des mammiphères. 
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1.2. Les cellules épithéliales mammaires ductales 

 Les cellules ductales ou lumino-ductales sont les cellules épithéliales présentes dans la 

base des alvéoles mammaires. Elles ont une morphologie asymétrique, plus allongée dans leur 

coté radial (Dulbecco et al., 1983). Ces cellules se trouvent à continuation de l’ouverture de la 

lumière alvéolaire et forment le canal lobulaire (Sérieys, 1997). 

Les cellules ductales expriment la CK6. Cette cytokératine est liée à la prolifération 

cellulaire pendant la gestation dans la glande mammaire de la souris (Buono et al., 2006). 

Cependant, chez la génisse, l’expression de CK6 a été observé dans les compartiment basal et 

dans les cellules stromales (Rauner et Barash, 2012). Chez la femme et la souris, la population 

ductale est différenciée et a un phénotype CD49f-EpCAM+ (Asselin-Labat et al., 2008 ; 

Shehata et al., 2012).    

1.3. Les cellules myoépithéliales mammaires 

Les  cellules myoépithéliales se trouvent dans l’alvéole et dans le côté basal (Figure 

9). Ce sont des cellules de forme étoilée avec une morphologie plus large et fine au niveau des 

canaux (Dulbecco et al., 1983). Les cellules myoépithéliales qui entourent l’alvéole forment 

des structures en forme de panier. Les cellules myoépithéliales contiennent des filaments 

d’actine et de myosine comme les cellules musculaires. Cependant, elles ont des propriétés de 

cellules épithéliales en raison des cytokératines épithéliales qu’elles expriment (Adriance et 

al., 2005). Les cellules myoépithéliales entourent les CEM (Figure 10).   
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myoépithéliales était acquis après la naissance et durant le développement de la glande 

mammaire. Durant la lactation, l’expression de α-SMA a été observée dans les cellules 

myoépithéliales de l’alvéole et du canal dans la glande mammaire de la ratte (Deugnier et al., 

1995). L’identification des cellules myoépithéliales a été aussi faite par rapport à l’expression 

de molécules liées à la contraction comme la calponine et les molécules d’adhésion tels que la 

P-cadhérine et la bêta-1 intégrine (β1) (Adriance et al., 2005). 

Les cellules myoépithéliales expriment les CK5, CK14 et la CK17 (Abd El-Rehim et 

al., 2004). Les cellules myoépithéliales se trouvant dans les canaux galactophores montrent 

une expression modérée des CK14 et CK17 pendant la gestation, puis plus intense pendant la 

lactation. En revanche, l’expression de la CK5 est modérée dans les canaux pendant la 

lactation et l’involution dans la glande mammaire de la souris (Mikaelian et al., 2006).  

Parmi les protéines de surface exprimées par les cellules myoépithéliales, on trouve les 

intégrines α-1, α-2 et α-3. Les cellule myoépithéliales expriment aussi l’intégrine α-6 ou 

(CD49f) et la β1 (CD29) (Lambert et al., 2012). CD10 est connu comme l’antigène commun 

de la leucémie lymphoblastique aigue ou common acute lymphoblastic leukemia antigen 

(CALLA). Il s’agit d’une glycoprotéine qui participe à la régulation enzymatique dans 

différents compartiments cellulaires (Maguer-Satta et al., 2011). Chez la génisse, il a été 

montré que les cellules myoépithéliales co-exprimaient α-SMA et CD10 (Safayi et al., 2012) 

et que CD10 pouvait être utilisé pour distinguer les cellules myoépithéliales. L’expression de 

CD10 est localisée à la surface apicale des cellules myoépithéliales tandis qu’ α-SMA est 

exprimé à la surface basale. Shackleton et al. (2006) ont montré, chez la souris des sous-

populations cellulaires dans la glande mammaire, cette caractérisation a été confirmée par 

l’expression de la CK14, une cytokératine spécifique des cellules myoépithéliales. Selon 

Shehata et al. (2012), les populations myoépithéliales dans la glande mammaire de la souris et 

de la femme sont  EpCAMLowCD49fHigh. 

2. Les cellules épithéliales progénitrices et souches 

Les cellules souches sont des cellules qui ont la capacité de différentiation, 

prolifération et auto-renouvèlement pour l’entretien de la population cellulaire tissulaire 

(Loeffler et Roeder, 2002). Les cellules souches sont classifiées par rapport à leur capacité de 

développement et de différentiation vers un certain type cellulaire. De nombreuses équipes de 

recherche ont travaillé sur les cellules souches mammaires (MaSC) (Figure 10) bovines parce 
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que ces cellules sont considérées comme étant des cibles très intéressantes pour manipuler la 

multiplication cellulaire et la régénération tissulaire et ainsi permettre d’améliorer la 

productivité des vaches laitières et la santé de la glande mammaire. La glande mammaire 

bovine n’est pas affectée fréquemment par le cancer. Le taux de cancer chez la vache est 

faible dû à la courte durée de vie dans l’élevage et à l’influence hormonale de la gestation 

après chaque cycle de lactation (Prpar et Dovc, 2013).  

Les premiers à identifier une population cellulaire à haute capacité proliférative dans 

la glande mammaire bovine ont été Ellis et Capuco en 2002. Avant euthanasie, du BrdU a été 

injecté dans la veine jugulaire de génisses et des coupes de glande mammaire ont été 

réalisées. Ils ont ainsi identifié une population cellulaire faiblement marqués au sein du 

parenchyme mammaire et ont proposé que ces cellules étaient des putatives (présumées) 

MaSC. Cette observation était basée sur le fait que ces cellules claires composaient seulement 

10% de la population cellulaire du parenchyme mammaire mais  représentaient environ 50% 

des cellules en prolifération. Plus tard, Holland et al. (2003) ont isolé une population 

cellulaire possédant des caractéristiques de cellules souches à partir d’une monocouche de 

CEM bovines. L’observation de l’ultrastructure de cette petite population de cellules claires 

indifférenciées a permis de montrer qu’elles étaient dépourvues de jonctions communicantes 

fonctionnelles, caractéristique des cellules souches.  

Quelques années plus tard, Capuco et al. (2009) ont identifié une population putative 

de MaSC bovines par leur capacité à retenir du marquage au niveau des brins d’ADN et ont 

montré que ces cellules exprimaient le marqueur de prolifération nucléaire Ki67 ainsi que les 

récepteurs à l’œstrogène (ER) et à la progestérone (PR). Du fait que la population cellulaire 

capable de retenir le marquage à l’ADN contenait à la fois des cellules ER-positives et ER-

négatives, Capuco et al. (2009) a suggéré que les cellules ER-négatives représentaient les 

cellules souches et les cellules ER- positives, les cellules progénitrices. La cellule progénitrice 

est une cellule qui provient d’une cellule souche, elle se caractérise par le fait d'avoir une 

différentiation cellulaire plus spécifique vers certains lignages et avec une capacité de 

différentiation limitée (Seaberg et van der Kooy, 2003). Une étude in vivo réalisée par le 

même groupe de Capuco et al. (2009), consistant à injecter de la xanthosine dans des glandes 

mammaires de génisses, a été initiée pour évaluer si cette molécule pouvait stimuler la 

population de MaSC. Ceci était basé sur le fait que la xanthosine  était capable de supprimer 

la fonction de la protéine p53 permettant la division cellulaire symétrique (Capuco et al., 
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2009). Leurs résultats ont ainsi mis en évidence que le traitement à la xanthosine avait 

temporairement augmenter le pourcentage de cellules capables de retenir un marquage au 

niveau de l’ADN (+0.4%). Par ailleurs, ces résultats ont été confirmés par l’utilisation de la 

xanthosine in vitro sur des lignées de CEM (Capuco et al., 2009 ; Choudhary et Capuco, 

2012).  

Plus récemment, quelques équipes se sont focalisées à isoler et à mieux identifier les 

MaSC bovines à partir de tissus de glande mammaire. Ainsi, Li et al. (2009) ont isolé, cultivé 

et caractérisé des CEM bovines ayant des caractéristiques de cellules souches en se basant sur 

la capacité à former des mammosphères en suspension, à se différencier en cellules 

épithéliales/myoépithéliales ou en cellules sécrétrices et à exprimer des intégrines béta 1 et 

alpha 6. Martignani et al. (2010) ont quant à eux utilisé le test de colony forming unit (CFU) 

pour étudier les capacités d’expansion clonogéniques des MaSC bovines et ils ont trouvé 3 

colonies distinctes sur la base de leur morphologie et de leur taille. Un type de colonie avait 

un phénotype myoépithélial avec une absence d’expression de la cytokératine 18 et une 

expression de la cytokératine 14 alors que les deux autres colonies se sont révélées avoir des 

caractéristiques luminales (CK18+/CK14-). La présence des cellules souches dans la glande 

mammaire bovine a été étudiée par Li et al. (2009). Les cellules qui forment la mammosphère 

expriment l'intégrine β1(CD29) quand elles sont cultivées en suspension 3D (ultra-low 

attachment, ULA). En plus, ces cellules expriment le CK19 et la beta caséine, raison pour 

laquelle elles étaient considérées comme differenciées. En 2007, Ginestier et al, ont démontré 

que l'aldéhyde deshydrogénase (ALDH) était responsable de l'oxydation intracellulaire des 

aldéhydes permettant l'oxydation de rétinol en acide rétinoique pendant les étapes précoces de 

la différenciation cellulaire des cellules souches et permettait de les identifier (cellules 

souches). L'activité de l'ALDH a été proposée comme un candidat et marqueur de cellules 

souches car les populations ALDH+ sont sensibles au renouvellement, à la prolifération et à la 

différenciation (après transplantation). Une autre étude a montré par des analyses sur l’activité 

de l’ALDH dans la glande mammaire de la souris,  que les cellules ALDH+ ont des 

caractéristiques luminales (Eirew et al., 2012). Au contraire, les cellules ALDH- produisaient 

des colonies ayant des caractéristiques myoépithéliales. L’équipe de Motyl (2011) a identifié 

des MaSC putatives dans une suspension de CEM bovines en utilisant le marqueur 

fluorescent Hoechst 33342. Ils ont estimé cette population à 0.5% des cellules totales 

présentes dans la glande mammaire bovine. De plus, ils ont utilisé le marqueur Sca-1. En 

effet, ce marqueur est utilisé chez d'autres espèces comme chez la souris, où il sert de 
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biomarqueur pour identifier les cellules souches dans la glande mammaire. Ils ont phénotypé 

les MaSC en utilisant l’immunohistochimie et la cytométrie en flux à partir de sections de 

glandes mammaires. Ils ont analysé et comparé la taille des populations cellulaires Sca-1+ 

contre d’autres populations (SP, side population). Ils ont ainsi mis en évidence que les 

cellules Sca-1+ étaient localisées principalement au niveau de la couche épithéliale basale et 

constituaient environ 2% des cellules totales. Cependant, l’analyse du profil transcriptomique 

par microarrays a montré que les cellules Sca-1+ exprimaient fortement des gènes spécifiques 

de cellules d’origine hématopoïétiques, suggérant ainsi que ces cellules appartenaient à un 

type cellulaire non-épithélial. Plus récemment, Rauner et Barash (2012) ont utilisé un kit 

d’enrichissement des cellules souches mammaires murines afin d’obtenir une population pure 

de cellules épithéliales bovines. Par la suite, les cellules ont été divisées en 4 populations en 

se basant sur l’expression de CD24 et de CD49f : CD24MedCD49fPos (cellules souches 

putatives), CD24HighCD49fNeg (cellules progénitrices putatives), CD24NegCD49fPos(cellules 

basales) et CD24MedCD49fNeg (cellules luminales). Ces 4 populations ont par la suite été 

caractérisées par rapport à l’expression de différents marquages épithéliaux, à leur capacité à 

former des CFU et à des différences d’expression de l’ALDH. Sur la base de ces résultats, un 

modèle de hiérarchisation cellulaire et de lignage a été proposé (Figure 11). 
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Ce qu’il faut retenir : 

Dans la glande mammaire, les cellules épithéliales sont nommées en fonction de leur 

localisation dans l’alvéole. Les cellules de type alvéolaire se localisent au niveau de l’alvéole 

en faisant face à la lumière alvéolaire. Les cellules ductales ou lumino-ductales sont les 

cellules présentes à la base des alvéoles mammaires. 

Les cellules myoépithéliales entourent l’alvéole et sont localisées sur le domaine basal. 

Elles possèdent des récepteurs à l’ocytocine, hormone libérée à la traite permettant la 

contraction de l’alvéole et provoquant l’éjection du lait. 

Les cellules souches sont des cellules ayant des capacités de différentiation, de 

prolifération et d’auto-renouvèlement pour permettre l’entretien des populations cellulaires du 

tissu. Les cellules progénitrices sont des cellules provenant des cellules souches. Elles se 

caractérisent par une différentiation plus spécifique vers certains lignages et avec une capacité 

de différentiation limitée.    

Les marqueurs de surface (clusters de différenciation, CD) sont des protéines 

exprimées à la surface des cellules qui servent de biomarqueurs cellulaires pour identifier les 

cellules en cytométrie en flux et en immunohistologie.  

D’après la littérature, les principaux clusters de différenciation ou biomarqueurs qui 

permettent d’étudier la glande mammaire sont : CD49f, une intégrine, utilisée pour identifier 

les cellules épithéliales mammaires dans d’autres espèces animales principalement chez la 

souris. Le marqueur CD326 ou Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) a été identifié 

dans les cellules luminales (cellules épithéliales de type alvéolaire) pendant la lactation chez 

la chèvre. D’autres biomarqueurs comme CD24 a été utilisé avec d’autres biomarqueurs 

comme le CD49f pour identifier d’autres populations dans la glande mammaire. Le 

biomarqueur CD10 (leucémie lymphoblastique aigue ou common acute lymphoblastic 

leukemia antigen (CALLA), est une glycoprotéine qui participe à la régulation enzymatique 

dans différents compartiments cellulaires et a été identifié dans les cellules myoépithéliales. 
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suivre deux méthodologies : mécanique ou manuelle. La digestion de tissu est faite à l’aide d’ 
enzymes spécifiques ; par la suite la filtration aide à l’obtention d’une suspension monocellulaire 
contenant les cellules mammaires.  

L’équipe de Farr et al. (1996) a donc développé une technique de prélèvement de 

glande mammaire par biopsie chez la vache en lactation. Ils ont montré que le tissu issu de 

biopsies était composé notamment de tissu alvéolaire sécrétoire exprimant des protéines du 

lait comme la caséine type α-S1 et l’α-lactalbumine. Cette technique permet aussi de 

récupérer une production de lait normale ainsi qu’une composition stable 15 jours après la 

biopsie. L’avantage du prélèvement par biopsies est que le prélèvement est rapide et ne 

nécessite qu’une anesthésie locale. De plus, l’incision pour l’obtention d’échantillon est 

relativement petite et permet de récupérer suffisamment de matériel pour réaliser des analyses 

moléculaires et cellulaires. Il est aussi possible de réaliser plusieurs prélèvements au cours 

d’un cycle de lactation pour étudier le tissu en dynamique. L'utilisation des aiguilles est une 

autre technique pour le prélèvement du tissu mammaire. Cependant, la faible quantité (25 mg) 

du tissu mammaire récupéré est un inconvénient (Lima et al., 2015).  

 Il existe une autre méthode d’étude du tissu mammaire : la récupération de cellules 

épithéliales exfoliées à partir du lait. En effet, dans le lait nous pouvons trouver des cellules 

épithéliales provenant de l’exfoliation du tissu mammaire liée notamment à la traite des 

animaux. Les inconvénients de cette méthodologie sont que les CEM récupérées ne 

représentent qu’une partie des populations cellulaires de la glande et qu’elles sont surtout 

utilisées pour étudier l’activité de synthèse de la mamelle (Boutinaud et al., 2015).  

1.2. Digestion des  biopsies  

La digestion de biopsies consiste d’abord à couper le tissu en petits morceaux 

d’environ 2mm3. Ces petits morceaux sont appelés explants. La première étape est la 

digestion des explants. Elle consiste à mettre dans un erlenmeyer en plastique des explants de 

glande mammaire dans une solution de digestion enzymatique contenant deux enzymes : la 

collagénase et la hyaluronidase. L’erlenmeyer est ensuite placé au bain-marie sec pendant 

trois heures à 37°C et sous agitation (Proia et Kuperwasser, 2006 ; Rauner et Barash, 2012). Il 

est nécessaire, toutes les heures, de re-suspendre énergiquement la suspension à l’aide d’une 

pipette.  

Une autre méthode de digestion consiste à utiliser un automate (Figure 12), le 

gentleMACS. Les explants à digérer sont placés dans des tubes spécialement conçus pour cet 
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appareil. En effet, ces tubes présentent des hélices au niveau du bouchon permettant de 

dilacérer le tissu. Plusieurs programmes peuvent ensuite être utilisés en fonction du temps de 

digestion souhaité et de la vitesse de dilacération voulue.  

L’isolement de cellules est aussi possible grâce à l’utilisation d’enzymes. La sélection 

d’enzymes est dépendante du type de tissu. Les enzymes les plus utilisées sont les 

protéolytiques (peptidases, protéases et protéinases), lesquels sont la trypsine, pepsine, 

dispase, protéase, papaïne, collagénase, élastase, hyaluronidase, catalase et chymotrypsine 

(Mótyán et al., 2013). Les enzymes les plus utilisées pour la dissociation du tissu sont la 

collagénase et la dispase. La collagénase dégrade le collagène et d’autres protéines qui 

composent la matrice extracellulaire des tissus épithéliaux. La dispase agit comme une 

enzyme complémentaire avec d’autres comme la collagènase ou protéase pour dissocier du 

tissu. La dispase est plus ciblée pour dissocier les cellules fibroblastiques, et elle sert à la 

sélection des cellules épithéliales (Stingl et al., 2006). 

1.3. Filtration 

 Après digestion du tissu, l’utilisation de filtres permet d’éliminer des débris et les 

agrégats cellulaires. Des filtres de différentes tailles permettent d’éliminer les débris (filtration 

200µm) puis de filtrer les cellules en fonction de leurs diamètres (dans notre cas filtration à 

70µm).  

Selon la littérature, la taille de filtres pour la première filtration peut être de : 200, 163 

µm 70 µm et 60 µm (Baumrucker et al., 1988 ; Daniel et Silberstein, 2000). Au moins deux 

filtrations sont importantes (70 µm, 40 µm, 30 µm …)(Stingl et al., 2006 ; Rauner and 

Barash, 2012). Le choix du filtre est en lien avec la provenance du tissu (espèce et âge de 

l’animal) et la méthodologie de digestion.  

1.4. Traitement de la suspension monocellulaire 

La suspension monocellulaire ou « single cells » fait référence à l’obtention de cellules 

« individuelles » isolées hors du tissu (Hu et al., 2016). Les cellules obtenues peuvent être 

cultivées in vitro pour observer leur morphologie, leur prolifération et leur différenciation. 

Ainsi, les cellules peuvent être analysées par rapport à leurs propriétés, taille, densité 

déformabilité et modifications électriques. Ces techniques peuvent être faites par filtration de 

membrane et diffusion de gradient. D’autres techniques permettent d’étudier des 
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caractéristiques et propriétés biologiques telles que la cytométrie en flux et le tri-cellulaire 

(Hu et al., 2016). Cela permet d’utiliser les cellules directement pour une analyse des 

populations cellulaires fraîchement isolées. Il est préférable d’analyser les différentes 

populations cellulaires présentes dans l’explant de tissu immédiatement après la digestion et 

la filtration car leur mise en culture pourrait faire évoluer ou altérer leurs caractéristiques 

(réorientation du phénotype, perte de marqueurs…) (Masters et Stacey, 2007).  

 

1.5. Culture cellulaire 

1.5.1. Support de culture 

La cellule épithéliale au sein de l’alvéole mammaire est influencée par des facteurs 

externes propres à son microenvironnement. Les cellules peuvent être cultivées à même le 

support plastique (en adhérentes) ou dans un gel permettant une culture en 3D des cellules.   

Les supports de culture comme les gels de collagène permettent la formation des 

structures alvéolaires avec un développement du réticulum endoplasmique et de l’appareil de 

Golgi dans la CEM (Emerman et Pitelka, 1977). Les CEM prolifèrent plus et elles ont une 

concentration en ADN augmentée quand elles sont cultivées dans les supports en 3D sur gel 

de collagène. Ce support permet aux cellules tumorales de former des projections typiques des 

arborescences mammaires. Les cellules se polarisent et forment des structures similaires à des 

canaux (Yang et al., 1979). Un gel couramment utilisé est le Matrigel™. Il s’agit d’un réseau 

de Laminine-Entactine-Fibronectine provenant de la tumeur Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). 

Ce gel permet aux cellules neurales de former des structures sphériques (Kleinman et Martin, 

2005 ; Pastrana et al., 2011). Les CEM possèdent la capacité de former des mammosphères 

quand elles sont cultivées sur support Matrigel™. Les mammosphères sont des structures 

hétérogènes composées de différentes populations cellulaires. Chaque mammosphère peut 

être composée de ~130 cellules. De la même manière, les CEM forment aussi des 

mammosphères quand elles sont cultivées dans un support plastique hydrophobe ne 

permettant pas l’adhérence des cellules, ultra-low attachement (ULA) Corning®. Ce support 

consiste en une couche d'hydrogel liée de façon covalente qui inhibe efficacement la fixation 

cellulaire (Dontu et al., 2003 ; Kozlowski et al., 2009). 
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1.5.2. Milieu de culture 

 Les milieux de culture contiennent des acides aminés, vitamines, sels et les protéines 

nécessaires pour la croissance cellulaire. Les milieux contiennent aussi du sérum de veau 

fœtal qui est très riche en protéines et facteurs de croissance. L’absence totale de sérum dans 

les cultures des CEM de la souris a montré des caractéristiques similaires aux cellules en 

différenciation (Hahm et al., 1990). Les cellules cultivées sur Matrigel™ et en absence de 

milieu, exprimaient les caséines du lait (Hahm et al., 1990). La concentration du sérum de 

veau fœtal dans les cultures de cellules primaires et de lignées immortalisées mammaires est 

de l’ordre de 5-10% (Zavizion et al., 1995 ; Zavizion et al., 1996 ; German et Barash, 2002). 

Chaque milieu est adapté au type cellulaire.      

2. Types cellulaires disponibles pour l’étude in vitro de la glande mammaire 

2.1. L’utilisation des lignées cellulaires de la glande mammaire bovine 

Quand on travaille avec des cellules provenant de la digestion de tissu elles sont 

connues comme cellules primaires. L’avantage de travailler avec des cellules primaires est 

qu’elles sont des cellules originales provenant directement du tissu d’intérêt. En revanche, les 

lignes cellulaires immortelles ont une prolifération cellulaire quasi indéfinie et sont plus 

stables, c’est à dire qu’elles ne sénescent pas rapidement. Une lignée cellulaire peut être 

immortalisée in vitro par l’addition des virus qui altèrent son cycle cellulaire. Le SV40 est un 

virus qui appartient à la famille de polyomaviridae utilisé pour la transformation des lignes 

cellulaires. Le SV40 est conformé par deux types de protéines: le LT (antigène large) et le ST 

(antigène petit). La présence des deux protéines au même temps est importante pour 

l'immortalisation mais n'est pas indispensable (Jha et al., 1998).  

Les lignées immortelles bovines de la glande mammaire bovine sont connues pour 

former des structures typiques des CEM quand elles sont mises en culture in vitro. Il y a des 

lignées de CEM qui sécrètent des caséines (Ahn et al., 1995) et d’autres qui forment des 

prolongations en culture et qui ressemblent aux cellules myoépithéliales (Schmid et al., 1983). 

La lignée cellulaire MAC-T 

La cellule alvéolaire mammaire (MAC-T) est une lignée établie à partir de la 

transfection de l'antigène SV40 (large antigène) du plasmide pBAPSV40TtsA58. Cette lignée 

a été obtenue à partir du tissu mammaire de vaches en lactation. Les cellules MAC-T sont des 
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des structures qui conforment un lumen autour des petits organoïdes quand elles sont 

cultivées dans des conditions en présence de collagène (Huynh et al, 1991).   

Un inconvénient est qu'il semble que la lignée MAC-T soit très hétérogène parce 

qu'elle peut donner origine à des types cellulaires ou sous-populations différentes (Zavizion et 

al., 1995). Pour cette raison, son utilisation comme un modèle pour étudier la lactation reste à 

être vérifiée. 

La lignée cellulaire BME-UV1 

La sécrétion d’alpha caséine, alpha lactalbumine et kappa caséine dans les cultures des 

cellules BME-UV1 montre des caractéristiques de cellule épithéliale mammaire différenciée 

(Zavizion et al., 1996).  

L’isocitrate déshydrogénase (IDH1) est une enzyme qui participe au cycle de Krebs 

dans la régulation d’énergie métabolique au début de la lactation. Les cellules BME-UV1 

peuvent être utilisées comme un modèle pour étudier l’expression de IDH1 (Liu et al., 2006).  

Dans la formation des acini dans les cultures in vitro, les cellules ont une organisation 

structurelle avec une lumière. La formation de cette lumière est faite par l’apoptose des 

cellules qui se trouvent dans cette lumière. Quand les BME-UV1 sont cultivées dans le 

Matrigel™, la lumière est formée autour du 12ème et 16ème jour.  

Avantages et inconvénients de la lignée BME-UV1 

Un des avantages de la lignée BME-UV1 est qu'elle peut être utilisée comme un 

modèle in vitro pour des études pendant l'involution de la lactation. Il a été démontré qu'elle 

répond aux facteurs apoptotiques tel que le facteur de croissance transformant beta 1 (TGF- 

β1). Cette lignée peut modifier son cycle cellulaire en augmentant la phase de son cycle de 

croissance ou de synthèse (G1). De plus, sous quelques conditions de cultures (apoptose) elle 

exprime des gènes tels que le Bax et les caspase-3 (Kolek et al., 2003). Pour cette raison, la 

lignée BME-UV1 permet d'étudier l’effet préventif de l’IGF-1 contre l'apoptose cellulaire 

(Gajewska et Motyl, 2004). Un inconvénient de cette lignée est que la BME-UV1 a une 

prolifération plus prolongée que la lignée MAC-T, car elle peut arriver à 100% de confluence 

à ~48 heures après être cultivée in vitro (Zavizion et al., 1996). 
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2.2. Avantages et inconvénients de l’utilisation des lignées cellulaires comme modèles in 

vitro  

Les cellules obtenues à partir de tissu et cultivées in vitro ont une «période de vie en 

prolifération» déterminée. Cette période de vie est limitée par la taille des télomères. Les 

télomères sont des structures qui se trouvent dans l’ADN, plus spécifiquement dans les 

chromosomes. La taille de ces télomères détermine le temps de vie dans la réplication des 

cellules. La taille des télomères a aussi une forte relation avec l’âge du donneur de tissu dont 

elle détermine la sénescence des cellules (Harley et al., 1990). Les cellules immortalisées 

réactivent l’activité de leurs télomères pour allonger leur taille pour continuer leur activité 

dans la réplication de l’ADN (Harley et al., 1992). L’établissement des lignées cellulaires a 

permis de travailler avec des cellules avec une prolifération quasi indéfinie.  

3. Les techniques moléculaires et histologiques 

3.1. L’immunohistologie 

La coloration par l’hématoxyline et l’éosine permet d’observer les alvéoles et leur 

évolution pendant la lactation avec leur produit de sécrétion, les cellules myoépithéliales et le 

tissu conjonctif (Gamble et Wilson, 2002). La préparation du tissu permet de le préserver de 

la dégradation et de minimiser les changements structurels et de sa composition chimique. 

L'hématoxyline est une substance plutôt basique, qui colore les noyaux en violet et donc met 

en évidence les acides nucléiques. L'éosine est une substance plutôt acide, qui colore 

davantage plutôt les cytoplasmes (en rose) donc colore les protéines. 

L’immunohistologie est une technique qui permet l’identification des molécules ou 

des structures dans le tissu. Elle consiste à utiliser des anticorps spécifiques dirigés contre des 

antigènes d’intérêt. Les anticorps ou immunoglobulines reconnaissent les antigènes, se fixent 

sur une zone de la molécule d’antigène appelée épitope. Entre les antigènes et les anticorps, il 

y a une grande affinité spécifique (Brostoff et al., 1997). Cependant, pour rendre visible 

l’union de ces deux molécules, il faut que les anticorps soient marqués (Liu et al., 2014). Le 

marquage avec un fluorochrome doit être absorbé par la molécule et excité par une lumière 

spécifique. Puis elle peut être observée avec un microscope à fluorescence (Carlton, 2002). La 

plupart des études sur le tissu mammaire utilisent l’immunohistochimie pour identifier les 

molécules ou structures d’intérêt in situ sur les coupes histologiques. Chez la femme 
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l’identification des différentes protéines (Ki-67, BCL-2 et p-53) permet de diagnostiquer des 

pathologies comme le cancer du sein. Les cytokératines ont été utilisées comme marqueurs de 

cellules mammaires depuis 1983 par Dulbecco et al. Les cytokératines (18 et 19) ont aidé à 

identifier les CEM par immunohistologie dans le tissu mammaire (Mikaelian et al., 2006 ; 

Sun et al., 2010). Cependant le choix d’utiliser les cytokératines en immunohistochimie peut 

entraîner un chevauchement et il est difficile d'identifier les cytokératines principalement aux 

différentes étapes du développement mammaire (Sun et al., 2010). La CK14 est moins 

fréquemment utilisée en immunohistochimie du fait de la réactivité croisée avec d’autres 

structures comme les myofibroblastes dans la détection de cancer chez la femme (Liu et al., 

2014). Les marqueurs comme la calponine, la P-cadhérine, la maspine , p75 et le p63 aident à 

identifier les cellules myoépithéliales dans la glande mammaire en immunohistochimie. 

Cependant, la protéine Smooth Muscle Actin (SMA) a permis d’identifier des cellules 

myoépithéliales dans le tissu mammaire dans 100%  des études mammaires. En outre, en 

utilisant le marqueur CD10 permet d’identifier les myofibroblastes dans le stroma mammaire 

(Dewar et al., 2011). Chez le bovin, Capuco et al. (2007) ont quantifié des cellules avec le 

marquage (léger ou fort) de l’ADN, celui-ci a permis d’identifier les cellules souches et 

progénitrices dans la glande mammaire de la génisse par immunohistochimie. De plus, 

l’identification in situ des protéines ou marqueurs de surface dans les cellules d’intérêt permet 

de compléter les études par cytométrie en flux (Stingl et al., 2006 ; Rauner et Barash, 2012).  

3.2. Le western blot 

La technique de western blot permet de détecter des protéines des cellules ou des 

tissus (Towbin et al., 1979). Il consiste à séparer les protéines d’intérêt par électrophorèse et à 

les transférer sur une membrane. L’identification des protéines sur la membrane se fait par 

reconnaissance des liaisons antigènes-anticorps. La présence de bandes dans la membrane 

montre la présence de la protéine, donne information sur sa quantité et spécificité dans les 

cellules (Bordeaux et al., 2010).  

Dans les études de la glande mammaire, la technique de western blot a été faite pour 

vérifier la présence de protéines dans les différents types cellulaires telles que les 

cytokératines (CK8, CK18, CK19…) pour les cellules épithéliales et la vimentine et l’alpha-

SMA pour les cellules myoépithéliales. Celui-ci permet de vérifier leur lignage/phénotype 

(Pechoux et al., 1999 ; Leccia et al., 2012 ; Ontsouka et al., 2016). De plus, la technique de 
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western blot met en évidence les protéines du lait, des facteurs de transcription (STAT5, ER, 

PR…).  

Les inconvénients avec le western blot sont que la méthode n’est pas rapide, qu’elle 

requière plusieurs lavages et incubations et n’est pas automatisable. Si les anticorps ne sont 

pas de bonne qualité, ou si la concentration utilisée n’est pas correcte (protéines du haut poids 

moléculaire), il y aura un bruit de fond et la présence de bandes ou de taches (Kurien et 

Scofield, 2006).  

La connaissance de l’état des cellules et de leur trajet vers la voie de différenciation 

cellulaire a été montré par Hughes et al. (2014) en utilisant une analyse de western blot avec 

l’identification des isophormes de la protéine nestin alpha dans les cellules spécifiques dans 

des suspensions monocellulaires (single cells). La technique de single cell western blotting a 

été développée en utilisant du  gels de polyacrylamide dans des micro puits de 30 µm (Hughes 

et al., 2014). La taille des puits permet d’analyser une cellule ou plusieurs cellules et 

d’analyser largement différentes protéines et cellules obtenues à partir du tissu primaire. Cette 

technique permet d’utiliser populations de 103 cellules par micro système (Kang et al., 2016). 

Un des inconvénient de cette technique est que parfois les quantités de détection des protéines 

sont faibles et il faut diminuer le signal non spécifique ainsi la taille du pores du gel peut être 

augmentée et donner des soucis dans l’interprétation de résultats.   

3.3. La PCR (polymerase chain reaction) 

L’acide désoxyribonucléique (ADN) est la molécule qui contient l’information 

génétique pour le développement et les fonctions d’un être vivant. Elle est composée de bases 

nitrogènes (adénine, guanine, cytosine et par la tymine). L’acide ribonucléique (ARN) est la 

molécule conformée par l’adénine, la guanine, la cytosine et l’uracile. A partir de l’ADN, elle 

porte l’information pour la synthèse de protéines. La PCR permet la production de différentes 

copies d’un fragment d’ADN. L’enzyme ADN polymérase fabrique une chaine 

complémentaire d’ADN avec les nucléotides et oligonucléotides (amorces). La réaction de la 

PCR se déroule en trois phases : dénaturation, hybridation et synthèse d’ADN. 

L’amplification consiste en la séparation des chaines qui composent l’ADN, est chauffé à 

hautes températures (94°C). Pour l’hybridation, la température diminue (64°C) et il y a « 

l’appariement des amorces ».  Les amorces s’unissent à une région spécifique de la chaine 
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d’ADN. La synthèse de l’ADN est faite par l’action de l’ADN polymérase (72°C) (Kubista et 

al., 2006). 

En outre, la réaction en chaine de la polymérase avec transcriptase inverse (RT-PCR) 

consiste en la conversion d’ARN en molécules d’ADN complémentaire par l’enzyme 

transcriptase reverse. La partie de la transcription inversée est très importante pour les 

résultats postérieurs. L’extraction et la qualité d’ARN utilisée doit être bonne  et abondante. 

La RT-PCR est une méthodologie sensible qui permet la génération de copies d’ADN par 

l’amplification (augmentation dans le numéro de copies d’un fragment de l’ADN). A la fin de 

la RT-PCR il y aura formation de l’ADN complémentaire, qui est très stable et peut être 

stocké pour longtemps (Bustin et al., 2005).  

Dans les études de la glande mammaire, en utilisant la technique de PCR, Sorensen et 

al. (2006) ont étudié l’expression génétique des enzymes liées au métabolisme des acides 

gras, de la GH, de l’insuline et de ses récepteurs (IGF-1, IGFBP-3 et IGFBP-5) pendant la 

lactation. Ils ont trouvé que l’expression du gène IGF-1 lié à la prolifération cellulaire a été 

augmentée au début de la lactation. Le rôle de l’IGF-1 sur la prolifération cellulaire coïncide 

avec l’étude de Capuco et al. (2001) où la quantité d’ADN a été ainsi augmentée dans cette 

étape. Cependant, en étudiant l’expression d’IGF-1 dans le tissu mammaire Sorensen et al. 

(2006) ne précisent pas sur quel type cellulaire de la glande mammaire il s’exprime car il y a 

des gènes qui sont présents aussi dans d’autres types cellulaires comme dans les cellules 

stromales (Baumrucker et Erondu, 2000).  

Plusieurs études ont montré que par l’analyse de l’expression de gènes par la 

technique de microarrays, il est possible d’analyser l’expression d’une grande quantité de 

transcrits de manière simultanée (Bionaz et Loor, 2011; Bionaz et al., 2012). Un étude a 

montré que 40% des gènes exprimés au début de la lactation sont impliqués dans les 

processus de l’activité cellulaire (Finucane et al., 2008). En outre,  Connor et al. (2008) ont 

montré que 20% de gènes qui participent sur les contrôles de la prolifération, croissance et 

différenciation cellulaire sont influencés par la modification de la fréquence de la traite de (2x 

par jour à 4x par jour). Ainsi, dans cette même étude, 16% des gènes liés à la matrice 

extracellulaire et à la fonction d’adhérence cellulaire sont influencés. En 2013, Choudhary et 

al. ont étudié l’expression génétique de cellules en relation à leur caractéristique de rétention 

du 5-bromo-2’deoxyuridine (BrDU). Ils ont étudié 605 gènes par la technique de microarray 

et PCR. Ils ont étudié l’expression de facteurs de transcription, protéines de transport, 
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molécules dans le cytosquelette, protéines de filaments, enzymes et marqueurs de 

différenciation dans le tissu mammaire de la génisse. Ce travail a mené à la conclusion qu’il y 

a l’expression de gènes qui permet de distinguer des cellules souches de cellules 

progénitrices. Cependant, l’utilisation de gènes pour bien identifier les types cellulaires a 

besoin d’être validé par d’autres techniques plus spécifiques comme la cytométrie en flux.  

Les avantages de la méthode de PCR sont qu’elle est très rapide, et très sensible, donc 

elle permet d’analyser des gènes à partir de peu de matériel biologique. Cependant, parfois, la 

quantité d’ARN (utilisée aussi dans cette méthodologie) n’est pas suffisante et/ou est 

dégradée et donc la réaction n’est pas possible. Il y a aussi risque de contamination de 

l’échantillon par l’environnement ou la manipulation. Il est important aussi que l’analyse de 

PCR soit bien précisée en relation à l’utilisation de gènes de référence pour éviter des erreurs 

liées à la quantité d’ARN et l’interprétation erronée de résultats (Finot et al., 2011). 

3.4. La cytométrie en flux 

3.4.1. Principe de la méthodologie 

Depuis les annés 1960 la cytométrie en flux a été utilisée pour identifier les cellules 

immunitaires telles que les cellules B et T. Cependant, elle est devenue une méthodologie 

pour étudier des cellules épithéliales (Terstappen et al., 1998). Cependant, l’utilisation de 

différents biomarqueurs par cytométrie en flux a permis d’identifier, sélectionner et 

reconstituer une glande mammaire en utilisant un coussin adipeux dans différentes études 

dans la souris (Shackleton et al., 2006 ; Stingl et al., 2006).     

La cytométrie en flux est une méthodologie qui permet d’analyser, de caractériser et 

de définir les populations cellulaires. Elle consiste à faire passer les cellules marquées avec 

des fluorochromes à travers le faisceau d’un laser (Figure 14).  
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Les contrôles sont essentiels en cytométrie en flux, car ils fournissent le contexte dans 

lequel on peut interpréter les échantillons de l'essai. Toute expérience peut et devrait 

probablement contenir au moins trois types de contrôles: setup (ou instrument), les contrôles 

de spécificité (gating) et les contrôles de comparaison biologique (Maecker et Trotter, 2006). 

Les contrôles de setup sont ceux qui sont utilisés pour configurer correctement l’instrument 

(ou au moins vérifier la configuration). Les contrôles de  spécificité (ou gating) sont ceux 

utilisés pour aider à distinguer le marquage spécifique de la liaison non spécifique. Ils sont 

souvent utilisés pour définir l'emplacement des régions graphiques utilisées pour classer les 

cellules. D’autres avantages des cytométres en flux sont qu’ils possèdent une plage de 

détection largement précise qui permet de contrôler des soucis par rapport à  l’auto 

fluorescence et à un débordement spectral au moment de l’analyse (Bendall et al., 2012). En 

d'autres termes, ils sont utilisés pour déterminer la positivité ou la négativité des marqueurs 

spécifiques. Les contrôles de comparaison biologiques sont ceux qui fournissent des 

conditions de comparaison biologiquement pertinentes, par exemple, des échantillons non 

stimulés ou échantillons de donneurs sains. 

Le réglage consiste à éliminer les débris avec les paramètres de déclencheur (trigger) 

et le seuil ou discriminateur (threshold). Le déclencheur est un paramètre (taille) choisi pour 

que l’appareil effectue une mesure. Le seuil est une limite qui va permettre de distinguer une 

particule qui émet un signal de fluorescence des particules qui sont le bruit du fond (Mayol et 

Grunwald, 2006). De plus, l’utilisation d’iodure de propidium (IP), permet  de discriminer et 

d’éliminer de l’analyse les cellules mortes (Jacob et al., 2006). Les cellules d’intérêt sont 

identifiées avec le marqueur de surface d’intérêt ou cluster de différenciation (CD) décrit au 

chapitre 3 (cf. chapitre 3, 1,1.1). L’utilisation d’isotypes permet d’éliminer les interactions et 

les liaisons non spécifiques par le marquage des populations cellulaires. De plus, les isotypes 

permettent aussi d’éliminer le bruit de fond et de définir le seuil de positivité du marquage 

(Figure 16).  
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A gauche (A), la représentation par histogrammes de l’analyse de cytométrie en flux avec le bruit 
de fond (isotype) et l’exclusion du marquage. A droite (B), représentation et graphique à points 
(dot plot). Les cellules sont visualisées ainsi avec cette représentation qui permet également de 
faire l’exclusion ou de sélectionner les cellules d’intérêt.  

Quand la viabilité de cellules est faible, l’isotype aide à augmenter la spécificité de l’analyse 

car il est plus facile de reconnaître les cellules des débris (O’Gorman et Thomas, 1999).  

Dans le cas de marquages multiples, l’un des problèmes fréquemment rencontré est la 

fuite de fluorescence et perte de signal des fluorochromes d’intérêt. Pour cette raison, 

l'utilisation des contrôles FMO est une technique devenue à la fois courante et prudente 

(Hulspas et al., 2009). Les contrôles FMO sont des échantillons qui contiennent tous de 

l'anticorps conjugué présent dans les échantillons d'essai, à l'exception d'un. Le canal dans 

lequel l'anticorps conjugué est manquant est celui pour lequel la FMO fournit un contrôle de 

gating lequel permet de déterminer la positivité et établir les régions de plusieurs échantillons 

analysés.  

Les données générées par l’analyse sont observées par des histogrammes ou 

graphiques à points (dot plot) (Figure 16). Dans les graphiques, les régions de cellules se 

délimitent par rapport à la fluorescence afin de créer sous-groupes. La création de ces fenêtres 

(gating) permet d’analyser les populations cellulaires. L’analyse se fait par des logiciels où 

nous pouvons observer le numéro d’événements collectés par échantillon (populations 

cellulaires et les isotypes) (Graham, 2006). De plus, les isotypes permettent aussi d’éliminer 

le bruit de fond et de définir le seuil de positivité du marquage (Figure 16). 

Figure  16 Représentation de marquage et isotype par histogramme et graphique à points dot pot. 
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3.4.2. Choix des marqueurs de surface et des contrôles isotypiques 

Pendant la sélection des anticorps et leurs isotypes en cytométrie en flux, il faut 

considérer que la plupart des anticorps utilisés sont monoclonaux (produits par une seule 

cellule immunologique). Les anticorps monoclonaux sont en effet connus pour avoir une 

spécificité plus élevée que les anticorps polyclonaux. L’isotype à utiliser doit provenir de la 

même espèce animale, la même immunoglobuline et le même fluorochrome que l’anticorps 

correspondant. L’utilisation d’anticorps déjà couplés au fluorochrome (immunofluorescence 

directe) est plus rapide et pratique. En général, la plupart des anticorps monoclonaux sont 

obtenus chez la souris et le rat (Jacob et al., 2006). L’isotype idéal correspond à l’anticorps 

spécifique correspondand à la chaine lourde des immunoglobulines (Hulspas et al., 2009).   

Dans le laboratoire, la sélection de fluorochromes couplés aux marqueurs de surface 

dépend du laser et du filtre optique de l’appareil. Les cytomètres ont un filtre qui permet un 

passage plus large, ce qui permet d’augmenter le signal de 20 à 100% (Baumgarth et 

Roederer, 2000). De plus, la combinaison et la sélection adéquates de fluorochromes est 

importante pour diminuer le «débordement» de lumière par l’émission et l’excitation au 

moment de l’analyse. En effet, il y a des fluorochromes qui ont des caractéristiques 

d’émission et d’excitation qui peuvent se chevaucher avec d’autres fluorochromes 

(Baumgarth et Roederer, 2000). Le choix du fluorochrome à utiliser doit être pris en compte 

quand il y a l’utilisation de plusieurs couleurs parce qu’ils sont analysés dans le même lecteur. 

Apparemment entre les détecteurs, l’APC reçoit plus d’émission, c’est pour cette raison que 

l’utilisation de FMO est conseillée (Roederer, 2001). La spécificité du fluorochrome va 

déterminer s’il est capable de se fixer aux organites et aux cellules. Les différents types de 

fluorochromes sont les FITC, Cyanines, Texas Red entre autres (Boumendjel et al., 2006).  

Le choix de marqueurs de surface qui permettent l’identification de populations et de 

sous-populations cellulaires provient de la littérature. La difficulté est que dans les études sur 

la glande mammaire bovine, les marqueurs de surface et les isotypes proviennent d’études en 

rapport avec d’autres espèces. Pour cette raison, le choix de marqueurs consiste dans un 

premier temps à les sélectionner d’après la littérature (Tableau 3). 
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Tableau  3 Choix de biomarqueurs d'après la litterature pour phénotyper les cellules composant la 
glande mammaire. 

 

(Sleeman et al., 2006 ; Lambert et al., 2012 ; Safayi et al., 2012 ; Prpar et al., 2012).  

Comme décrit au chapitre 3 (cf. chapitre 3, 1,1.1), un des biomarqueurs tel que CD49f 

une intégrine, a été utilisé pour identifier les cellules épithéliales et myoépithéliales dans la 

glande mammaire de la souris, la femme, la chienne et la jument (Raymond et al., 2012 ; 

Borena et al., 2013). Le CD24 qui est une glycoprotéine dans les cellules est elle connue 

comme l’antigène stable à la chaleur (CD24 heat stable antigen, HSA) dans les cellules avec 

une capacité de nouvellement (Sleeman et al., 2006). EpCAM a été identifié dans le 

compartiment luminal chez la chèvre (Prpar et al., 2012). CD10 est une metallo-

endopeptidase exprimée dans les cellules myoepithéliales dans la glande mammaire chez la 

génisse (Safayi et al., 2012).  

D’autres biomarqueurs comme l’aldéhyde dehydrogénase (ALDH) a permis 

d’identifier des cellules souches et progénitrices dans le tissu mammaire. La manière dont elle 

fonctionne est que le produit commercialement connu comme ALDEFLUOR s’accumule 

dans les cellules souches. L’activité de l’enzyme ALDH a la capacité de réagir au substrat 

BAAA (BODIPY-amino acétaldéhyde), qui est difusé dans les cellules, puis transformé en 

BAA (BODIPY-amino acétate). Celui-là reste dans les cellules et puis les cellules ALDH 

« brillantes » sont identifiées par le cytométre (Deng et al., 2010).  

Les choix de marqueurs à utiliser sont testés sur la dose, le type de clone et le choix de 

fournisseur. Ces tests sont accompagnés par d’autres analyses complémentaires telles que 

l’histologie, l’identification de protéines et l’expression génétique (Borena et al., 2013). Il est 

important de remarquer que les anticorps en cytométrie ont une affinité pour leur objectif 

(target) en dependant de la disponibilité de ces targets ou marqueurs de surface dans la cellule 

Marqueurs Type de molécule Type de cellules 

CD49f Intégrine α-6 Cellules épithéliales 

CD10 Metallo-endopeptidase Cellules basales/myoépithéliales

CD24 Glycoprotéine Cellules avec capacité de 
repopulation.

CD326 (EpCAM) Protéine de jonction Cellules luminales/basales (faible)
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vaches en lactation. En raison de leurs caractéristiques et de leur stabilité en culture in vitro, 

les cellules MAC-T et BME-UV1 sont les lignées les plus utilisées pour étudier la glande 

mammaire bovine.  

Différentes méthodologies et techniques permettent d’étudier la glande mammaire 

bovine  comme l’immunohistologie, le western blot, le qPCR et la cytométrie en flux. La 

cytométrie en flux est une technologie qui permet d’identifier et de caractériser 

quantitativement et qualitativement des populations cellulaires. La cytométrie en flux consiste 

à utiliser différents biomarqueurs qui combinés permettent une identification plus fine et 

rapide des différents types cellulaires de la glande mammaire.  
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Objectifs 

La glande mammaire est organisée en alvéoles qui sont les unités fonctionnelles. Ces 

alvéoles contiennent différents types cellulaires comme les cellules épithéliales, 

myoépithéliales, adipeuses et les fibroblastes. La cellule épithéliale mammaire mature qui se 

trouve dans les alvéoles (cellule épithéliale mammaire alvéolaire) est responsable de la 

synthèse du lait. La modulation de la production de lait, au cours d’un cycle de lactation, est 

le reflet de modifications du nombre, notamment lié à la balance prolifération/apoptose, et de 

l’activité de synthèse des CEM. La production laitière au cours d’un cycle de lactation est 

décrite par une courbe caractérisée par une phase d’augmentation de la production jusque 

l’atteinte d’un pic (maximum de production) suivi d’une diminution.  

Récemment, des études réalisées chez la souris et la femme ont montré que la glande 

mammaire contenait aussi des cellules souches et des cellules progénitrices. Ces études ont 

aussi montré que les marqueurs de surface étaient des biomarqueurs pertinents pour 

phénotyper les différents types cellulaires dans la glande mammaire d’une manière plus 

précise. En revanche, jusqu’à aujourd’hui, les populations cellulaires spécifiques qui se 

trouvent dans la glande mammaire de vache en lactation restent inconnues et l’utilisation de  

biomarqueurs pour caractériser les populations cellulaires de la glande mammaire bovine n’a 

encore jamais été validée. 

L’objectif de ce travail de thèse a été de valider l’utilisation de biomarqueurs dans des 

modèles de lignées cellulaires bovines (MAC-T et BME-UV1) pour, par la suite, l’objectif 

global a été d’étudier l’évolution et la plasticité des populations cellulaires au cours d’un 

cycle de lactation chez la vache laitière.  Pour cela nous avions deux axes de travail : 

1) Le premier objectif de cette thèse a été l’obtention d’un panel de biomarqueurs 
pertinents pour étudier la glande mammaire bovine en lactation. 

Nous avons d’abord sélectionné des biomarqueurs CD49f, CD24, CD10 et EpCAM 

décrits dans la littérature et pouvant caractériser les populations de CEM chez la souris, la 

chèvre, la jument et la femme. Pour valider l’utilisation de ces biomarqueurs, nous avons 

travaillé avec deux lignées de cellules immortalisées mammaires bovines (la cellule alvéolaire 

mammaire bovine (MAC-T) et la cellule épithéliale mammaire bovine (BME-UV1)). Nous 

avons évalué leurs caractéristiques phénotypiques et morphologiques, leur capacité à former 

des mammosphères et leur capacité de prolifération, dans différentes conditions de cultures : 
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en 2 dimensions (2D) et en 3 dimensions (3D) (non-adhérente et adhérente). Ce premier 

travail nous a permis de valider l’utilisation de biomarqueurs CD49f, CD24, CD10 et EpCAM 

dans les lignées immortalisées MAC-T et BME-UV1 et de déterminer leurs phénotypes 

cellulaires. 

2) Le deuxième objectif de cette thèse a été de caractériser et hiérarchiser la composition 

et la dynamique cellulaire de la glande mammaire de la vache laitière au cours d’un 
cycle de lactation. 

Après l’obtention d’un panel des biomarqueurs dans le tissu mammaire, des biopsies 

de glande mammaire ont été prélevées quatre fois au cours d’un cycle de lactation (début, pic, 

milieu et fin de lactation). Après digestion des biopsies et obtention d’une suspension 

monocellulaire, les cellules ont été phénotypées par les biomarqueurs CD49f, CD24, CD10 et 

EpCAM  à chaque étape de la lactation. Des coupes histologiques ont été réalisées afin de 

localiser in situ ces biomarqueurs dans le tissu mammaire. Cet objectif a permis d’identifier 

les différents types cellulaires qui se trouvent dans la glande mammaire et de déterminer la 

hiérarchisation cellulaire pendant la lactation chez la vache laitière.  
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Cette stratégie consiste dans un premier temps à étudier (d’après la synthèse bibliographique) 

les facteurs qui influencent la lactation chez la vache laitière. Ensuite, nous avons ciblé la 

composition cellulaire de la glande mammaire bovine en raison de l’importance de leur rôle 

(cellules mammaires) dans la synthèse du lait.          

1. Choix des modèles expérimentaux   

1.1. Modèle expérimental in vitro : lignées mammaires bovines  

Il y a différentes lignées mammaires bovines qui ont été utilisées comme modèles in 

vitro pour étudier la glande mammaire bovine. Il y a par exemple la lignée cellulaire PS-

BME-C1 lignée qui montre la formation des structures cuboïdes pavimenteuses quand elle est 

cultivée in vitro. Cependant, cette lignée est dépendante de l’addition des hormones 

lactogéniques pour proliférer comme CEM (Gibson et al., 1991). En outre, les cellules 

épithéliales mammaires bovines (BMEC) secrètent des caséines en culture in vitro. 

Cependant, l'expression de l’alpha (αs1) caséine est faible  (Ahn et al., 1995). Une autre 

lignée cellulaire mammaire bovine, la BMEG+HM forme des structures anormales, quand 

elle est mise en culture. Un inconvénient de cette lignée est qu'elle se comporte comme une 

cellule non épithéliale (Schmid et al., 1983).  

Dans notre étude, nous avons décidé d’utiliser des lignées MAC-T et BME-UV1. Ces 

lignées ont une morphologie similaire à celle des CEM quand elle sont cultivées in vitro  

(Huynh et al., 1991 ;  Zavizion et al., 1995). De plus, elles ont été largement utilisées comme 

modèles pour étudier la glande mammaire bovine (Berry et al., 2003 ; Motyl et al., 2006 ;  

Sobolewska et al., 2011). En outre, nous avons ainsi décidé de travailler avec MAC-T et 

BME-UV1 parce qu'elles sont stables. La lignée BME-UV1 peut subir plus de 300 doublages 

de sa population sans montrer des modifications morphologiques anormales (Zavizion et al., 

1996). Tandis que la lignée MAC-T peut être cultivée et être doublée en 350 passages avant 

de devenir sénescente (Huynh et al., 1991). Depuis l’établissement des lignées MAC-T et 

BME-UV1, les cellules ont été cultivées dans des milieux supplémentés avec des hormones 

tels que la prolactine, l’hormone de croissance et la progestérone (Huynh et al., 1991 ;  

Zavizion et al., 1995 ; Zhou et al., 2008 ; Johnson et al., 2013). Afin de connaitre leur 

phénotype dans des conditions proches de la nature des lignées mammaires bovines, nous 

avons décidé de cultiver les cellules sans l’influence des hormones. Nous avons choisi de 

cultiver les cellules dans des conditions en 2D et 3D pour observer leur comportement. Les 

cellules ont été cultivées sur un support adhérent, condition classique de culture où les 
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cellules forment un tapis quand elles prolifèrent (Huynh et al., 1991). Les cellules ont été 

cultivées dans des conditions ultra-low attachment surface (ULA) ce qui permet aux cellules 

épithéliales de former des mammosphères. Ce type de support consiste en une surface 

hydrophilique chargée avec des unions neutralement covalentes. De plus, ce type de culture 

permet d’identifier et de caractériser des cellules avec une capacité de renouvellement et de 

différenciation cellulaire (Dontu et al., 2003). Un autre type de culture est le Matrigel qui 

permet également aux cellules de former des mammosphères et ainsi de mimer les structures 

alvéolaires similaires dans le tissu mammaire et de montrer des caractéristiques de 

renouvellement et de différenciation (Kozlowsky et al., 2009). 

1.2. Modèle expérimental in vivo : vaches primipares Holstein  

Nous avons utilisé cinq vaches primipares en lactation de race Holstein provenant de 

l’Installation Expérimentale Production Laitière (IEPL), située à Le Rheu et appartenant à 

l’Institut National de la Recherche Agronomique (INRA, UMR1348 PEGASE). Nous avons 

réalisé des études sur la race Holstein puis qu’elle est largement utilisée dans les systèmes de 

production laitière grâce à sa grande capacité de PL (Akers, 2002). En outre, nous avons 

décidé de travailler avec des vaches primipares afin d’étudier la glande mammaire sur des 

animaux qui n’ont pas subi de modifications morphologiques et cellulaires post-lactation. Il 

est connu que l’activité sécrétoire de la mamelle subit des modifications au cours des 

lactations (entre la première et deuxième lactation) (Boutinaud et al., 2004). De plus, en 

sélectionnant des vaches primipares contre des vaches multipares, nous évitons les 

modifications de la glande mammaire dues à la traite (Kushner et al., 1973).  

Pendant l’expérience, les vaches ont été traites deux fois par jour. Au début de 

l’expérience nous avons utilisé 8 vaches, les vaches ayant mis bas à une période différente des 

autres ont été écartées de l’analyse pour diminuer le biais.  Les vaches ont été alimentées et 

hébergées en étable durant l’hiver et pendant l’été, au pâturage. Nous avons prélevé des 

biopsies dans le quartier gauche et droit de la mamelle à quatre temps (J30, J90, J150 et J250) 

pendant un cycle de lactation. Les vaches utilisées dans cette expérience ont eu un suivi post-

biopsies pour vérifier leur état sanitaire. Les biopsies n’ont pas affecté le niveau de production 

laitière des vaches. Une partie du tissu des biopsies a été coupée (trois coupes de chaque côté : 

droite et gauche, par vache et par étape pendant la lactation) pour vérifier que nous n’avons 

prélevé que de tissu mammaire. Des coupes histologiques du tissu mammaire ont été colorées 

à l’hématoxyline et éosine puis scannées avec le NanoZoomer Digital Pathology technology 
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Digestion classique et digestion avec l’appareil Gentle Macs. La dissociation de tissu peut être 
faite par une digestion classique qui consiste à couper manuellement le tissu par l’aide de bistouris 
ou de ciseaux. Ensuite le tissu est mis en agitation avec les enzymes pendant ~3 heures à 
température élevée (37 centigrades). La dissociation ou digestion avec l’appareil Gentle Macs est 
faite automatiquement en suivant des protocoles de digestions aux vitesses différentes. Le tissu est 
mis en agitation avec un rotor automatique. La digestion par le Gentle Macs dure quelques 
minutes.   

Une partie de cellules obtenues après la digestion ont été cultivées in vitro pour 

observer leur prolifération dans les cultures in vitro. Après les tests méthodologiques, nous 

avons décidé de suivre la méthodologie décrite dans la publication numéro deux. Cette 

décision a été prise du fait que cette méthode nous a permis d’obtenir plus de populations 

après la digestion de tissu mammaire bovine.  

Finalement, les cellules sont mises en culture dans des flasks T25 contenant le milieu 

de culture : DMEM-F12, antibiotique (Gibco, 15240-062) 1X, EGF (Sigma, E-4269) à 

10ng.mL-1, IGF-1 (Sigma, I3769-5OUG)  à 10 ng.mL-1, hydrocortisone à 5 ng.mL-1, SVF 

10% et Insuline transferrin selenium (ITS, Sigma, I31465ML) 0.25X. Les flasks sont mises 

dans une étuve à 37°C et 5% de CO2. Cultiver les cellules après la digestion et dissociation 

des biopsies, nous a permis d’observer le comportement de cellules dans le milieu de culture 

in vitro et si les cellules proliféraient comme des CEM. 

Nous avons également choisi les principaux biomarqueurs (~30 ) décrits dans la 

littérature qui servent pour identifier des populations cellulaires dans la glande mammaire 

(Borena et al., 2013). Ces marqueurs ont été identifiés d’après la littérature chez la souris, la 

chèvre, la jument et la femme et sont donc à tester pour la vache laitière afin de savoir si les 

cellules de la glande mammaire bovine expriment les même biomarqueurs. Nous avons testé 

des biomarqueurs par rapport aux fournisseurs, concentrations, clones, isotypes et 

fluorochromes à utiliser (FITC, APC, Vioblue, PE…) sur des cellules mammaires bovines de 

vaches abattues. Suite aux tests, nous avons arepris les cellules dans un tampon FACS Buffer 

(Rinsing solution, BSA 5%) puis les avons réparties dans des tubes. Elles ont été incubées 20 

minutes dans la glace à l’abri de la lumière, avec les anticorps suivants : antiCD336 (EpCAM) 

couplé Vioblue (Miltenyi Biotec, 130-097-324), IgG1 couplé Vioblue (Miltenyi Biotec, 130-

099-089), anti-CD49f couplé FITC (Miltenyi Biotec, 130-097-245), rat IgG2a couplé FITC 

(Miltenyi Biotec, 130-102-653), anti-CD24 couplé APC (Miltenyi Biotec, 130-102-733), rat 

IgG2b couplé APC (Miltenyi Biotec, 130-102-664), anti-CD10 couplé PE-Vio770 (Miltenyi 

Biotec, 130-100421), IgG1 couplé PE-vio770 (Miltenyi Biotec, 130-096-654). Après 
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l’incubation, les cellules ont été analysées par cytométrie en flux pour identifier les 

populations cellulaires auxquelles elles appartenaient. L’analyse des résultats de cytométrie se 

fait par le logiciel MACS Quant (Miltenyi Biotec). Après exclusion des doublets de cellules, 

des cellules mortes, nous avons sélectionné les populations d’intérêt. L’analyse cytométrique 

a été effectuée sur 30 000 évènements, évènements correspondant à des cellules. Nous avons 

analysé les biospies de chaque quartier de la mammelle (droite et gauche) et ce à chacun des 

temps de la lactation. Pour chaque échantillon, notre stratégie d’analyse nous génère 4 profils 

cytométriques pour les FMO (Fluorescence Minus One) correspondant à des contrôles et 1 

pour notre échantillon. Nous avons donc obtenu ~200 échantillons (5 x 40 échantillons) à 

partir du cytométre et près de 8 000 données générées. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage de chaque population de cellules marquées. Les analyses statistiques (dans la 

publication 2) nous ont permis de déterminer les différences significatives par temps et par 

populations cellulaires. De plus, nous avons analysé les corrélations entre l’expression de 

biomarqueurs (les populations de cellules) et la production laitière. Dans notre corrélation 

nous avons corrigé les résiduels et nous avons équilibré les individus aberrants dans l’analyse 

statistique.  
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Publication 1 

Caractérisation phénotypique et fonctionnelle de deux lignées de cellules épithéliales 

mammaires bovines dans des modèles 2D et 3D 

La caractérisation de cellules épithéliales dans la glande mammaire est possible grâce 

aux clusters de différenciation qui sont des marqueurs cellulaires. Ils servent à identifier 

l’activité et l’état de la cellule aux différentes étapes du développement de la glande 

mammaire. Cependant, les marqueurs de surface sont limités dans les études de la glande 

mammaire bovine. Les objectifs de cette étude sont de valider l’utilisation de ces marqueurs 

dans les cellules épithéliales bovines pendant la lactation en utilisant des lignées immortelles 

in vitro.  

Les lignées mammaires bovines BME-UV1 et MAC-T ont été utilisés comme modèles 

in vitro pour étudier la glande mammaire bovine. Cependant, leur phénotype et leur 

performance en tant que cellules épithéliales mammaire bovines est inconnu. C’est pour cette 

raison que l’étude de leur phénotype permettra l’utilisation d’un panel de biomarqueurs dans 

la glande mammaire bovine.  

Les cellules BME-UV1 et MAC-T ont été cultivées dans des supports en 2D 

(adhérente) et 3D, Matrigel (adhérente) et ULA (non-adhérente) pendant six jours. Au cours 

de l’étude les modifications morphologiques des cellules comme la formation de 

mammosphères dans les cultures en 3D ont été observées et la taille des cellules a été 

mesurée. Après culture en 2D et 3D, les cellules ont été récupérées et analysées par 

cytométrie en flux. Les cellules ont été analysées avec les principaux biomarqueurs décrits 

dans la littérature pour identifier les cellules épithéliales dans la glande mammaire comme le 

CD49f, CD24, CD326 (EpCAM) et le CD10. L’analyse de l’aldéhyde déshydrogénase a 

permis d’identifier la présence de cellules souches et progénitrices dans les lignées MAC-T et 

BME-UV1. L’analyse de l’ADN a permis de mesurer la prolifération cellulaire dans les 

supports en 3D. Les cellules ont été analysées par rapport à leur taux de croissance dans les 

supports en 2D.  
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De plus, l’expression des cytokératines CK14 et CK19 a permis de vérifier les 

résultats obtenus après cytométrie en flux. L’expression de STAT5 et des protéines occludine 

et cadhérine 1 et fibronectine ont été ainsi mesurées par western blot. L’expression du 

marqueur CD49f a été d’environ 99% dans les cellules BME-UV1 et MAC-T. Nos résultats 

montrent que le CD49f est très exprimé dans les cellules MAC-T alors que son expression est 

moyenne dans les cellules BME-UV1. L’expression de CD49f a été plus élevée (83.01%) 

dans la cellule BME-UV1 (P<0.001). L’expression de CD10 dans les MAC-T a été négative 

dans les deux types de supports en 3D. Cependant, l’expression de CD10 dans les cellules 

BME-UV1 a été positive et différente dans les trois supports en 2D et 3D (P<0.05). La cellule 

MAC-T forme des structures aberrantes après 3 jours de culture. La taille des mammosphéres 

a été plus élevée dans les cellules BME-UV1 que dans les MAC-T (600-400µm2) 

respectivement (P<0.05). La capacité de prolifération cellulaire (concentration d’ADN) a été 

plus élevée dans les cellules BME-UV1 dans les supports en 3D. L’expression du marqueur 

EpCAM a été différente dans les supports en 2D et 3D et légèrement plus élevée dans les 

cellules BME-UV1. L’analyse de western blot montre que la cellule BME-UV1 exprime 

STAT5 et CK19 par rapport à MAC-T qui n’a pas d’expression. La cellule MAC-T a une 

expression de CK14, tandis que la cellule BME-UV1 est négative. La cellule MAC-T a une 

expression plus forte de fibronectine en comparaison avec BME-UV1.  

En conclusion, la cellule BME-UV1 a une capacité à former la mammosphère dans les 

supports en 3D. Son expression d’ALDH montre que la cellule BME-UV1 a une capacité de 

cellule souche/progénitrice. L’expression d’EpCAM, STAT5 et l’expression de CK19 dans la 

cellule BME-UV1 montre son phénotype de cellule luminale. La cellule MAC-T a une 

expression négative de STAT5 et par son expression de la cytokératine 14 et son expression 

de CD49f la cellule MAC-T a un phénotype de cellule ductale/myoépithéliale. Nos résultats 

diffèrent de ce qui est décrit dans la littérature sur les cellules MAC-T, cependant ils 

permettent de montrer pour la première fois les caractéristiques de deux lignées (MAC-T et 

BME-UV1) quand il n’y a pas l’influence d’hormones lactogéniques ajoutées dans le milieu 

et d’étudier leur phénotype.     

Cette étude de biomarqueurs dans ces deux lignées cellulaires révèle qu’ils sont 

intéressants  pour étudier les populations cellulaires de la glande mammaire bovine en 

lactation.      
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Conclusions sur la publication 1 

Dans la publication précédente, nous avons utilisé les biomarqueurs (CD49f, CD24, 

CD326 (EpCAM) et CD10) dans les lignées mammaires bovines MAC-T et BME-UV1. Cette 

première étude nous a permis de faire la caractérisation phénotypique de deux lignées et 

d'étudier l'impact sur des conditions de culture sur l'expression des biomarqueurs en (2D et 

3D). Nous avons testé les biomarqueurs dans les lignées mammaires bovines MAC-T et 

BME-UV1 car elles sont de lignées qui, selon la littérature, ont été prélevées à partir du tissu 

mammaire de vaches en lactation. Jusqu'à aujourd’hui aucune étude n’a montré l'utilisation de 

biomarqueurs au cours d’un cycle de lactation chez la vache. L’utilisation de biomarqueurs 

dans les lignées MAC-T et BME-UV1 a permis de les phénotyper. Les cellules qui 

exprimaient les différentes cytokératines (CK14 et CK19) et STAT5 ont confirmé leur 

phénotype luminale dans les cellules BME-UV1 et ductale ou myoépithéliale dans la cellule 

MAC-T. En outre, l'expression de l’aldéhyde déshydrogénase nous a montré que la lignée 

BME-UV1 garde des caractéristiques de cellules souches ou progénitrices en comparaison 

avec MAC-T. Les caractéristiques des cellules de type souche/progénitrice dans les deux 

lignées ont été observées pour leur capacité à former la mammosphère. 

Nous avons observé que l'expression de biomarqueurs  CD49f, CD24, CD326 

(EpCAM) et CD10 coïncidait avec ce qui est décrit dans la littérature chez d'autres espèces 

animales. Cependant, nous avons trouvées des différences d’expression entre MAC-T et 

BME-UV1. Ces différencs sont probablement liées à leur lieu de prélèvement lors de leur 

établissement. Le biomarqueur CD49f est présent dans les cellules ayant un phénotype de 

CEM et de cellule myoépithéliale. Le biomarqueur EpCAM est exprimé dans les lignées 

MAC-T et BME-UV1 et d’après la littérature permet d’identifier les cellules de type luminal 

ou différenciées. La capacité à former la mammosphère et l’expression de CD10 dans les 

cellules BME-UV1 coïncide avec d’autres études dans la littérature. Cependant, CD10 est 

ainsi un biomarqueur qui permet d’identifier les cellules de type myoépithéliales. Le CD24 est 

exprimé faiblement dans les lignées MAC-T et BME-UV1. La littérature montre que c’est un 

biomarqueur des cellules ayant une capacité de « repopulation ».   

Notre étude sur les lignées mammaires bovines nous a permis d’obtenir un panel de 4 

biomarqueurs (CD49f, CD24, CD326 (EpCAM) et le CD10) utilisables en cytométrie pour 

identifier des populations cellulaires dans la glande mammaire. Pour notre deuxième étude et 

à partir de l'utilisation de cet panel de biomarqueurs, nous analyserons des populations par 

mono et double marquage ce qui nous permettra d'identifier d'une manière plus fine les 

populations rares ou non présentes dans la glande mammaire bovine en lactation. 
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Publication 2 

Hiérarchisation de cellules épithéliales mammaires de vaches laitières durant la 

lactation 

Le nombre de cellules épithéliales en quantité et en activité détermine la production de 

lait (Boutinaud et al., 2004). Au début de la lactation il y a une augmentation de la quantité de 

cellules puis elles diminuent jusqu’à la fin de la lactation (Capuco et al., 2001) par apoptose 

cellulaire. La glande mammaire subit plusieurs modifications morphologiques connues 

comme la plasticité de la glande mammaire, ces modifications sont régulées par la balance 

cellulaire et par le renouvellement cellulaire. (Stefanon et al., 2002). La présence de cellules 

souches et progénitrices dans la glande mammaire pendant son développement et au cours de 

la lactation a été décrit dans d’autres espèces comme la souris (Smith et Medina, 1988). 

Cependant, les populations cellulaires spécifiques qui participent pendant la lactation et leur 

caractérisation restent inconnues. Dans la partie précédente, nous avons utilisé un panel de 

biomarqueurs qui permet l’identification et la caractérisation de cellules épithéliales dans la 

glande mammaire. L’objectif de cette étude est de caractériser les différents types cellulaires 

durant la lactation dans la glande mammaire bovine. Ce travail a été soumis pour publication 

à Stem Cells and Development en avril 2016 : il est en cours de révision, le résumé se trouve 

ci-dessous. 

Cinq vaches primipares ont été utilisées pour cette étude. Le prélèvement de biopsies a 

été fait à 30 (B1), 90 (B2), 150 (B3) et 250 (B4) jours de lactation. Les vaches ont été traites 

deux fois par jours, elles ont été hébergées et nourries dans l’étable et elles étaient au pâturage 

pendant l’été. La production de lait (PL), le comptage de cellules somatiques dans le lait, le 

TP et le TB ont été mesurés chaque jour pendant 52 semaines. Le tissu prélevé à partir de la 

biopsie a été coupé en explants et digéré à l’aide d’enzymes pour obtenir une fraction 

cellulaire. Les cellules obtenues ont été analysées par cytométrie en flux (mono et multi-

marquage) par les biomarqueurs CD49f, CD24, CD326 et le CD10 que nous avons déjà 

validés dans la première expérience. Une autre partie du tissu prélevé à partir de la biopsie a 

été congelée et utilisée pour les études en histologie et pour analyser les biomarqueurs in situ. 

Une autre partie du tissu a permis l’obtention d’ARN pour analyser l’expression de CK19.  

La PL était différente pendant les quatre prélèvements de biopsies (P<0.001). La PL a 

été plus élevée au moment de la biopsie numéro deux, puis a diminué jusqu’au jour 250. Le 

contenu de matière grasse et de matière protéique dans le lait ont été plus élevées au début de 

la lactation, puis elles ont diminué jusqu’à la biopsie numéro trois et ont de nouveau 



Résultats expérimentaux 

84 

 

augmenté au moment de la biopsie numéro quatre. La composition et la PL et le comptage de 

cellules somatiques dans le lait ont montré des variations classiques de la production laitière.  

L’expression du biomarqueur CD49f a été augmenté au début de la lactation (B1), puis 

il a d’expression à la fin de la lactation (B4) (44% à 28%) (P<0.005). L’analyse des 

populations cellulaires a été faite en utilisant la combinaison de deux biomarqueurs qui ont 

permis de définir les différents types cellulaires comme décrits dans la littérature de la glande 

mammaire chez d’autres espèces. La population de cellules souches (CD24+CD49f+) n’a pas 

évolué de manière significative. De manière intéressante, la présence de cellules bipotentes 

(CD24-CD49f+) a évolué de manière significative (P<0.01) au cours de la lactation. Elle a été 

plus élevée au début de lactation (B1) et a diminué jusqu’à la B4. Les populations de cellules 

lumino-alvéolaires matures (CD49f+EpCAM-) ont été augmentées dans la B1 (38%) puis elles 

ont diminué jusqu’à 21% dans la B4. En revanche, les cellules lumino-ductales (CD49f-

EpCAM-) ont été augmentées légèrement au début de la B1, puis elles ont diminuée dans la 

B2, puis elles ont augmenté à la fin de la lactation. Nous avons aussi caractérisé d’autres types 

cellulaires : cellules progénitrices lumino-alvéolaires (CD24-EpCAM+), progénitrices 

myoépithéliales (CD24+CD10-), progénitrices lumino-ductales (CD49f-EpCAM+) et les 

cellules matures myoépithéliales (CD49f+CD10+) sans trouver de différences significatives 

durant la lactation. La cytokératine 19 a été exprimée pendant la lactation avec une expression 

significativement plus forte dans la B3 (P<0.05). Les coupes histologiques ont montré des 

différences dans la morphologie des alvéoles pendant la lactation. L’expression de 

biomarqueurs in situ a validé et montré la localisation précise dans les alvéoles.    

En conclusion, cette étude a montré pour la première fois les différents types 

cellulaires présents dans la glande mammaire bovine pendant la lactation. Les biomarqueurs 

CD49f, CD24, CD326 (EpCAM) et le CD10 ont permis de caractériser les différents types 

cellulaires. Cette étude montre la hiérarchisation des cellules souches, progénitrices et de 

cellules matures dans la glande mammaire bovine pendant la lactation.    
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ABTRACT 

Plasticity of mammary gland is related to adult mammary stem cells (MaSC) and 

progenitors giving rise to different mammary epithelial cell (MEC) populations.  For milk-

producing dairy animals, mammary gland plasticity needs to be deeply characterized for the 

selection of more sustainable and robust dairy cows facing to global changes. Identification 

and characterization of MaSC and progenitors would provide innovative tools in 

veterinary/human medicine against mammary tissue damages (carcinogenesis, bacterial 

infections). Hence, this study aimed to determine the dynamic of cell populations during a 

lactation cycle. Using mammary biopsies (at 30, 90, 150 and 250 days of lactation), we 

phenotyped cell populations in primiparous lactating dairy cows by flow cytometry. We used 

specific cell surface markers to lineage cells: CD49f, CD24, EpCAM and CD10. Thus, we 

identified two cell populations linked to milk production: CD49f
+/EpCAM- (y = 0.88x + 4.42, 

R²=0.36, p=0.00044) and CD49f
- / EpCAM- (y = -1.15x + 92.44, R²=0.51, p = 5.2 x 10-6) 

cells. Combining immunostaining analysis, flow cytometry, daily milk production data and 

statistical approach, we defined a stem cell population (CD24+ / CD49f
+) and four progenitor 

cell populations: bi-potent luminal progenitors (CD24- / CD49f
+), lumino-alveolar progenitors 

(CD24- / EpCAM+), myoepithelial progenitors (CD24+ / CD10-) and lumino-ductal 

progenitors (CD49f
- / EpCAM+). Interestingly, the bi-potent luminal progenitors (CD24- / 

CD49f
+) significantly (p < 0. 01) decreased during lactation. From our results, this study 

provides for the first time a model of mammary cells hierarchisation to gain insight mammary 

cells plasticity during lactation. 
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INTRODUCTION 

Milk yield (MY) is defined by breeding strategies and is finely regulated by cellular 

mechanisms determining the number and the activity of secreting cells [1] within mammary 

gland and therefore the sustainability of livestock. The mammary epithelium is composed of 

two cell layers: a luminal layer lining the lumen of ducts and alveoli, and an external basal 

myoepithelial layer [2]. Around this mammary epithelium, the stroma compartment is 

composed of other cell types (adipocytes, fibroblasts and immune cells) that are responsible 

for mammary plasticity and homeostasis. During lactation in dairy cows, mammary tissue 

undergoes extensive morphological and functional remodeling linked to cellular and 

architectural changes [3]. In early lactation, the rate of proliferating mammary cells overtakes 

the rate of apoptosis, increasing thereby the number of mammary cells. The decline in MY is 

the consequence of a loss of mammary cells (apoptosis) and a remodeling of mammary tissue, 

which results in alveolar regression during involution [4]. To date our understanding of the 

phenotypic differentiation of mammary epithelial cells is still limited. Current knowledge in 

mice and humans indicates the existence of stem cells and/or bi-potent stem/progenitor cell 

populations that would give rise to mature/differentiated cells [5]. In cows, recent reports 

demonstrating the presence of mammary stem cells (MaSC) and progenitors in the bovine 

mammary gland has been highlighted [6]. In order to improve the productivity of dairy cows 

and health of mammary gland and then to expand cow’s lifespan, bovine MaSCs have to be 

characterize because they play a crucial role in cell proliferation and tissue regeneration. In 

addition, the bovine mammary gland represents an excellent alternative model for biomedical 

research to investigate the role of mammary stem cells in mammary function and 

carcinogenesis [7].  

Evidence for the existence of MaSCs has been primarily derived from transplantation 

studies with murine mammary tissues.  These studies revealed that ductal architecture could 

be regenerated in vivo when isolated parenchymal segments were transplanted into cleared 

mammary fat pads [8-10].  Further, it was shown that epithelial cells isolated from virgin, 

pubertal, gestational, and lactating glands could all repopulate cleared fat pads [9].  Because 

such a variety of parenchymal structures can regenerate a complete parenchymal framework it 

is likely that progenitor or stem cells are present throughout the mammary epithelium. To date 

mammary stem cell studies in ruminants have been extremely limited. Recently, Baratta et al. 

(2015) investigated different epithelial cell subpopulations in milk cells by flow cytometry 

[11]. They found an increase of CD49f+ cells and cytokeratin 14/18 positive cells at the end of 

lactation in dairy cows. In 2002, Ellis and Capuco were the first to provide data on mammary 
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epithelial cells’ (MEC) proliferation rate using histological analysis of mammary gland 

explants from heifers, which were injected with BrdU before euthanasia [6]. They identified 

different staining intensity in mammary epithelial cell populations and proposed that light 

staining cells were the primary proliferative cell population. In 2010, Martignani et al. showed 

that a putative bovine mammary stem cell population was able to regenerate and maintain a 

complete mammary gland structure [12]. They hypothesized that these putative mammary 

stem cells can give rise either to luminal (Cytokeratin 18 positive) or myoepithelial 

(Cytokeratin 14 positive) cells under specific cell culture conditions. To our knowledge on 

lactating mammals, no studies have been performed on mammary cell population’s lineage 

and hierarchisation as well their proportion through a lactation cycle. 

Using specific cell surface markers, flow cytometry is a sensitive approach to lineage 

and quantify cell populations and subpopulations in the mammary gland [7]. Expression of 

cluster of differentiation (CD) molecules, like heat stable antigen (CD24) and integrin alpha-6 

(CD49f) have been widely used to identify epithelial cells in the mammary gland [13,14]. 

Recently, four populations have been found in the developing mammary gland (at puberty) by 

expression of CD24 and CD49f. Cell sorting experiments allowed to characterize putative 

stem-cells (CD24MedCD49fPos), putative progenitor cells (CD24HighCD49fNeg), basal 

(CD24NegCD49fPos) and luminal (CD24MedCD49fNeg) subpopulations[15]. In the human 

mammary gland, the combination of the cell surface marker EpCAM (Epithelial Cell 

Adhesion Molecule) and CD49f has served to identify basal cell populations [16,17].  In 

lactating goats, EpCAM has been found in luminal populations of alveoli by immunostaining 

and seems to be related to cell proliferation [18]. Moreover, cell populations expressing 

EpCAM and CD49f represent a source of mammary progenitors with stem cell characteristics 

due to their ability to form mammospheres [19-21]. To characterize myoepithelial cells, the 

neutral endopeptidase CD10 also called Common Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen 

(CALLA) has been identified in the apical surface of myoepithelial cells during cell 

contraction in the mammary gland [22,23]. In the bovine mammary gland, CD10 has also 

been shown to be a pertinent marker of myoepithelial cell differentiation in prepubertal 

bovine mammary gland [24]. 

Therefore, the present study aims to determine cellular hierarchy throughout a 

lactation cycle to understand the implication of cellular populations in the bovine mammary 

gland plasticity and milk production. We used flow cytometry to determine cellular 

populations using cell surface markers CD49f, CD24, EpCAM and CD10 in mammary 

explants sampling from lactating dairy cows at 30, 90, 150 and 250 days of lactation. This 
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lineage allowed us to propose a cell hierarchisation schema of MEC populations in lactating 

periods.  

MATERIALS & METHODS 

All of the animal procedures were discussed and approved by the National Ethics 

Committee in Animal Experiment (File number: 00943.02) in compliance with French 

regulations (Decree No. 2001-464, May 29, 2001). 

 

Animals and Experimental Design 

The five Holstein primiparous cows used in this study were raised at the experimental 

barn of Méjusseaume INRA-Rennes (France). The cows were collectively housed and fed in 

barns during winter and in fields during the summer. They were milked twice daily during the 

entire experimental period. 

 

Milk production recording and milk composition analysis 

The MY was recorded daily for 52 weeks. Milk samples were collected weekly for 

somatic cell counting (SCC) and milk composition analysis. Milk protein and fat contents 

were determined by an independent laboratory using an infrared method (Lillab, 

Chateaugiron, France). 

 

Mammary tissue sampling 

Mammary tissue samples were collected by biopsy at days 30 (B1), 90 (B2), 150 (B3) 

and 250 (B4) of lactation (adapted from the method of Farr et al. [25]). Mammary tissue 

samples were taken approximately halfway between the base of the teat and the dorsal body 

wall in a region containing a large amount of secretory tissue (right and left). For each animal, 

mammary biopsies were divided into three parts: one part was cut into small explants (1 

mm3) for tissue digestion and cell isolation (stored in 90% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, 

10270-106)/ 10% Di-Methyl-SulfOxide (DMSO) at -150°C), another part was directly frozen 

in liquid nitrogen and stored at -80 °C until RNA extraction was performed and the last part 

was washed in Phosphate-Buffered Saline (PBS) before fixation for histological analysis. 

DMSO and PBS were purchased at Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, 
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http://www.sigmaaldrich.com/france).  FBS was purchased at Invitrogen (Gibco Invitrogen 

Saint Aubin, France, http://www.invitrogen.com).  

 

Mammary biopsy digestion and single cell suspension  

Tissue pieces were thawed and incubated for three hours at 37° C in a digestion 

medium containing Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12, 

Gibco, 31331-028), 5% FBS, 5 µg/mL insulin (Sigma, 15523) , 1 µg/mL hydrocortisone 

(Sigma, H-0888) with 7000 U per mL of collagenase type II (Worthington 54N15271) and 

2000 U per mL hyaluronidase (Sigma, H3506-G1). After centrifugation (5 minutes at 500 g at 

4 ° C), 2 mL of trypsin- Ethylene-Diamine-Tetracetic Acid (EDTA, Sigma, T4049-100ML) 

was added to the pellet to complete the dissociation. After centrifugation, the pellet composed 

of cells and remaining tissue was drained through a specific filter of 70 µm (Miltenyi Biotec, 

http://www.miltenyibiotec.com/en/), washed with Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 5% 

FBS to obtain a single cell suspension. Cells were processed for flow cytometry phenotyping. 

Collagenase was purchased at Serlabo (http://www.serlabo.fr/index.php).  

 

Histological analysis 

Mammary tissue samples collected by biopsy at 30, 90, 150 and 250 days of lactation 

were fixed in 4 % paraformaldehyde (pH 7.4) (Sigma Aldrich, P6118) for 2 h and paraffin-

embedded (Sigma Aldrich, 327204) using standard protocols providing by the H2P2 platform 

(University of Rennes 1, France). Tissue sections (5 µm thickness) mounted on 

SuperFrostPlusslides (ThermoScientific, 4951PLUS4, Paris, France, 

http://www.thermoscientific.com/en/home.html) were deparaffinized in 3 different xylene 

baths and rehydrated in successive graded ethanol-water baths (100 % ethanol, 90 % ethanol, 

70 % ethanol and distilled water). After rehydration, the tissue sections were either stained 

with hematoxylin and eosin or processed for immunohistochemical labeling. After 

hematoxylin/eosin staining and drying, the slides were scanned using NanoZoomer Digital 

Pathology technology (Hamamatsu, Kitsa, Sweden) with automatic detection of the whole 

tissue section.  
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Immunological staining procedure 

For immunohistochemical labeling (CD10, CD49f, EpCAM, CD24 and αSMA), slides 

carrying 3 tissue sections were used. Two tissue sections per slide were processed for each 

primary antibodies labeling while the 3rd tissue section on each slide was used as a negative 

control. Following rehydration, the tissue sections were pre-incubated for 1 h in 0.2 % TBS-

Triton with 1 % normal goat serum (NGS) and then incubated overnight at 4 °C with an anti-

CD10, anti-CD49f, anti-EpCAM, anti-CD24 or  αSMA antibody (diluted at1:200). The 

primary antibody solution was replaced with a drop of 1 % TBS-NGS for negative control 

tissue sections. The slides were rinsed in TBS before incubation with adpated secondary 

antibody (diluted at 1:300) for 1 h at room temperature (20 °C). After being washed in TBS, 

the slides were treated with Hœchst 33258 dye (Sigma Aldrich, Lyon, France) and mounted 

with Vectashield mounting medium (H-1000, Vector Laboratories, Burlingame, USA). The 

tissue sections were observed under fluorescence using an Eclipse E400 Nikon microscope 

(Nikon France, Le Pallet, France), using both 568 nm and 350 nm wave length 

absorption/excitation. 

 

RT-qPCR Procedure 

Total RNA was extracted from tissue samples after grinding in liquid nitrogen with a 

mortar and pestle using Trizol (Invitrogen, Paris, France). Tissue powder was homogenized in 

1 mL of Trizol reagent incubated for 5 min at room temperature before addition of 200 µL 

chloroform (Sigma Aldrich). The mixture was centrifuged at 12,000 x g for 15 min at 4 °C, 

and the upper aqueous phase containing total RNA was recovered and mixed with 500 µL of 

isopropyl alcohol to precipitate the RNA. Total RNA was extracted using the RNesay Mini 

Kit according to the manufacturer’s instructions (Qiagen, 74014). Total RNA concentration 

and the 260 / 280 nm and 260 / 230 nm absorbance ratios were measured on a NanoDrop ND-

1000 spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). RNA quality was 

then determined on an Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Massy, France) by 

RNA profile and RNA integrity number measured using Agilent 2100 Expert Software, 

version B.02 (Agilent Technologies, http://www.agilent.com/home). Subsequently, total RNA 

(1 µg) was reverse-transcripted using Vilo SuperScript kit according to the manufacturer’s 

recommendation (Invitrogen, 11754-050). The cDNA was diluted 1:50 prior to use in 

quantitative real time polymerase chain reaction (RT-qPCR). Following reverse transcription, 

RT-q PCR was run on a StepOne Plus system (Applied Biosystems). Triplicate 12.5 µL 
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reactions were carried out in 96-well optical reaction plates (Applied Biosystems, 

http://www.agilent.com/home) using SYBR Green PCR master mix with 200 nM of specific 

primer (Cytokeratin 19: Forward 5’ GGCGGGCAACGAGAAGC 3’, Reverse 5’ 

CGAGAATCTGGTCCCGCAG 3’) and 2.5 µL of diluted cDNA.  

The amplification program consisted of an initial denaturation step at 95 °C for 10 min 

followed by 40 cycles of denaturation at 95 °C for 10 sec and combined primer-annealing-

extension at 60 °C for 1 min, during which fluorescence was measured. A melting curve was 

produced after completion of the thermal PCR program to check for the presence of a gene-

specific peak and the absence of a primer dimer. Data raw Cycle Threshold (Ct) values 

obtained from raw StepOne Software version 2.3 (Applied Biosystems) were transformed to 

quantities using the comparative Ct method [26] and specific efficiencies. Ribosomal Protein 

Large P0 (RPLP0: Forward 5’ CAACCCTGAAGTGCTTGACAT 3’, Reverse 5’ 

AGGAGATGGATCAGCCA 3’) was used as the endogenous control gene. Results at days 

90, 150 and 250 are expressed using day 30 as control. 

 

Flow cytometry analysis 

Cells obtained from mammary biopsy digestions were prepared for flow cytometry 

analysis with MACS buffer (autoMACS™ with 2% Bovine Serum Albumin) (Miltenyi 

Biotec, France, http://www.miltenyibiotec.com). Cells were dispensed at 500,000 cells in 

each respective tube. Cells were incubated in darkness at 4°C for 30 min with the either one 

or a mixture of the following antibodies (Table 1): Fluorescein isothiocyanate (FITC) anti-rat 

IgG1 CD49f (α6 integrin), Allophycocyanine (APC) anti-rat IgG2bĸ CD24 (clone HAS), 

Vioblue® anti-mouse IgG1 CD326 (EpCam) (Miltenyi Biotec) and anti-mouse IgG1 PE-

VIO700 CD10 (CALLA) (Miltenyi Biotec). Isotype controls were used for each antibody to 

set specific fluorescence eliminating non-specific background (Table 1). Then cells were 

centrifuged at 400 x g and re-suspended in 0.3 mL of MACS buffer. Multi-staining of the four 

antibodies was performed to determine specific populations. Propidium iodide (PI) was used 

to discriminate the live cells. Then, acquisition of this stained population was gated to 

forward-scattered light (FSC) and side-scattered light (SSC), to exclude dead cells and delimit 

cell granularity and size, as well as doublets by adjustments in height and photomultiplicator 

voltage. Flow cytometry analysis was performed on a data set of 30000 events (single cells) 

using MACSQuant® Analyzer10 (Miltenyi Biotec) and data were analyzed using 
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MACSQuantify analysis software (Miltenyi Biotec). Results were expressed in percentages 

(dot plot analysis). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Statistical analysis 

Experiments were repeated three times. Milk composition, flow cytometry and qPCR 

data were analyzed by the analysis of variance (ANOVA one-way) using the following 

model: yij = µ + timei + εij (y=Flow cytometry data or qPCR data; µ= mean; i= time of 

biopsies and ε=residuals). Post-hoc Tukey pairwise were used. Significant differences were 

considered at p < 0.05. All statistical analyses were performed using the R software. 

 

 

 

 

 

 

Antigen Antibody Manufacturer Reference Dilution

CD10 CD10-PE-Vio770, human (clone: 97C5) Miltenyi Biotec 130-100-421 1:10

Isotype control Mouse IgG1-PE-Vio770 Miltenyi Biotec 130-096-654  1:10

CD24 CD24-APC, mouse (clone: M1/69) Miltenyi Biotec 130-102-733 1:10

Isotype control Rat IgG2b-APC Miltenyi Biotec 130-102-664 1:10

CD49f CD49f-FITC, human and mouse (clone: GoH3) Miltenyi Biotec 130-097-245  1:10

Isotype control Rat IgG2a-FITC Miltenyi Biotec 130-102-653 1:10

EpCAM CD326 (EpCAM)-VioBlue, human (clone: HEA-125) Miltenyi Biotec 130-097-324 1:10

Isotype control Mouse IgG1-VioBlue Miltenyi Biotec 130-099-089 1:10

Table :  1 List of antibodies used in flow cytometry analysis 
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RESULTS 

Milk yield of primiparous lactating dairy cows 

The daily MY was recorded for the five primiparous lactating cows of this study from 

calving to the drying off period. At each time of mammary biopsies (30, 90, 150 and 250 

days), the MY was significantly different, with 29.9 kg/day, 34.3 kg/day, 32.9 kg/day and 19 

kg/day respectively (p < 0.001) (Figure 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Each boxplot represents the mean (five dairy cows) of daily milk production (kg/day) at the 
indicated time prior to mammary biopsy. The different letters above the boxplots indicate the 
statistical significance (p < 0.05) of each value compared to other counterpart values. 

The mean of daily MY described a classical curve of lactation with a peak of 

production at ≈ 60 days posts calving. We analyzed milk composition data and we observed 

that contents of fat and protein yields vary according to MY as expected during lactation in 

primiparous dairy cows (Table 2). For instance, SCC values were less than 250 (103 cells / 

mL) throughout the lactation leading healthy dairy cows and mammary glands. This 

prerequisite was the first step to validate our experimental model.     
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Figure:  1 Representatve Booxplots of milk yield during the lactation cycle. 
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(A) Left panels showed the staining of myoepithelial cells using CD10 antibody and nuclei were 
counterstained with DAPI. Right panels highlighted mammary luminal cells staining with CD49f 
and the myoepithelial cells stained with α-SMA. (B) Left panels showed the staining of some 
luminal cells using CD24 antibody. Right panels showed the apical staining (white arrows) in 
some luminal MEC within mammary acini using EpCAM antibody. The scale bars represent 50 
µm. 

 

Gating strategy for flow cytometry data analysis 

To validate the multicolor panel of four antibodies coupled with four different 

fluorochromes, we performed single staining with each antibody (Table 3) and Fluorescent 

Minor One for our multicolor panel.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

At 30 (B1), 90 (B2), 150 (B3) and 250 (B4) days of lactation, mammary biopsies were collected 
and single cell suspensions were phenotyped using CD24, EpCAM, CD10 and CD49f antibodies. 
Each data correspond to the mean (± SEM) of fluorescence for each monostaining. Different 
letters indicate statistically significant (p < 0.05) differences in the comparison of each value of its 
three other counterpart values. 

 

For this technical step essential to setup correctly multicolor assays, we used a manual 

compensation matrix based on the Median Fluorescence Intensity procedure. We ensured to 

analyze only single living cells by eliminating the cell aggregates and dead cells from our 

analysis. For eliminating aggregates, we performed doublets exclusion using FSC-H/A and 

B1 B2 B3 B4

Cell surface makers 30 90 150 250

CD24+ 5.4 ± 0.8 5.7 ± 1.5 3.9 ± 0.9 3.2 ± 0.7

EpCAM + 4.4 ± 0.9 6,9 ± 1.5 6.2 ± 0.6 4.5 ± 1.5

CD49f
+ 47.0 ± 3.9 a 44.1 ± 3.6 a 38.6 ± 2.6 ab 28.8 ± 2.5 b

CD10+ 4.0 ± 0.7 5.7 ± 1.0 3,9 ± 0.6 4.7 ± 2.1

Biopsy / Days of lactation (d)

Table :  3 Flow cytometry analysis of isolated cells dissociated from mammary biopsies 
using monostaining. 
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SSC-H/A parameters. We used PI to discriminate live cells from dead cells. This strategy is 

essential to analyze each cell surface markers in single live cells (Figure 5A). Figure 5B 

illustrates the strategy to analyze within a stained populations (here, the CD49f positive cells) 

the expression of our others cellular markers.  
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Figure:  5 Gating strategy used in flow cytometry to analyze stained cell populations. 
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 (A) Gating strategy to setup the analysis of single living cells. Doublets exclusion using FSC-
H/A and SSC-H/A parameters were performed. Next, propidium iodide discriminated living cells 
from dead cells. On living cells, each monostaining was analyzed using CD49f, CD10, CD24 and 
EpCAM antibodies. (B) Illustration of the gating strategy used to analyze the multi-stained 
populations. Gated CD49f positive cells were selected and then co-immunostained populations 
were analyzed: CD49f and EpCAM, CD49f and CD10, CD49f and CD24. 

 

In our example, we gated on CD49f positive cells to analyze co-immunostained populations: 

CD49f and EpCAM, CD49f and CD10, CD49f and CD24. This procedure was applied for 

every cell surface marker (CD49f, CD10, CD24 and EpCAM).   

Cell hierarchy and lineage in the bovine mammary gland during throughout lactation  

After tissue dissociation and single cells isolation, we determined the proportion of 

each putative cell types according to the expression of cell surface markers for four stages of 

the lactation: B1 (30 days), B2 (90 days), B3 (150 days) and B4 (250 days). First, we 

analyzed the single staining of cells obtained as mentioned previously with CD24, CD10, and 

EpCAM and CD49f cell surface markers (Table 4).  

 
 
 
 
 

Table :  4 Cell hierarchy and lineage in bovine mammary gland during a lactation period. 

B1 B2 B3 B4

Putative cell type Cell surface makers 30 90 150 250

Mammary stem cells CD49f
+ / CD24+ 2.4 ± 0.8 3.3 ± 1.3 0.9 ± 0.3 0.7 ± 0.5

Bi-potent luminal progenitors CD49f
+ / CD24- 38.2 ± 3.6 a 35.9 ± 2.3 a 31.9 ± 2.0 ab 23.8 ± 1.6 b

Lumino-ductal progenitors CD49f 
- / EpCAM + 0.7 ± 0.1 1.4 ± 0.4 1 ± 0.4 1.3 ± 0.7

Lumino-alveolar progenitors CD24- / EpCAM + 1.3 ± 0.3 5.1 ± 1.8 2.6 ± 0.5 2.4 ± 1.1

Myoepithelial progenitors CD10- / CD24 +  3.4 ± 0.7 4.9 ± 1.4 2.9 ± 0.6 2.4 ± 0.7

Mature lumino-ductal cells CD49f
- / EpCAM - 55 ± 4.3 a 53.3 ± 2.8 a 57.9 ± 2.4 ab 68.5 ± 2.0 b

Mature lumino-alveolar cells CD49f
+ / EpCAM - 38 ± 3.9 a 31 ± 2.4 ab 28 ± 1.8 bc 21.5 ± 1.3 c

Mature myoepithelial cells  CD10+/ CD49f + 2.6 ± 0.5 3.4 ± 1.0 1.7 ± 0.3 1.7 ± 1.2

Biopsy / Days of lactation (d)
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After tissue digestion, cells dissociation and single cell isolation, proportion of each putative cell 
types according to expression of cell surface marker at four stages throughout lactation was 
determined: B1 (30 days), B2 (90 days), B3 (150 days) and B4 (250 days). Proportions of double 
stained cell population proportions using EpCAM, CD49f, CD24 and CD10 markers were 
presented as the mean of fluorescence (± SEM). Different letters indicate statistically significant 
(p < 0.05) differences in the comparison of each value of its three other counterpart values. 

 

We observed that the predominant population expressed CD49f. Interestingly, the proportion 

of CD49f positive cells significantly decreased over the lactation (B1: 47% vs. B4: 28.8%, p < 

0.005). The proportions of the other single stained cell population, were lower (< 7%) and 

their expression did not vary during lactation. 

Next, we defined double stained cell populations using combination of CD10, CD49f, 

CD24 and EpCAM markers. The different combination of markers was determined in 

accordance with their specific localization found by immunochemistry and the literature on 

other lactating species. From our data and literature, we proposed 3 putative categories of cell 

types: stem cells, progenitors and mature cells according to their differentiation status (Table 

4). First, our results showed that the proportion of putative MaSC (CD24+ / CD49f+) did not 

significantly evolve throughout the lactation. Concerning the progenitor populations, we 

found that the putative bi-potent luminal progenitor cells (CD24- / CD49f+) were the majority 

of cells among the putative progenitors. The proportion of this population significantly 

decreased during lactation from 38.2% (B1) to 23.8% (B4) (p < 0. 01). The proportions of the 

other putative progenitors were very low (0.7% to 5.1%) and their expression did not vary 

during lactation. We focused next on mature (differentiated) cells. The cell populations with 

negative expression of EpCAM and the presence or not of CD49f  (CD49f+ / EpCAM- and 

CD49f- / EpCAM-) were the most abundant putative mature cells. Interestingly, the variations 

of both populations over the lactation are opposites: the putative lumino-alveolar cells 

significantly decreased while the putative lumino-ductal cells increased (respectively from 

38% (B1) to 21.5% (B4) and from 55% (B1) to 68.5% (B4)). The third putative mature cells,  

the myoepithelial cells (CD49f+ / CD10+) did not significantly vary in proportion between 30 

days and 250 days of lactation and remained low (from 1.7% to 3.4%).   

Correlation between putative mature cells proportion and milk yield 

From further statistical analysis, we found a positive correlation between the 

proportions of CD49f positive cells and the MY (R2 = 0.39, p < 0.001). Number of CD49f 

positive cells increased as level of milk production (Figure 6A). We observed an opposite 
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relation between proportion of putative lumino-alveolar cells and putative lumino-ductal cells 

related to MY (Figure 6B and 6C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       (A) Correlation between CD49f
+ positive cells and MY (R2 = 0.39, p = 0.00016).  

(B) Correlation between CD49f
- / EpCAM- cells proportion and MY (R2 = 0.51, p = 5.2 x 10-6).  

(C) Correlation between CD49f
+ / EpCAM- cells proportions and MY (R2 = 0.35, p = 0.00044). 

 
Indeed, the correlation between putative lumino-ductal cells (CD49f -/EpCAM-) and milk 

production was negative (R2=0.51, p < 0.001, Figure 6B) whereas the proportion of putative 
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Figure:  6 Analysis of correlation between proportions of cell population and milk yield (MY). 
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lumino-alveolar cells (CD49f + / EpCAM-) was positively correlated to milk production (R2 = 

0.35, p < 0.001, Figure 6C).        

DISCUSSION 

During the development of the mammary gland (mammogenesis) and lactation 

(galactopoiesis) in dairy cows, each cell population has a specific feature involved in 

mammary gland plasticity. Like most of the glandular tissue, the adult mammary gland is 

composed of many cell types that interact to shape the body and make it functional. In this 

study, we specifically focused on epithelial-like, myoepithelial and progenitor/stem cells 

implicated in mammary gland plasticity. The use of flow cytometry is a suitable method to 

analyze and to discriminate single cell phenotypes on precious and small samples such as 

mammary biopsies. In this study, we used flow cytometry to analyze and to lineage cell 

populations based on the expression of cell surface markers commonly used in the mammary 

gland field: CD49f, CD24, CD10 and EpCAM. Prerequisites of our study were to ensure that 

mammary explants sampling were representative of a lactating mammary gland. Thus, using 

five primiparous dairy cows, we first analyzed zootechnical data to ensure of their MY 

responses and of milk composition. A classical curve of lactation is defining by a peak of 

milk production located between 30 and 90 days of lactation and a decrease of milk 

production after this period. Observations of mammary morphology by histology using 

mammary gland sections and analysis of CK19 gene expression (a conventional marker of 

mature alveolar cells [27,28]) allowed us to validate the mammary sampling prior to 

phenotypic characterization of mammary cells. Indeed, morphological observations showed 

increasing luminal spaces in alveoli at 90 days of lactation, then decline with MY.  These key 

events validated that mammary biopsies were well representative of the four chosen stages of 

lactation. 

In this study, we demonstrated that cell populations expressing EpCAM and CD49f 

cell surface markers varied significantly and inversely during lactation from 30 days to 250 

days of lactation. Indeed, 30 days after the beginning of lactation, the proportion of CD49f+ / 

EpCAM- cells reached a maximum of expression (38%) while the proportion of CD49f- / 

EpCAM- cells started at a minimum of expression at 55%. In late lactation, we have shown 

that these proportions were reversed, with 21% of CD49f+ / EpCAM- cells and 68.5% of 

CD49f- / EpCAM- cells. Moreover statistical correlations established between CD49f+ / 

EpCAM- cells, CD49f- / EpCAM- cells and MY demonstrated that these two cell populations 

are related to milk production. Thus, when milk production increased, the proportion of 

CD49f+ / EpCAM- cells increased whereas the proportion of CD49f- / EpCAM- cells 
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decreased. CD49f and EpCAM are cell surface markers associated with cell adhesion and 

very often used to phenotype mammary gland cells and their maturation degree. All these data 

and the literature strongly suggest that mammary alveolar cells involved in milk production 

(myoepithelial and lumino-alveolar cells) expressed CD49f while epithelial cells present in 

the mammary ducts (lumino-ductal cells) did not express CD49f. Additionally, it is well 

known that the loss of EpCAM is correlated with a decrease in progenitor activity [29]. Thus 

we highlighted that differentiated mature cells did not express EpCAM marker. Considering 

these results and the literature, we hypothesize that CD49f and EpCAM are suitable markers 

to discriminate mature luminal cells and their progenitors. In 2012, Rauner and Barash 

demonstrated that CD24-/CD49f+ cells are bi-potent progenitor’s cells that give rise to luminal 

progenitors and then differentiated luminal cells. In human breast and in mouse mammary 

gland, CD24-/CD49f+ cells are also considered as bi-potent progenitor’s cells through in vivo 

transplantation and in vitro experiments [30,31]. In our study, the proportion of CD24- / 

CD49f+ cells significantly decreased during lactation (38% in early lactation vs. 23.8% in late 

lactation). In the lactating mammary gland, the self-renewal of MEC is constantly ensured by 

two mechanisms that are cell proliferation and programmed cell death (apoptosis). Capuco et 

al. (2001) estimated that in bovine lactating mammary gland, the average rate of proliferation 

was about 0.3% per day and the average rate of apoptosis was about 0.56% per day, 

corresponding to a cell turnover of approximately 50% during lactation [32]. Progenitor cells 

are the main actors of this biological process because they both proliferate and give rise to 

differentiated cells involved in the milk synthesis; these cells are then removed from the 

mammary epithelium by apoptosis. Thus, the high proportion of bi-potent progenitor cells 

found in early lactation is consistent with the literature. 

 In order to perform a complete lineage and cell hierarchy in bovine lactating 

mammary gland, we focused on myoepithelial cells and their putative progenitors. A 

characteristic of myoepithelial cells is a dual phenotype of both smooth muscle (positive for 

αSMA) and epithelial cells [33]. Myoepithelial cells also express CD10 (neutral 

endopeptidase). Clarke et al. (1994) used CD10 as myoepithelial marker to separate luminal 

cells from myoepithelial cells by immunomagnetic techniques [34]. In 2009, Ellis et al. 

showed that CD10 was a marker expressed by myoepithelial cells within mammary gland in 

heifers during mammogenesis. In our study, immunolocalization of CD10 on lactating 

mammary gland sections confirmed that CD10 was specifically expressed by myoepithelial 

cells [24]. Thus, we included CD10 in our flow cytometry panel to deeply phenotype 

myoepithelial cells. Based on the presence of CD49f at the surface of basal epithelial cells 

[35], we decided to combine CD49f and CD10 to analyze mature myoepithelial cells. Our 
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results showed that CD49f+ / CD10+ cell population as CD10+ population were slightly 

present without significant variation from B1 to B4. This stable proportion of putative 

myoepithelial cells assumes that this population must be conserved during all the lactation. 

The same process has also been observed in skeletal muscle where the proportion of satellite 

cells is conserved for muscle homeostasis [36]. In murine mammary gland, the presence of 

mature and functional myoepithelial cells has been associated to the identification of 

myoepithelial progenitors and their expression of CD24 [5]. Despite a very scarce literature 

about myoepithelial progenitor phenotype, the transition from progenitors to differentiated 

cells occurs with different modifications such a switch of cell surface markers. Hence, we 

hypothesized that putative bovine myoepithelial progenitors were CD10- / CD24+. This 

hypothesis is supported by our immunostaining data demonstrating that CD10+ cells were 

only mature myoepithelial cells.    

In many reports, the expression of CD24 is associated with stem cell phenotype. In 

2006, Shackleton et al. isolated discrete subpopulation of mouse mammary cells on the basis 

of cell-surface markers (Lin-CD29hiCD24+). They showed that a single cell of this 

subpopulation, marked with a LacZ transgene, could reconstitute a complete mammary gland 

in vivo. The transplanted cell contributed to both the luminal and myoepithelial lineages and 

generated functional lobulo-alveolar units during pregnancy. The self-renewing capacity of 

these cells was demonstrated by serial transplantation of clonal outgrowths. Here, we found 

by immunolocalization that CD24 was expressed by some luminal cells within the mammary 

epithelium. Rauner and Barash (2012) also exhibited CD24+ cells in the luminal compartment 

of developing mammary gland sections in heifers. With the combination of CD49f and CD24 

markers for primary MEC sorting, they isolated CD24+ / CD49f+ cell population that were 

able to form large mammospheres in vitro. They also showed that these cells had a high 

proliferation rate and were able to form organized colonies. These proliferative properties of 

undifferentiated cells define a stem cell phenotype with the ability to multipotency and self-

renewing. Thus, these specifications allowed defining the CD24+/CD49f+ population as 

putative mammary stem cells. In our study, this population was present throughout lactation 

with a maximum proportion (3.3%) observed at 90 days of lactation (p < 0.10). Therefore the 

CD24+ / CD49f+ population could play this role in bovine mammary gland. In conclusion, we 

defined a stem cell population (CD24+ / CD49f+) and four progenitor cell populations: bi-

potent luminal progenitors (CD24- / CD49f+), lumino-alveolar progenitors (CD24- / 

EpCAM+), myoepithelial progenitors (CD24+ / CD10-) and lumino-ductal progenitors 

(CD49f- / EpCAM+). From these data, we propose a cell hierarchisation schema of the 

mammary gland in lactating dairy cows (Figure fournie dans la discussion).  
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This study provides a dynamic view of the mammary populations based on the 

common markers used in mammary lineage. Our next goal will be to carry out the same 

analyzes on mammary gland at different physiological stages: before and after puberty, during 

gestation, as well as at the peak of lactation and at drying-off. The analysis of functional 

proteins (cytokeratins, steroid receptors, aldehyde dehydrogenase activity) will be performed 

on sorted cells isolated among the different populations described in this study and combined 

with mammospheres’ assays. In summary, this study contributes not only to better understand 

the role of stem cells in the plasticity of the mammary gland but also to identify new 

biomarkers for use in veterinary and human medicine. 
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Discussion Générale 

The main objectives of this thesis were to identify and obtain a biomarker’s panel for 

characterizing the presence of specific cell populations during lactation in the bovine 

mammary gland and to provide knowledge about the current understanding of cell plasticity 

during a lactation cycle. To accomplish both objectives, we carried out several in vitro and in 

vivo studies. 

The in vitro study was based on the utilization of specific clusters of differentiation or 

cell surface markers as biomarkers to identify cell populations in the bovine BME-UV1 and 

MAC-T mammary cell lines. Through this in vitro study, we decided to evaluate the 

expression of these biomarkers using BME-UV1 and MAC-T cells, commonly called as 2D 

(adherent) and 3D (adherent and non-adherent) supports, and to determine their performance 

abilities. The biomarkers selection was based on literature studies made in other species, 

notably mice and humans since bovine mammary biomarkers had not been extensively 

investigated and data on the use of suitable biomarkers is lacking. We chose CD49f, CD24, 

CD10 and EpCAM biomarkers as previous studies revealed them to be capable of identifying 

the main cell types (Borena et al., 2013) in mammary gland. This study helped us to define a 

panel of biomarkers and to understand the actual origin and phenotype of BME-UV1 and 

MAC-T.  

The in vivo study consisted on taking four biopsies from five primiparous Holstein 

cows on 30 (B1), 90 (B2), 150 (B3) and 250 (B4) days of a lactation cycle. The production of 

milk was recorded continuously over a 52 weeks period. Milk samples were taken to evaluate 

protein and fat content composition as well as somatic cell counts. We isolated mammary 

cells from tissue biopsies to identify the presence of different cell types and populations 

during a lactation cycle. The characterization of cells was conducted using biomarkers 

(CD49f, CD24, CD10 and EpCAM), following mono-staining and multiple-staining 

protocols, to discriminate between cell populations by flow cytometry. 

To evaluate the accuracy of cells populations, histological and functional assays were 

performed. These studies helped us to determine for the first time the precise cellular 

phenotypes which compose the bovine mammary gland and govern the course of lactation in 

dairy cows. This discussion is based on the main findings in our in vitro and in vivo studies. In 

the following paragraphs we will discuss the use and selection of biomarkers, followed by the 
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characterization of cellular plasticity in populations throughout lactation, the utility of 

studying mammary cells by biomarkers in the lactating cow. 

1. The biomarkers CD49f, CD24, CD10 and EpCAM allow us to identify cell types and 

cell populations within the mammary gland of lactating cows 

We decided to use flow cytometry due to the fact that it is a technology that allows us 

to identify and characterize (quantitatively and qualitatively) cell populations in a refine and 

precise way (Shapiro, 2003) compared with other (qPCR, western blot etc.) laboratory tools. 

In order to know if the biomarkers were highly expressed during lactation in the mammary 

gland, we tested them in BME-UV1 and MAC-T cells in 2D and 3D supports. BME-UV1 and 

MAC-T mammary cell lines have been largely used as in vitro mammary gland models during 

lactation (Huynh et al., 1991; Zavizion et al., 1996). Working with BME-UV1 and MAC-T 

cell lines helped us to test different available cell biomarkers due to cell lines’ stability and 

easily manipulation. The 2D adherent support is commonly used in culture cells in vitro, 

however, when cells are cultured in 3D supports, mammary cells revert to in vivo spatial 

orientation and  recall natural tissue conditions (Dontu et al., 2003).  

1.1. C49f  identifies mammary epithelial cells in the bovine mammary gland  

The CD49f biomarker identifies epithelial (MEC and myoepithelial) cells in the 

mammary gland of mice, humans, cow, dog and horse. However, most of these studies 

mention that CD49f is expressed in a “normal” mammary gland and the precise CD49f cell 

expression regarding mammary gland phase remains unclear (Lambert et al., 2012 ; Raymond 

et al., 2012 ; Borena et al., 2013). Since the expression of CD49f has been studied in the 

mammary gland of heifers (Rauner and  Barash, 2012) but it has not been studied in lactating 

cows, we decided to firstly evaluate its expression in BME-UV1 and MAC-T cells under two 

different culture conditions (2D and 3D). Our results confirmed the presence of CD49f in the 

bovine mammary cells BME-UV1 and MAC-T. Its expression gave us the answer to continue 

using this biomarker in bovine mammary cells and the suitability for its use in further 

phenotyping lactating mammary gland cells. This justified the further use of CD49f in our in 

vivo study. The expression of CD49f in our in vitro study corresponded with the origin of 

BME-UV1 and MAC-T as they were obtained from the mammary gland of lactating cows 

(Zavizion et al., 1996). 



Discussion générale 
 

112 

 

Additionally, expression of biomarker CD49f was relatively high (~99%) compared to 

the other biomarkers in the mono-staining analysis of the lactating mammary gland in our in 

vivo study. Our combined in vitro and in vivo results confirmed the role of CD49f as a 

biomarker that identifies mammary epithelial cells during the lactation cycle. Our in vitro 

results are supported by the high proportion of CD49f cells (~99%) previously found in the 

mammary glands of lactating mares (Spaas et al., 2012).  

We observed that the expression of CD49f was differing when BME-UV1 and MAC-

T cells were cultured in 3D Matrigel and ULA supports. The higher expression of CD49f and 

its performance in 3D supports showed us that BME-UV1 cells have a luminal phenotype. 

This corresponds with mammary cells’ capacity to form sphere-like (mammospheres) 

structures when cultured in 3D supports (Barcellos-Hoff et al., 1989 ;  Dontu et al., 2003 ; 

Riley et al., 2010).  

There are some studies related to differentiation patterns and the mammosphere 

capacity in mammary cells (Kleinman and Martin, 2005). There is a reason to believe that a 

cellular population was “activated” when BME-UV1 was cultured in Matrigel in our in vitro 

study. This population could be represented by stem/progenitor cells in BME-UV1 3D 

Matrigel due to the higher size increment of mammospheres during culture (Vaillant et al., 

2011 ; Dong et al., 2013). 

 

1.2. CD10 identifies myoepithelial cells in the bovine mammary gland  
 

We also studied the CD10 biomarker since it has been used as a marker of 

myoepithelial cells in the mammary gland of heifers (Safayi et al., 2012). We found a higher 

expression in BME-UV1 cells in 2D and 3D (ULA and Matrigel) supports compared to 

MAC-T. Our results agree with those of Bachelar-Cascales et al. (2010), where the ability to 

form spheres and renewing capability in MECs were related to CD10+ expression. 

Furthermore, the expression of CD10 in our in vitro study is in line with the higher expression 

of ALDH in BME-UV1 cells and with the presence of stem/progenitor cells (Bachelard-

Cascales et al., 2010). Therefore, for a better interpretation, the analysis of CD10 was used in 

conjugation with other biomarker (CD49f and CD24) since CD10 can be also implicated 

during epithelial-mesenchymal morphogenesis (Maguer-Satta et al., 2011). Therefore and as 

reported in literature, in our in vivo experiment the expression of CD10 in the mammary gland 

of lactating cows served to identify myoepithelial-like cells.  
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1.3. The identification of biomarkers in stem/progenitor cells in the mammary gland 
bovine  

We have decided to evaluate the expression of the enzyme ALDH which has been 

previously used to identify stem cells from luminal progenitor cells in the human mammary 

gland (Eirew et al., 2012). For this reason, we have focused our research on studying in vitro 

MAC-T and BME-UV1 stem/progenitor capabilities. We found higher ALDH expression 

along with sphere formation in the BME-UV1 than in the MAC-T cells, which it allowed us 

to establish a closer luminal committed profile and renewing capabilities between the enzyme 

ALDH and the BME-UV1 cells. It agrees with previous research where it was observed an 

elevated ALDH activity in primitive stem-like luminal epithelial cell fractions from human 

breast tissue (Eirew et al. 2012). Our results for BME-UV1 cells are in line with studies 

carried out by Cravero et al. (2015) as they identified the presence of stem-like cell 

populations in the adult cow by the expression of ALDH+ in the mammary gland. Results 

from our in vivo study also confirm in vitro results as the presence of stem and progenitor 

cells in adult lactating cows were evident. 

In addition to ALDH, we have also evaluated the expression of CD24 by taking into 

consideration previous work to identify stem or progenitor cells based on their repopulating 

capacity in fat pad transplants from the mammary gland of virgin mice (Sleeman et al., 2006). 

The results from our in vivo study agree with their findings, we have observed expression of 

CD24+ in stem/progenitor cells of the lactating mammary gland. Due to it has been 

demonstrated that the multiple staining quantitative method allows determining cell’s 

hierarchy populations in a more defining way (Stingl et al., 2006), the use of CD24 would 

describe better the population of interest when use combined with other biomarkers like 

CD49f (Rauner and Barash, 2012). 

1.4. The immortal BME-UV1 and MAC-T cells possess a different epithelial phenotype 

In relation to the expression of CD24 in our in vitro study, BME-UV1 and MAC-T 

cells scarcely showed an expression of CD24 when cultured in 2D and 3D supports. The 

BME-UV1 cells showed higher CD24 expression in adherent supports while the MAC-T cells 

showed higher expression in Matrigel supports. However, this could be due to the BME-UV1 

and MAC-T cells were experiencing some post-immortal modifications during their 

establishment. It is possible that the MAC-T cells lose their phenotype and undergo the 

epithelial mesenchymal transition (EMT). It has been previously observed in immortalized 

hepatic cells. Takenouchi et al. (2010) found that immortal hepatic cells were able to change 
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their phenotype from epithelial cell to mesenchymal cells due to the influence of cell’s 

medium composition. The hypothesis that the MAC-T cells underwent the EMT in our study 

was confirmed by higher fibronectin expression in ULA supports after 6 days of culture. The 

EMT in the MAC-T cells is further supported in other studies by the expression of vimentin, a 

typical marker during this process (Ontsouka et al., 2016). During the EMT process, 

disassembly of polarity and reorganization of epithelial components such as integrins and 

cytokeratin shifts occurs (Vincent-Salomon and Thiery, 2003 ; Manninen, 2015).  

Mammary epithelial cells lose their cell-cell adhesion and CDH-1 expression when 

they experience the EMT and metastasis (Onder et al., 2008). In contrast, our results showed 

that the MAC-T cells formed a conglomerate of cells and continued expressing CDH-1 in 3D 

ULA supports. The expression of CDH-1 in MAC-T ULA supports could be explained by the 

fact that the MAC-T cells do not have the capacity to form tumor nodules when injected into 

mouse tissue (Huynh et al., 1991). However, the high expression of fibronectin in 3D ULA 

supports corroborates the hypothesis that the MAC-T cells might be passing by the EMT 

program.  

As mentioned in chapter 3 of this thesis, in the section related to bibliography 

synthesis (cf. chapitre 3,2.1.1) , the MAC-T cells are able to react at hormonal presence 

depending on in vitro culture medium. The MAC-T cells have been treated with prolactin 

hormone to observe their MEC performance (Huynh et al., 1991). Evidently, the MAC-T cells 

behave as the MEC cells when hormones are added into the medium (prolactin, progesterone 

or either growth hormone). It explains the lactating profile of the MAC-T cells in other 

studies (Zhou et al., 2008 ; Hosseini et al., 2013 ; Johnson et al., 2013). Furthermore, 

immortalized cells have the ability to differentiate and dedifferentiate (change their cell type) 

from the mesenchymal to the epithelial phenotype depending on culture’s medium additives 

(Takenouchi et al., 2010). In order to accomplish our primary research purposes, we have 

decided to use a medium without adding hormones to study the MAC-T and the BME-UV1 

cells in a more “neutral” medium to approach their remaining “original” phenotype when 

established.  

The expression of EpCAM was found also in both BME-UV1 and MAC-T cells in our 

in vitro study. Our results are supported by the expression of EpCAM in luminal cells and the 

slight staining of myoepithelial cells in lactating goats (Prpar et al., 2012). We have found that 

the transcription factor STAT5 was absent in the MAC-T cells, whereas it was expressed in 

2D and 3D cultures of the BME-UV1 cells. In addition, we have observed higher expression 
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of STAT5 in the BME-UV1 compared with the MAC-T cells using Matrigel. It provided 

evidence of its similarities to luminal MECs. These findings agree with the necessity of 

STAT5 presence for the differentiation and function of luminal cell lineage. In contrast, the 

absence of STAT5 in the MAC-T cells coincides with the failure of alveolar luminal 

progenitor cells development in the mouse mammary gland (Yamaji et al., 2013).  

In our in vitro study, the lack of STAT5 in the MAC-T cells and of CK19 in 2D and 

3D is an evidence of its non-luminal phenotype. The ductal-origin of the MAC-T cells was 

supported by the expression of CD49f (Villadsen et al., 2007). However, a recent study 

demonstrated the high expression of α-SMA marker in MAC-T (Ontsouka et al., 2016). In 

that study, the MAC-T cells were compared with mammary epithelial cells of cows which 

were in mid and late lactation. The results found by these authors are in line with our in vitro 

results which showed that the MAC-T cells might have a myoepithelial-like phenotype.  

To summarize, these results probed our biomarker’s selection and their appropriated 

utilization to phenotype the mammary gland of lactating cows. The use of biomarkers 

(CD49f, CD24, CD10 and EpCAM) in immortalized bovine BME-UV1 and MAC-T cells 

confirmed their functional presence in mammary lactating cells. In addition, the use of these 

two immortal cells showed that the BME-UV1 cells possess a closer luminal-like phenotype 

which resembles bovine MECs. On the other hand, the MAC-T cells showed a closer ductal-

like and myoepithelial cell characteristics.  

2. Cell types (stem, progenitor and mature) and mammary gland plasticity throughout 

lactation in the cow 

In our in vivo study, mammary tissue was obtained by biopsies; it allowed us to take 

samples from the mammary tissue throughout a complete lactation cycle. During our in vivo 

study, somatic cells counts (SCC) were determined in milk and the lowest and the highest 

counts were ranging from 54 to 166 x103 cell/mL. Our results correspond with normal SCC 

from lactating cows where less than 200x103 cells/mL are considered as typical values from 

uninfected animals, while milk samples from cows with SCC greater than 400x103 are 

considered under mastitis infection (Akers, 2002). The measurements of milk fat and protein 

rate composition were under classical variations and were not affected by biopsy sampling 

since milk yield recovery occurred as reported in other studies and did not affect mammary 

gland after the procedure (Farr et al., 1996). Given that the mammary gland of the cow is a 

large organ, samples were taken from an area which is rich in secretory tissue and contains 
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alveolar tissue in the right and left quarter sides (Farr et al., 1996). In spite of the fact that our 

study represents a proportion of tissue collected from the whole mammary gland; however, 

our cell populations at different stages during the lactation are representatives of a cycle and 

corresponded with the typical populations found in lactating cows. 

 

2.1. Cell types (stem, progenitor and mature cells) during lactation in the cow  

2.1.1. Stem and bi-potent cells are mammary gland cells reserve 

The expression of CD49f+/CD24+ cells populations and their performance during 

lactation made us to hypothesize about the fact that they might belong to stem-like cells in the 

mammary gland. Even if this cellular proportion did not evolve significantly during a 

lactation cycle the percentage of these stem like cells (CD49f+/CD24+) increment in B2 and it 

made us to think that the mammary gland growth continues slowly and that is possible due to 

the fact that a stem-like population is repopulating (Capuco et al., 1997 ; Capuco et al., 2001). 

Some studies have shown that stem cells are slow-cycling in the adult mammary gland and 

that their division capacity is under the influence of their environment. Although the presence 

of stem cells is slightly low, it has been demonstrated in other study that a single stem cell has 

the capacity to repopulate an important area of tissue in the mammary gland and generate 

many daughters (Stingl et al., 2006). 

In spite that it was thought that myoepithelial and luminal progenitor cells came from 

the same common progenitor cell (Visvader and Lindeman, 2006 ; Asselin-Labat et al., 2008), 

previous reports using cell biomarkers have shown that luminal cells and myoepithelial cells 

come from a different ancestor. Today we know that stem cells divide and give rise to distinct 

luminal and basal (myoepithelial) progenitor cells. Within the luminal lineage, a luminal bi-

potent progenitor cell can give origin to two luminal cells: a lumino-alveolar cell and a 

lumino-ductal progenitor cell (Visvader and Stingl, 2014). In our in vivo study the expression 

of CD49f+/CD24- populations corresponded to the bi-potent progenitor cells, as previously 

was reported in literature (Rauner and Barash, 2012). 

Capuco et al. (2001) has reported that the percentage of new cells usually represent the 

50% of the cells which were originally present and the proliferation rate is considered to reach 

at least 0.3% per day while apoptotic rate is 0.56% during lactation in the mammary cow. 

Those studies contrast the idea that even if mammary gland lose some cells during lactation, 

the presence of bi-potent cells helps to maintain cell populations by cell renewal in the 



Discussion générale 
 

117 

 

mammary gland of cows. In addition, our results evidence that this bi-potent population 

remains higher during a complete lactation cycle. These results agree with those reported on 

the literature, where progenitor cells can survive during mammary gland evolution and those 

cells retain their restricted profile. The presence of bi-potent cells during the active life could 

derive from the same cell ancestor during different stages of development (Rodilla et al., 

2015). There is a hypothesis which establishes that cells involved in mammary gland’s 

development remain after birth. By studying cellular progeny we would be able to validate 

our results in the lactating mammary gland. Current studies are being carried out in our 

laboratory to validate the presence of these biomarkers in the mammary gland of heifers. 

2.1.2 Luminal progenitor cells in the bovine lactating mammary gland  

Our results might propose that the lumino-alveolar progenitor cells expressed CD24-

/EpCAM+ while the lumino-ductal progenitor cells expressed CD49-/EpCAM+. The 

expression of biomarker EpCAM+ was in agreement with the identification of progenitor 

populations in luminal cells (Ghebeh et al., 2013). We have found that both luminal (alveolar 

and ductal) progenitor cells had a lower expression in early lactation. The low expression of 

this luminal progenitor cells suggest that changes in cellular population would be related with 

cell quiescence.  

Although no statistically significant differences were found, both lumino-ductal and 

lumino-alveolar cells showed the same tendency at this stage. The mammary gland is still 

growing up when there is a higher number of cells in the proliferation rate and this one 

exceeds cell death. Contrarily, mammary gland regresses when cell death exceeds cell 

proliferation rate (Capuco et al., 2001).  

2.1.3 Lumino-alveolar cells are responsible for milk yield during lactation  

Due to the secretory milk mature cells derive from luminal alveolar cells (Visvader et 

Lindeman, 2006), we have decided to use double-staining to precise the identity of that 

population. The identification of mature lumino-alveolar cells was based on the expression of 

CD49f+/EpCAM-. Our results are in line with other previous studies where the loss of the 

expression in EpCAM was attributed to luminal mature/differentiated cells (Stingl et al., 

2001). Additionally, our mammary gland hematoxylin-eosin histological study shows the 

presence of active mature luminal cells; and it is supported by the increment in alveoli 

physical size in B2 as well as milk yield. 
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Our results show that CK19 was expressed in the mammary gland during lactation. 

According to Ontsouka et al. (2016), CK19 is a marker of lactating luminal cell populations. 

It has been suggested that CK19 could be also used as a marker of progenitor cells 

(Gudjonsson et al., 2002b) and it has been highly expressed in differentiating ducts from the 

mammary tissue of sheeps. However, its expression during lactation probably differs and it is 

not homogeneous (Colitti, 2011). In our study, CK19 was analyzed and was present 

throughout the lactation cycle. However, in order to know which specific mammary cell 

express CK19 in the lactating bovine mammary gland more research needs to be conducted. 

2.1.4 Lumino-ductal role in mammary gland branching  

The mature lumino-ductal cells in our study were identified by the expression of 

CD49f-/EpCAM-. We have observed that the decline of milk yield correspond with a 

significant increment in the proportion (%) of these mature lumino-ductal cells (CD49f-

/EpCAM- ). It seems that these mature lumino-ductal cells do not synthetize milk (Shehata et 

al., 2012). 

2.1.5 Myoepithelial cells interact with luminal cells in the bovine lactating mammary 

gland  

In the mammary gland, myoepithelial cells contract to allow expulsion of milk from 

the alveoli. The expression of CD24 has been observed in the myoepithelial cells of the 

murine mammary gland during lactation (Visvader and Stingl, 2014). Taking into account 

these statements, we have decided to test its combination with the already mentioned CD10 

biomarker present in the myoepithelial cells of the bovine mammary gland (Safayi et al., 

2012). In our in vivo study we have observed that CD10-/ CD24+ allows the identification of 

myoepithelial progenitor cells. Our results showed no significant differences in the 

myoepithelial progenitor cells during lactation. However, we observed that during early 

lactation (B1) both progenitor and mature myoepithelial cells were diminished and in B2 their 

expression was increased. With respect to B3 and B4, both progenitor and mature 

myoepithelial cells were alike but decreased in comparison with B2. 

Mature myoepithelial cells were higher in B2 and it might be explained by the 

influence of luminal cells on that as it has been suggested by Gudjonsson et al. (2005). 

Therefore, we could imply that the higher myoepithelial cell population in B2 was present 

after lumino-alveolar cell proportion were increased in B1, it could help mature lumino-

alveolar cells to eject milk. The interaction between epithelial and myoepithelial cells is 
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closely regulated (Zavizion et al., 1992). Myoepithelial cells have the capacity to recognize 

epithelial cells and move them in vitro and organize them in well-defined colonies. Thus, it is 

possible that a higher mature myoepithelial cell population would be present at B2 after a 

higher proportion of mature lumino-alveolar cells were already differentiated to aid milk 

removal. If so, then the mature myoepithelial cells expression would be declined. 

The relationship between luminal and myoepithelial cells was validated by our in situ 

localization. In this case, CD49f represented luminal cells and α-SMA myoepithelial cells. 

Moreover, the presence of myoepithelial cells during lactation is important because they also 

participate in the polarization of luminal cells (Gudjonsson et al. 2002). This polarization 

allows luminal cell function during lactation. In addition, myoepithelial cells contribute to the 

preservation of the suitable environment in the mammary gland by synthesizing laminin 1 

which helps facilitate crosstalk between luminal cells. 

In summary, before our in vivo study, one limitation was the lack of previous data on 

hierarchy cell populations of the bovine lactating mammary gland. Our in vivo study results 

helped us to propose for the first time a mammary epithelial cell hierarchy hypothetic model 

during lactation (Figure 20).  

Figure  20 Proposed cell hierarchisation schema in the mammary gland of dairy cows througout 
lactation. 
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2.2. Cell types in and mammary gland plasticity throughout lactation in the cow  

Mammary tissue modifications during a lactation cycle have been mainly studied at 

early lactation, mid-lactation, mid-late lactation and the declining of MY (Knight and Peaker, 

1984). In our in vivo study, we have decided to phenotype cell populations at 30 (B1), 90 

(B2), 150 (B3) and 250 (B4) days of a lactation cycle. 

Lactation stage: early lactation  

In the 30-days (B1), close to early lactation we have observed that cell populations of 

bi-potent cells (CD49f+/CD24-) had a significant evolution throughout lactation (Figure 21). 

At the beginning of lactation, we have found the highest bi-potent population compared with 

other stages. This might correspond with mammary gland state, since close to the beginning 

of lactation the mammary cell proliferation increases (Stefanon et al., 2002). Although we 

have not measured cell proliferation rate, our results suggest that the differences on cell 

proportions during lactation might be due to cell proliferation and cell death allowing 

mammary cells renewal or turnover (Capuco et al., 2001). During early lactation hormonal 

influences of prolactin and progesterone induce the commitment of luminal progenitor cells 

into active and secretory MECs (Lee et al., 2012).  

The presence of mature lumino-alveolar cells (CD49f+/EpCAM-) agrees with literature 

in the highest number of lumino-alveolar cells found in B1 (Capuco et al., 2001). It seems that 

cell epithelial populations are trying to be prepared for the coming lactation peak and milk 

synthesis during the early lactation stage. Moreover, during this stage, cellular protein 

synthesis and growth rate are higher before the 90 day of lactation (Capuco et al., 2001). 

Mature lumino-ductal cells (CD49f-EpCAM-) were then increased at this lactation stage 

(Figure 21). At the beginning of lactation, ductal cells might be related with alveoli physical 

organization and it could explain its lower amount as it has been observed in the mammary 

gland of mouse (Villadsen et al 2007).  

Lactation stage : mid-lactation 

Our results showed a slightly decrease in the bi-potent luminal progenitor cells at 90-

days (38.2 to 35.9%) (Figure 21). This could be attributed to the decline in milk yield during 

lactation and the decrease in cell number (Knight and Peaker, 1984).  

Mature lumino-alveolar cells began to decrease in our study. It agrees with the results 

of Knight and Peaker (1984), which measured cell decline number and cellular activity during 
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late lactation in goats. The proportion of mature lumino-alveolar cells in our in vivo study had 

a significant correlation with milk yield. It is due to the fact that a large number of active cells 

are necessary to produce milk (milk yield/per cell) at this moment (Boutinaud et al., 2004).  

Mature lumino-ductal cells slightly diminished from 55% in B1 to 53.3% in B2, this 

might be probably explained by the proliferation balance and cell division process (Holland 

and Holland 2005). At the beginning of lactation MEC cell proliferation is increased to 

provide and maintain cells populations then throughout lactation, then cell number began to 

decrease.  

Lactation stage : mid-late lactation 

We could observe that bi-potent population cells were decreased from B2 to B3 (35% 

to 31%). Cellular quiescence refers to a resting cell state under certain circumstances, which 

allow cells to prepare themselves and to preserve their replication capacity to continue 

mitosis. Our results in the low progenitor population could be related with other reports where 

cells are supposed to rest under the G0 phase and return to cell cycle under hormonal and 

external factors exposure (Harmes and DiRenzo, 2009). The microenvironment in the 

mammary gland regulates cell apoptosis and there is the possibility that progenitor cells have 

their own regulation to diminish or increase cell proliferation/differentiation patterns. 

Mature lumino-alveolar populations at this stage are diminishing from B2 to B3 (31% 

to 28%). Active MECs have been related with MY decreasing and have been largely studied 

in mammary gland (Capuco et al., 2001 ; Stefanon et al., 2002). At this point, extracellular 

matrix MMP influence mammary gland tissue remodeling and mammary cell apoptosis 

(Rabot et al., 2007). 

In the case of mature lumino-ductal cells, the increment in their population numbers 

after the peak of milk yield could be related to the need for reconstructing ductal trees. 

Evidence of stem-like cells has been localized in situ from dissected ducts in the adult human 

mammary gland (Villadsen et al., 2007). 

 

Lactation stage : late lactation 

Decreasing of bi-potent populations in this lactation stage (23%) compared with early 

lactation (38%) might be related with cell involution processes (Figure 21). As mentioned 

before, cell arrest by quiescence will occur. 
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of a mature lumino-alveolar population is responsible of milk synthesis in dairy cows. After a 

lactation cycle, the presence of a mature mammary ductal population cells might serve to re-

build mammary gland branching to prepare it for following lactations. Overall, our data 

together shows mammary gland heterogeneity and plasticity during lactation. Further studies 

need to be made to understand cell function and cell lineage. Complementary studies by cell 

sorting and cell in vitro cultures regarding cellular populations obtained in our in vivo study 

would provide knowledge about their functional characteristics and cell differentiation 

pathways. We are aware that since this is the first time that a cellular population in the bovine 

lactating mammary gland is proposed by the aid of cell surface markers (biomarkers), further 

analysis need to be made. Current studies are being held in our laboratory to complete and 

clarify our results. Our results provide for the first time a clear understanding of cell 

populations composition during lactation in bovines. 
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Conclusion générale 

Ce travail de thèse a utilisé des protéines de surface comme biomarqueurs de cellules 

dans les lignées cellulaires bovines MAC-T et BME-UV1. Cela nous a permis d’obtenir un 

panel de biomarqueurs pertinents pour identifier et caractériser pour la première fois 

l’évolution des populations cellulaires dans la glande mammaire bovine au cours d’un cycle 

de lactation.  

L’utilisation de biomarqueurs dans les lignées MAC-T et BME-UV1 a permis 

d’étudier pour la première fois leur phénotype. L’utilisation d’un panel de biomarqueurs 

(CD49f, CD24, CD10 et EpCAM) nous a permis d’identifier les principales populations dans 

la glande mammaire de la vache. Nos résultats montrent que les deux lignées cellulaires 

bovines MAC-T et BME-UV1 cultivées en conditions adhérentes (2D) expriment le 

biomarqueur CD49f, un marqueur des cellules épithéliales (CEM et cellules myoepithéliales). 

L’expression de biomarqueurs CD49f et d’EpCAM dans les conditions de culture en 2D et 3D 

montrent que les cellules BME-UV1 possèdent des caractéristiques de cellules de type 

luminales alvéolaires. Ces résultats ont été confirmés par l’expression des protéines 

spécifiques des CEM telles STAT5 et CK19. Par la forte expression de l’ALDH et par sa 

capacité à former des mammosphères en culture 3D, ainsi que par l’expression du 

biomarqueur CD10, la lignée cellulaire bovine BME-UV1 possède des caractéristiques de 

cellules souches/progénitrices. En ce qui concerne la lignée MAC-T, elle exprime plus 

faiblement CD49f en culture 3D et montre une incapacité à former des structures de type 

« mammosphère ». Du fait de la forte expression de CK14 et à l’absence de CK19 et STAT5, 

la cellule MAC-T révèle un phénotype différent de celui de BME-UV1. La cellule MAC-T 

exprime le biomarqueur CD49f dans les conditions en 2D, pourtant, en raison de l’expression 

de ce biomarqueur dans la lignée MAC-T dans les cultures en 3D et à l’absence de 

l’expression de quelques protéines STAT5 et CK19 nous avons observé que la lignée MAC-T 

contient dans ses populations et dans son profil des cellules de type ductale ou myoépithéliale.  

Les biomarqueurs CD49f, CD24, CD10 et EpCAM nous ayant permis de caractériser 

les lignées MAC-T et BME-UV1, ils ont été utilisés pour la suite pour le phénotypage et 

l’identification de populations de cellules épithéliales dans la glande mammaire bovine.  
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Nous avons étudié l’évolution des populations cellulaires de la glande mammaire de 

vaches primipares au cours de la lactation à 4 temps clés (30, 60, 150 et 250 jours de la 

lactation). Des biopsies ont été prélevées puis digérées pour obtenir des cellules dissociées 

que nous avons marquées puis analysées par la cytométrie en flux. Nos résultats montrent que 

les populations des cellules de la glande mammaire bovine ayant une forte expression de 

CD49f, biomarqueur des cellules épithéliales, évoluent fortement pendant la lactation. En 

début de lactation, les populations exprimant CD49f augmentent puis diminuent au cours du 

temps. Un autre de nos résultats est que les cellules lumino-alvéolaires matures que nous 

avons  identifiées par double marquage  CD49+/EpCAM-  augmentent à 30 jours de lactation 

puis diminuent jusqu’au  250ème jour de lactation. Nous avons montré une corrélation positive 

entre les populations cellulaires CD49+/EpCAM-, cellules lumino-alvéolaires, et  la 

production de lait. En outre, les cellules bi-potentes (CD49+/CD24-) ont une évolution 

significative au cours du temps. Au début de la lactation (J30) la présence des cellules bi-

potentes augmente puis elle diminue légèrement au cours du temps. Les cellules lumino-

ductales matures (CD49f-/EpCAM-) évoluent légèrement au cours de la lactation pour 

augmenter de manière significative du 30ème jour au 250ème jour de lactation. Nous pouvons 

lier cette évolution avec le rôle de ces cellules dans le renouvellement et le maintien des 

structures la glande mammaire bovine.  

Par immunohistologie nous avons localisé in situ l’expression de biomarqueurs tels 

que CD10 qui permet d’identifier les cellules myoépithéliales en bordure des acinis et 

confirmer ainsi leur expression par un double marquage en utilisant α-SMA et CD49f. Même 

si la proportion de cellules souches ne varie pas significativement au cours de la lactation, leur 

présence est évidente et reste importante pour le maintien et la régulation cellulaire dans la 

glande mammaire bovine. Nous avons aussi montré la présence des cellules progénitrices 

(luminales et ductales), cellules intermédiaires avant de devenir cellules matures 

(différenciées), avec une régulation de ces populations pendant la lactation. D’autre part, les 

coupes histologiques des biopsies ont montré la morphologie des acinis, lesquels présentent 

des tailles de lumière différentes au cours de la lactation.  

A partir de nos résultats, pour la première fois nous avons proposé un schéma 

hypothétique de hiérarchisation des populations cellulaires (souches, bi-potentes, 

progénitrices et cellules matures) de la glande mammaire de vache en lactation. 
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Nos résultats sont innovants et nouveaux et ont permis d’obtenir un panel de 

biomarqueurs pour étudier la glande mammaire de vache. De plus, nos résultats sur l’étude de 

la glande mammaire bovine en lactation apportent des connaissances pour mieux comprendre 

la plasticité mammaire et identifier les populations de cellules dans la glande mammaire 

bovine pendant une lactation. 

Il semble pertinent d’approfondir les études sur les différentes populations cellulaires 

obtenues dans cette thèse. L’utilisation d’autres outils de laboratoire, telles que le tri cellulaire 

permet de sélectionner des populations cellulaires spécifiques pour les étudier par différentes 

techniques. Il serait intéressant d’étudier les populations de cellules mammaires dans les 

cultures in vitro. Cela pourrait permettre de compléter les caractéristiques spécifiques de 

chaque phénotype cellulaire trouvé dans la glande mammaire en lactation. Les études, sur des 

cellules cultivées avec différents types de milieu, supports et conditions de culture pourront 

donner des pistes sur leur évolution et comportement dans la glande mammaire en lactation. 

En outre, d’après l’obtention des populations cellulaires par le tri cellulaire, la transplantation 

de cellules dans les coussins adipeux permettra d’étudier leur capacité et leur comportement 

dans le tissu « in vivo » par rapport à leur phénotype (cellule souches, progénitrices ou 

cellules matures). 

Les études sur l’expression génétique et les protéines spécifiques permettront de 

compléter cette étude. En ce qui concerne l’analyse de cytométrie en flux, la combinaison du 

panel de biomarqueurs obtenu dans cette étude en utilisant trois ou quatre biomarqueurs serait 

intéressante pour compléter la caractérisation de la glande mammaire bovine au cours de la 

lactation. De plus, l’analyse d’autres molécules tels que le Lgr5, miR-200c…etc permettra 

peut-être de mieux comprendre les populations composant la glande mammaire bovine. 

De plus, étudier les différentes phases de développement mammaire (avant la puberté, 

durant la puberté et la gestation) complètera notre étude et permettra de mieux comprendre la 

plasticité mammaire et l’évolution des populations cellulaires dans la glande mammaire avant 

la lactation.  

Certain points ne pouvaient pas être abordés pendant ma thèse mais il serait intéressant 

de pouvoir répondre à quelques questions: est-ce que les facteurs externes tels que le climat et 

la nutrition des vaches par rapport au type de pâturage saisonnier ont une influence ou 

modifient la composition cellulaire de la glande mammaire? Quelles différences existent entre 
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les cellules de la glande mammaire bovine par rapport aux vaches qui ont déjà suivi une 

lactation (multipares)? Quelle est la composition de la glande mammaire pendant la lactation 

par rapport aux autres types cellulaires par exemple de cellules stromales ? Est-ce que 

d’autres cellules non identifiées dans ce travail et qui peuvent se trouver dans la glande 

mammaire, ont un rôle important dans la plasticité et la composition de la glande 

mammaire dans la lactation? L’utilisation de modèles in vivo comme la transplantation des 

populations cellulaires de la glande mammaire dans le coussin graisseux permettra de 

compléter nos résultats sur la plasticité de la glande mammaire bovine au cours de la 

lactation.  
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Annexe 1 

 
Gordon Research Conference on Mammary Gland Biology 8-13 June, Lucca (Barga), Italy 

Methodological applications to determine mammary cell fate in lactating cows by cell 
phenotyping 

 
 

M. Arévalo Turrubiartea,b, M.H. Perruchota,b, V. Lollivierb,a, L. Finota,b, F. Mayeura,b, F. Dessaugea,b 
 
a INRA, UMR1348 Pegase, F-35590 Saint-Gilles, France 

b Agrocampus Ouest, UMR1348 Pegase, F-35590 Rennes, France 

 
 

Mammary gland cellular proliferation/differentiation patterns determine milk yield. The lobulo-

alveolar structures of the mammary gland are composed by the basal and luminal layers. They consist 

in mammary epithelial cells (MEC), adipocytes, fibroblasts and other cell types. Mammary plasticity 

differs through lactation due to cellular type composition, cellular fate (progenitor/stem cells), 

paracrine signals, cellular activity and tissue microenvironment. Cellular mammary gland plasticity 

needs to be evaluated to know cellular influence in milk yield; cellular surface markers help to 

phenotype cellular type. The objective of this study is to develop an accurate methodology in cell type 

determination by obtaining cells from bovine mammary gland biopsies through different lactation 

periods. Biopsies of mammary gland from Holstein cows (n=8) were obtained at different lactation 

stages. Productive parameters of milk (quality and production) were determined. Explants of 

mammary gland were prepared and cultured in collagen dishes. Enzymatic digestion 

(hyalurodinase/collagenase) and different protocols related to cellular dissociation systems by Gentle 

MACs/classic dissociation system were made to compare the total cellular monosuspension. Cellular 

pool extraction was platted under Matrigel culture conditions to determine cellular proliferation and 

differentiation potentials. Phenotype analysis by Fluorescence-Activated Cell Sorter (FACS) was 

made. Cell surface markers (CD49f, CD29, CD45, CD90, EpCAM and Sca-1) were analyzed by the 

flux cytometer. Cellular size (FSC), granularity (SSC) and cell mortality were determined. Mammary 

gland identification of cellular population depends on mammary tissue stage during lactation. To date, 

mammary gland plasticity in milk cows have not been determined through a complete lactation cycle. 

Specific and suitable markers in bovine mammary gland need to be verified. 
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