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La filiere laitiere francaise représente plus d808 000 vaches laitieres, 853 000
chévres laitieres et 1 483 000 brebis laitieresantégs dans 94 300 exploitations employant
directement 200 000 personnes (source : rappottedmmiu CNIEL 2007 et site Internet de la
« World Association for Animal Production », WAAR)a France est le deuxiéme producteur
européen de lait apres I'Allemagne. Environ 22 ianidls de litres de lait sont collectés et
livrés annuellement a plus de 700 entreprises desfiormation qui emploient 60 000
personnes. L'exportation du lait et des produiiiieles représente un excédent commercial de
2,9 millions d’Euros. La filiere laitiere constitupar conséquent un pbéle économique
important pour la France.

L’augmentation de la consommation de lait (et dexlypits laitiers) dans les pays a
forte croissance économique (Chine et Inde) etetanversion a I'échelle mondiale des
cultures d'élevage en cultures pour la producti@n kdoénergies, ont entrainé, pour la
premiere fois en 2007, une augmentation du priXaituliée a une faible pénurie (source :
rapport annuel du CNIEL 2007). Actuellement, endper, une restructuration de la filiére est
envisagée, en raison notamment d’'une probable ssgipn des quotas laitiers.

Les attentes des différents acteurs de la filiaitetes sont variées. Les producteurs
cherchent a produire a moindre codt, la paie dullait leur permettre a la fois de couvrir les
apports pour produire et de leur assurer un reveesl.transformateurs sont soucieux d’'un
approvisionnement et d’'une composition du lait leslet d’un prix le moins élevé possible.
Les consommateurs, de plus en plus conscientandpalkt de I'alimentation sur leur santé,
porteront attention & ce que le lait et les praddditiers qu'ils consomment soient
« naturellement » (source : satellite Bleu BlancuE@R 2008, Paris, 3-4 décembre) sains,
bons et bénéfiques pour leur santé. Enfin, la s&cge rend compte de son impact sur son
milieu de vie et de la nécessité de réagir en ambptes technigques plus respectueuses de
'environnement, c’est le développement durable.cBacune de ces attentes, il ressort deux
criteres qu’il semble important de comprendre efitmsar : la production laitiere et la
composition du lait.

Le lait est un produit complet constitué d’eau,gliecides, de protéines, de lipides et
de minéraux, dont les effets des composants fintaswmansformation industrielle et la santé
humaine sont de plus en plus connus. Par exenipimldtion des connaissances sur les

différents acides gras a mis en évidence dansdadei le lait et les produits laitiers des
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ruminants la présence d'un acide gras reconnu gour effet anti-cancérigéne : l'acide
ruménique (C18:zZis9, transl) ou « Conjugated Linoleic Acid » ou CLA (pour revu
(Williams, 2000). Une augmentation de la teneurcdeacide gras dans le lait diminue la
fermeté des beurres et des fromages (Jehalk 2005).

De nombreux leviers existent pour modifier la praduaté d’'un animal ou la
composition de son lait. Un premier moyen concdesefacteurs environnementaux ou les
techniques d’élevage tels que la fréquence destridlimentation ou la gestion des génisses.
Ainsi, une diminution de la fréquence de traites§zage de deux traites par jour, a une traite)
entraine une baisse de la production laitiere & amgmentation des matieres sécrétées
(matiére protéique et matiére grasse). A l'invets® augmentation de la fréquence de traite
augmente la production laitiere mais n’'a pas dtefigr la matiere (Lollivieret al, 2002).
L’alimentation a également un impact sur la proohitét et la composition du lait. En
comparaison a un ensilage de mais, I'ensilage mhedo d’herbe augmente la production
laitiere, diminue le taux butyreux (TB) et augmelatgeneur en acides gras mono et poly-
insaturés des laits (Chilliaret al, 2000; Regaet al, 2004). Les effets des supplémentations
de I'alimentation, notamment I'apport lipidique @é&plront de la nature de la supplémentation
(tournesol, lin, colza), de la dose (3, 5% de kom et de la forme d’apport (huile, graine
broyée, extrudée...). Le mode d'élevage des génipses impacter la productivité de
I'animal. En effet, en période pré pubere le tiadipeux de la glande mammaire se développe
proportionnellement au parenchyme épithélial, aim& alimentation trop riche de I'animal a
cette période peut entrainer une baisse de produtditiere en lactation puisque le tissu
adipeux se sera développé au détriment du parerecpithélial et donc du tissu sécrétoire
(Jammes & Djiane, 1988).

Le deuxieme moyen pour maitriser la productivitendanimal ou la composition de
son lait est la génétique. Parmi les trois prinepaaces bovines laitieres francaises, la
Prim’Holstein est la plus productive alors que larfdande présente les taux butyreux et
protéique (TB et TP) les plus élevés (source itltstle 'Elevage, FCL). Un bel exemple de
I'effet de la génétique sur la composition du &t celui du polymorphisme au lodOSN1S1
spécifiant la caséines; chez la chévre. Il existe pour ce gene plusielletea se répartissant
en 4 catégories selon la teneur en casgierouvée dans le lait : fort (3,6 g/l), intermédéai
(1,6 g/l), faible (0,45 g/l) ou nul (traces, Graaalleet al, 1994). Il est observé chez les
individus porteurs des alléles faibles ou nuls, baesse du TP, du TB et du rendement

fromager.
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Par ailleurs, I'émergence de la génomique, scigueetudie le génome, apporte une
meilleure connaissance des génomes des especesstido@® Le découpage par des
techniques de cartographie, du génome bovin enepitssmarqueurs, permet la détection de
nombreuses régions d’intérét ou « Quantitative tTraci » (QTL) et pose les fondements
d’'un nouveau type de sélection des animaux : kciéh génomique (Bidanet al, 2008).
L'affinement dans la connaissance du génome pepadbis de détecter les mutations
génétiques expliquant un QTL. Ainsi, les QTL affatdtla matiére grasse laitiere ont pu étre
associés a une mutation non-sens au niveau duAg&@&2 pour le QTL sur le chromosome
bovin 6 (BTA 6, Cohen-Zindeet al, 2005; Olsenret al, 2007), une double mutation au
niveau de I'exon 8 du genes DGAT1 pour le QTL duABIH (Grisartet al, 2002; Winteret
al., 2002) et une mutation dans le géne SCD pour le @TBTA 26 (Taniguchget al, 2004).

En revanche, a notre connaissance, il n'a pas rtére décrit dans la littérature
comment le déterminisme génétique (mutation cawesdle autres) se répercute au niveau du

fonctionnement des tissus mammaires.

C’est dans ce contexte que mes travaux de thesdétmité. Leurs objectifs étaient
d’identifier les génes ou réseaux de genes impdiquens la différenciation terminale des
tissus mammaires caprins et dans la variation detTd& composition en acides gras (AG) du
lait induite par la mutation K232A au loci855AT1chez le bovin. La stratégie envisagée au
début de ce travail était l'utilsation d’'une apgrecglobale en étudiant simultanément les
variations d’expression de milliers de génes dafiérents états physiologiques de la glande
mammaire.

Cette these s’articule en plusieurs parties congme pour introduire le sujet, une
synthese bibliographique décrivant : (i) la glanmdammaire et son développement ; (ii) la
composition du lait, la synthese et la sécrétiorseke constituants majeurs ; (iii) une analyse
succincte des techniques d’étude du transcript@negdécrivant de fagon plus précise la
technique des puces a ADN deux couleurs, utilisées ce travail de these. Cette premiére
partie, assez étoffée, établit les fondations duail réalisé dans cette thése. En effet, une
bonne connaissance des mécanismes de mise eneplaeefonctionnement de la glande
mammaire est la base pour identifier et mieux ¢éreser les géenes intervenant dans ces
mécanismes. La deuxieme partie détaille I'étudestaptomique de la différenciation
terminale de la glande mammaire caprine au couta destation. Finalement, la troisieme

partie analyse l'effet du polymorphisme au lo@GAT1 sur les performances laitieres, la
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composition et les caractéristiques des structamggamoléculaires du lait en liaison avec

I'activité transcriptionnelle des tissus de la glarmammaire bovine.
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|. Chapitre 1 : Synthese bibliographique

I.1. Description morphologique et anatomique de la glansl
mammaire des ruminants

Les descriptions morphologiques et anatomiques géahde mammaire présentées
dans cette partie, sont adaptées de A.W. Lishmahge«cow’s udder and milk secretion »,
Department of Animal Science University of Natal
(http://agriculture.kzntl.gov.za/portal/publicatidpoduction_guidelines/dairying_in_natal/da
iry6_1.htm 2008) ;
et P. Lacasse, cours sur la Biologie de la Lactaib@partement de Biologie, Université de
Sherbrooke,ttp://pages.usherbrooke.ca/infosbio/PSL705/Bi@fgiurse-f.htm2008).

La mamelle est une glande exocrine composée deeq(ivins) ou deux (ovins et
caprins) quartiers indépendants, située sur la Vaograle de I'animal en position inguinale.
Les quartiers de droite et de gauche de la marsefieséparés par un ligament de suspension
central composé de tissu élastique. Des branchee digament peuvent s’étendre dans les
guartiers. La mamelle est recouverte d’'une peatiglee. Elle peut s’agrandir sous l'effet de
'accumulation du lait entre deux traites ou degbéés. Dans le cas ou le ligament central est
faible, la mamelle pend trop, ce qui peut entraides difficultés pour la traite et une
exposition plus importante a de probables agentsoganes due au rapprochement des
trayons avec le sol. Chez la vache, les quartietériaurs et postérieurs sont séparés par une
fine membrane composée de tissu conjonctif. Ipessible d’observer les veines et vaisseaux
sanguins sous-cutanés qui irriguent la mamelle.

En lactation, chaque quartier contient un tissué&eéce constitué de cellules épithéliales

mammaires, des canaux galactophores, une citeriaegiende et un trayon (cf. Figure 1.1).
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Cellule épithéliale sécrétrice,
cf. Figure 1.2

Structure d'un lobule
mammaire, cf. Figure 1.3

Structure d'un lobe
mammaire, cf. Figure 1.4

Peau

Vaisseau sanguin mammaire
sous-cutané

Parenchyme épithélial

Canaux galactophores

Constriction a la jonction des
canaux

Citerne de la glande

Citerne du trayon

Canal du trayon

Coupe longitudinale d'un
trayon, cf. Figure 1.5

Figure I-1 : Schéma de la morphologie et de I'anatoie de la glande mammaire bovine en vue postérieure

(adapté de Frandson, 1986; Quinn, 1980).

Sur la partie gauche, la morphologie externe de lglande mammaire. Sur la partie droite, une coupe
longitudinale de la glande mammaire dans I'axe du itieu du trayon. Chaque zoom fait référence a un

schéma légendé dans les figures suivantes



Chapitre 1

[.1.1. L'unité de production du lait: la cellule épithé&ile
mammaire

La cellule épithéliale mammaire (CEM) est une dellsécrétrice (Figure 1.2)
constituant la plus petite unité des alvéoles (@nign En lactation, les CEM sont polarisées,
avec la face basale située du coté de la membemaebet la face luminale située du coté de
la lumiére alvéolaire. Les constituants du laittsedcrétés dans la lumiére alvéolaire par la
face luminale. Les CEM sont liées entre elles g jonctions serrées et reposent sur une
membrane basale constituée de laminine, de cokkageéde glycosaminoglycanes. Les CEM
contiennent en partie basale le noyau entouré tituhém endoplasmique granuleux (REG).
En direction de la membrane plasmique apicaleyteptasme contient I'appareil de Golgi et
les difféerentes unités de sécrétion : les gouteddipidiques et les vésicules de sécrétion. La
membrane plasmique apicale forme des microvillisufprevue, cf. Mather & Keenan,
1998a). La synthése des lipides du lait s’opéresein du réticulum endoplasmique et se
matérialise par la formation des gouttelettes iqpids entre les deux couches membranaires
du réticulum. Une fois formées, les gouttelettpdigues migrent vers la membrane apicale
selon des mécanismes non encore élucidés. Le ¢éaeissynthétisé au sein de I'appareil de
Golgi et s'accumule dans des vésicules de sécrdies protéines sont synthétisées par des
ribosomes situés a la surface du REG. Elles passsuite dans I'appareil de Golgi ou débute
le processus de maturation (phosphorylation, notamtmavant d’étre incluses dans des
vésicules de sécrétion.

La gouttelette lipidique est secrétée dans la ltende I'acinus par enroulement
progressif dans la membrane plasmique apicale (%oet B sur la Figure 1.2, revue par
Baumanet al, 2006). Lorsque la gouttelette est totalementwe@®m de membrane plasmique,
elle est expulsée dans la lumiere alvéolaire. Reniéar migration dans la CEM, certaines
gouttelettes lipidiques peuvent fusionner avec \d@Escules de sécrétion, formant ainsi, des
vacuoles. Leur excrétion se ferra conjointement eésicules de sécrétion (voie C sur la
Figure 1.2, Heid & Keenan, 2005). Par ailleurs, {&sicules de sécrétion non liées aux
globules gras, liberent leur contenu dans la luena I'acinus par exocytose, c’'est a dire
fusion membranaire (voie D sur la Figure 1.2, MatkeKeenan, 1998b). Certaines protéines
provenant du sang telles que les immunoglobulilresérum albumine, peuvent traverser la
CEM par un mécanisme de transocytose (voie E sufidare 1.2). Ces protéines sont
emmagasinées dans une vésicule de sécrétion aurdeda membrane basale puis excrétées

dans la lumiere de I'acinus par exocytose (Mathdétenan, 1998a).
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Globules gras

Micelles de caséines

Microvilli

Jonction serrée
Vésicule de sécrétion

Goulttelettes lipidiques

. ‘l
4 < /) Appareil de Golgi
= 5 7 pp g
P . . d A

Réticulum endoplasmique granuleux

Noyau

d \L Membrane plasmique

<4—— Laminarara

=% |Lamina densa Membrane basale
Lamina reticularis

Cellule myoépithéliale

l ~2,5um |

Figure I-2 : Schéma d’une cellule épithéliale mammiee sécrétrice et de sa membrane basale

Les voies de sécrétion des gouttelettes lipidiquéa et B), la voie de sécrétion conjointe des goutégtes
lipidiques et du contenu des vésicules de sécrétig@), la voie de sécrétion du contenu des vésiculds
sécrétion (D), et le mécanisme de transocytose (§)nt représentés ici (adapté de (Baumaat al, 2006;
Mather & Keenan, 1998b; Mather & Keenan, 1998a)

[.1.2. Le tissu sécrétoire

Les cellules épithéliales mammaires sont regroupage elles pour former l'unité de
production du lait : I'alvéole. C’est une structurécroscopique de forme presque sphérique
dont la surface interne est tapissée d'un alignéntiuine couche unique de cellules
epithéliales sécrétrices (Figure 1.3) et dont late la lumiére alvéolaire, est gorgé de lait
pendant la lactation. Chaque alvéole est entouréetlales myoépithéliales aidant a leur

contraction pour I'éjection du lait vers les cangaactophores. Des vaisseaux sanguins sont
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€galement en contact avec les alvéoles, permediasi I'approvisionnement des cellules

épithéliales mammaires en nutriments et oxygéteuetrégulation par des hormones.

Cellules myoépithéliales

Membrane basale

Cellules épithéliales alvéolaires

(couche simple) Alvéole

Lumiéere alvéolaire

Canal galactophore terminal
(épithélium simple couche)

Canal galactophore intra-lobulaire
(épithélium double couche)

Capillaires sanguins
(artérioles et veinules)

~ 100 jim S—
T

Figure 1-3 : Structure schématique d’'un lobule mamnaire (adapté de Larson, 1985; Whittemore, 1980)

Un groupe d’alvéoles noyés dans des faisceaux wotii® forme un lobule. Ces
lobules sont regroupés en lobes (Figure 1.4), $&ppar du tissu conjonctif. La mamelle est
ainsi formée d'un ensemble de lobes glandulairemectés par les canaux galactophores,
constituant ainsi le parenchyme épithélial, et desut conjonctif fibreux et élastique

composant pour partie le stroma.
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Lobule

Alvéoles

Canal galactophore inter-lobulaire

Canal galctophore inter-lobaire

/

Figure 1-4 : Structure schématique d’'un lobe mammaie (adapté de Quinn, 1980)

[.1.3. Les canaux galactophores

Les petits canaux galactophores qui drainent chatyésle se rejoignent pour former
des canaux tertiaires. Ces derniers se rassemdatecanaux secondaires puis primaires qui
aboutissent a la citerne de la glande. Ce systénwaughux a pour fonction de collecter le lait
produit par I'épithélium sécrétoire, de conservee yartie de ce lait entre les traites et de
transporter le lait jusqu’a la citerne de la glanélehaque embranchement entre les canaux, il
y a une constriction qui permet de retenir le jlasigu’a ce que I'animal soit stimulé pour la
sécrétion. Les canaux galactophores sont bordésmpapithélium a deux assises de cellules
cylindriques (Figure 1.3), mais dans les canaux pass fins tels que ceux conduisant
directement aux alvéoles, il n’existe qu’une sadsise de cellules épithéliales. Des cellules
myoépithéliales entourent I'épithélium des canatxdes alvéoles et se contractent sous
I'action de I'ocytocine, lors de I'éjection du lait
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I.1.4. La citerne de la glande

Il existe une citerne de la glande par quartier maire. La citerne de la glande
mammaire (Figure 1.1) correspond a de larges (iitaits des canaux galactophores en sinus et
en poches. Cette structure est particulieremere obez la chevre et la brebis. Chez la vache,
le volume de la citerne est de 400 a 500 ml. An gdine méme espece, le volume de la
citerne varie d’'une race a l'autre, entrainantagmcités variables de stockage du lait et donc
des temps différents entre les traites.

[.1.5. Les trayons

A la base de la citerne de la glande se trouvealoh qui est le bout du pis, ou
guartier mammaire, par lequel le lait est éjecgtrayon représente le premier contact ouvert
entre le milieu extérieur et l'intérieur de la gl il constitue ainsi la premiere protection de
la glande face aux agents pathogéenes.

Le trayon est séparé de la citerne de la glandedpar plis annulaires de tissu
constituant une barriére contre une invasion paratgents pathogenes. Le lait passe de la
citerne de la glande dans une petite cavité dwitragppelée citerne du trayon. Cette petite
citerne emmagasine le lait drainé a partir dedadg. Elle peut contenir de 15 a 40 ml de lait,
selon la taille du trayon. Le lait est ensuite ésade la glande par un canal de 8 a 12 mm de
long (Figure 1.5). Ce canal est fermé entre deaids par un muscle circulaire lisse appelé
sphincter situé a son extrémité extérieure. Cengpdni sert a la fois a garder le lait dans la
glande, mais aussi a protéger celle-ci d’'une imragiactérienne. Les caractéristiques du
sphincter et du canal sont importantes pour ldégres productifs de I'animal. En effet, si le
canal est petit ou si le sphincter ne se relackémn, I'animal est difficile a traire et le temps
de traite est plus long. En revanche, si le castalagge et le sphincter trop lache, le lait sera
évacué de la glande entre les traites et la glaesiera ouverte au milieu extérieur. Les
trayons contiennent de nombreux vaisseaux sanguetsdes petites valves qui maintiennent
la circulation sanguine lorsque le trayon est makke mauvais massage pendant la traite

entraine une rétention du sang dans le trayonpdeeuise pour I'animal.
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Citerne de la glande

Plis annulaires

Citerne du trayon

Rosette de Firstenberg

Canal du trayon

Sphincter du trayon

Figure 1-5 : Coupe longitudinale schématique d’'un tayon de glande mammaire bovine (adapté de
Frandson, 1986; Quinn, 1980)

D’un point de vue histologique, le canal du trayst tapissé d’'un épithélium stratifié
squameux qui forme 4 a 8 replis longitudinaux. Adaction entre le canal et la citerne du
trayon, ces plis s'élargissent pour former la resete Firstenberg. Les cellules de cette
structure produisent de la kératine pour formefilam protecteur contenant des acides gras a
longue chaine ayant des effets bactériostatiques. replis de cette structure renferment
€galement une concentration importante de lymplescyRainard & Poutrel, 1993). La
rosette de Furstenberg constitue ainsi une prenpigrection de la glande mammaire. La
paroi du trayon est riche en fibres musculaireseBs en fibres de collagéne, en terminaisons

nerveuses et en vaisseaux sanguins.
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[.1.6. Les mécanismes d’évacuation du lait

Le lait est synthétisé dans les cellules épithediahammaires tapissant les alvéoles a
partir des nutriments apportés par les vaisseaogusas qui viennent a leur contact. Le lait
synthétisé est secrété dans la lumiere alvéolkiexiste deux mécanismes d’évacuation du
lait, le premier est I'’écoulement du lait par caotron de muscles lisses, le deuxieme
correspond a un réflexe d’éjection.

Le premier mécanisme d'évacuation du lait est Udement de celui-ci apres
ouverture du sphincter sous l'effet de la pressiorirayon en début de traite. Ce mécanisme
débute 5 a 10 secondes apres la stimulation dartrdlyimplique la contraction des muscles
lisses entourant les canaux, ce qui provoque ligatdan du lait qu’ils contiennent. Cette
phase d’écoulement permet I'évacuation de 40 a B %4it produit.

Le second mécanisme est le réflexe d’éjection dullars des premieres stimulations
du trayon ou de I'animal (odeur, vision, ouie), dapulsions nerveuses vont du trayon (ou de
tout autre organe sensoriel) jusqu’au cerveau igerd alors dans le sang une hormone du
complexe hypothalamo-hypophysaire : I'ocytocine.tt€ehormone agit sur les cellules
myoépithéliales entourant les alvéoles en provogieam contraction. Sous la contraction des
cellules myoépithéliales, les alvéoles sont pressé&rainant I'éjection du lait contenu dans la
lumiéere des acini vers les canaux terminaux pgiséaux intra lobulaires, inter lobulaires et
inter lobaires ou il atteint la citerne de la glammulis celle du trayon. Le réflexe d’éjection du
lait a lieu habituellement 20 a 30 secondes aédimulation initiale et termine environ 6

minutes apres (Labussiére, 1993).

I.2. Développement et différenciation de la glande mamaire des

ruminants

1.2.1. Descriptions morphologiques du développement dglénde

mammaire des ruminants

Les différentes étapes caractérisant I'acquisiti@s structures et fonctions de la
glande mammaire sont la mammogenese, la lactogehé&sgalactopoiese.

La mammogenése est I'étape correspondant a lasarme de la glande mammaire.
Elle est caractérisée par le développement desugateur ramification et I'apparition et le
développement du tissu lobulo-alvéolaire. Ce praues’étend de la vie embryonnaire a la

premiere mise bas de l'individu. Il est discontacours de la vie d’une femelle.
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La lactogenese est I'étape de différenciation taher permettant I'acquisition d’'une
activité de synthese et de sécrétion des cellydikédiales, responsables de la production de
lait. Cette étape se situe juste avant la parburiti

La galactopoiése est la phase de sécrétion laot@elalmise en place intervient a la
parturition. Elle est entretenue par le tirage alti (soit la traite, soit la tétée). La production
décline toutefois au cours du temps et un arréladé&aite ou le sevrage entraine une
régression du tissu lobulo-alvéolaire, appeléelimian (revue par Jammes & Djiane, 1988).

Contrairement aux rongeurs dont I'épithélium mamemae développe au contact d’'un
tissu adipeux (coussin adipeux mammaire, ou « MamyriRat Pad », MFP), I'épithélium
mammaire des humains et des ruminants se dévebppentact d'un stroma plus fibreux

essentiellement constitué de collagene et de fiastds (Hoveet al, 2002; Sheffield, 1988).

[.2.1.1. Développement de la glande mammaire durant la
vie feetale

Chez le bovin, des le §“2ejour de vie foetale, des rudiments de quatre sirest
mammaires sont visibles sur la face ventrale denbigon, sous la forme d'un petit
épaississement (cf. Figure 1.6). Entre I€™2t le 86™ jour de vie foetale, la prolifération
cellulaire donne naissance a un cordon de celappeglé canal primaire. Ce canal s’arborise
rapidement en canaux secondaires qui seront lassfaanaux lobulaires. La différenciation
sexuelle s’effectue au stade du bourgeon mammetee( 50 et 80 jours de vie fcetale), chez
les males une décharge de testostérone produitdepatesticules foetaux provoque une
dégénérescence des cellules des canaux isolamutgdmn mammaire et inhibant ainsi la
formation ultérieure du mamelon (Jammes & Djiar@88). Au 86™¢jour de vie foetale, les
vaisseaux sanguins et les tissus conjonctifs geadiconstituant le stroma se forment a partir
du mésoderme (Hennighausen & Robinson, 2001; Hetegl, 2002; Jammes & Djiane,
1988). Entre le 80" et le 116™ jour de vie fcetale, la partie distale du canaipiie se
creuse en lumiere, formant I'ébauche de la citer@es développements concernent
principalement le parenchyme épithélial qui déded’ectoderme.

Le mécanisme de développement de la glande mammairgade foetal chez les
ovins est semblable aux mécanismes décrits ci-def®vue Hoveyet al, 2002). En
revanche, il y a peu (voire pas) de données dditslature, chez les caprins.
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Figure 1-6 : Développement de la glande mammaire lvine pendant la vie foetale (Jammes & Djiane, 1988)

A la naissance, le mamelon est constitué d'un traf@mé d’'un canal et d'un

sphincter, d’'une citerne d'ou partent des canaumares, qui se ramifient en canaux
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secondaires. Les canaux secondaires se terminentlgpanodestes lobules ramifiés et

positionnés a proximité du stroma (revue de Haoategl, 2002).

[.2.1.2. Développement de la glande mammaire entre la
naissance et la puberté

Aprés la naissance, le parenchyme mammaire denlasgécroit de facon isométrique,
c’est-a-dire dans les mémes proportions, avecste @u corps. Trois mois environ apres la
naissance, commence, chez les ruminants, la pén@dpubere marquée par une croissance
allométrique positive de la glande mammaire, ciedire que la glande croit plus vite que le
reste du corps. Cette croissance se prolonge jaiggs I'apparition des cycles sexuels chez
la génisse, c’est-a-dire jusqu’a I'age de 9 mois.

La phase de croissance pré-pubertale est car@&etédsez les ruminants par la
prolifération des lobules terminaux, sans localigaprécise de sites de croissance. A priori
les lieux de division cellulaire, mitose, se siaient a la périphérie du parenchyme (Hoeey
al., 2002). Pendant la croissance allométrique, l&f@ration du tissu adipeux est conjointe a
la croissance rapide des canaux lobulaires (Figuhe L’'alimentation de la génisse est
surveillée a cette période car une croissancerapige de la glande mammaire est associée a
une diminution de la productivité laitiere en ldicia, due a un développement trop important
du tissu adipeux, au détriment du parenchyme dgthgevues d’Ellis, 1998; Jammes &
Djiane, 1988).

Apres la phase de croissance allométrique, la marest a nouveau dans une phase

de croissance isométrique (Sinha & Tucker, 1969).

Canmaux lobulaires Systame
lobulo - alveolaire

Tissu adipeux

Gitesrne

Trayon

Juste avant la puberté Aprés la puberie Au cours de la gestation

Figure I-7 : Mise en place des canaux lobulaires elu systéme lobulo-alvéolaire (Jammes & Djiane, 183
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1.2.1.3. Développement de la puberté a la gestation, les
cycles sexuels

La puberté, chez les ruminants, débute au momeraggarition des cycles oestraux,
entre 6 et 9 mois aprés la naissance chez la géftiksveyet al, 2002). A partir de ce
moment, la glande mammaire est de nouveau danghmee de croissance isométrique,
marquée par des phases de développement/diffétiencie I'épithélium sous I'action des
hormones stéroidiennes, en rapport avec les cyelagels.

Pendant la phase folliculaire du cycle sexuel, ibydéveloppement des canaux
mammaires sous l'action des oestrogénes. Pendahike lutéale, il y a développement des
structures lobulo-alvéolaires sous I'action combidés estrogenes et de la progestérone, bien
gue le développement lobulo-alvéolaire total neréaise qu’en gestation (Hovest al,
2000). La croissance mammaire est minime avantdeigre gestation, puisqu’elle n’exige
pas la préparation finale du tissu pour la producte lait (P. Lacasse, cours sur la Biologie
de la Lactation, Département de Biologie, Univérsitde Sherbrooke,
http://pages.usherbrooke.ca/infosbio/PSL705/Bid@amurse-f.htm2008).

[.2.1.4. Développement et différenciation de la glande
mammaire pendant la gestation

Il'y a tres peu de descriptions récentes dansttixrdture du développement de la
glande mammaire pendant la gestation chez les antsn

En revanche, les mécanismes de développement diffdeenciation de la glande
mammaire chez la souris sont bien décrits et serdgasent en trois étapes principales. Le
premier mécanisme consiste en un développementahesix pendant le premier tiers de la
période de gestation. Ce mécanisme est suivi dela@yement des bourgeons terminaux
pour former les structures alvéolaires. Enfin,déanitre moitié du temps de gestation consiste
en un développement de ces structures par prdidgaraellulaire et une différenciation des
cellules alvéolaires en cellules épithéliales géices (Hennighausen & Robinson, 1998;
Pitelkaet al, 1973).

Chez les ruminants, il est connu qu'aprés la pebde parenchyme épithélial est
constitué de canaux primaires qui se ramifientamaax secondaires, puis tertiaires et en de
nombreux lobules. (Akerst al, 2000) comparent visuellement les tissus mammaless
rongeurs et des ruminants. lls rapprochent la streau tissu mammaire des rongeurs a celle

d'un arbre et celle des ruminants a celle d’'un cheur. Le tissu mammaire des ruminants
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n'a pas de structures en bourgeons terminaux coomee les rongeurs (Ellis, 1998). De par
les différences morphologiques entre les rongetiieseruminants aprés la puberté, il est
supposé que les mécanismes morphologiques de ggeehent sont différents entre ces deux
groupes.

Chez la génisse en premiere gestation, une étud&wdeioppement morphologique
(Swanson & Poffenbarger, 1979) décrit le dévelopgrandu tissu mammaire, comme un
envahissement progressif de tout 'espace mammait@osé de stroma et de tissu adipeux
(cf. Figure 1.8). Ces auteurs observent, qu'en té&mi gestation, la structure épithéliale
croissante est constituée de nombreux tubules upgsocomportant une double couche de
cellules épithéliales. A environ 5 mois de gestat{eoit un peu plus de la moitié de la
gestation) chez la vache, le tissu montre a la dai€pithélium avec une double couche de
cellules, représentant les canaux, et un épithétianstitué d’'une unique couche de cellules
épithéliales, évoquant les alvéoles puisque caststes contiennent du mateériel sécrétoire. A
6-7 mois de gestation, le nombre et la taille desades augmentent. Leur contenu est
composé de globules gras ainsi que d’'un matérighsse étre des protéines. A 8 mois de
gestation, les alvéoles se sont élargies et samlies de sécrétions colostrales contenant des
globules gras. A 9 mois de gestation (peu avamite-bas), plusieurs alvéoles des glandes
non traites sont semblables a celles des glandesmaaes en gestation, car elles contiennent
a la fois des granules de sécrétion (protéinesjlest globules gras plus larges et plus
nombreux qu'aux stades de gestation précédentss 863 mois de gestation, il reste
seulement une fine couche de tissu adipeux a Bdm$a glande mammaire et aux extrémités
avant et arriére de la glande, le tissu mammaicape toute la glande.

Chez les ruminants, le début de la gestation esi aarqué par la prolifération des
lobules terminant les canaux secondaires et tegsiaiDés la mi-gestation, les structures
alvéolaires seraient formées. Au cours du dernas tde la gestation, s’ensuivraient la
prolifération et la différenciation des cellules tppissent les alvéoles en cellules épithéliales
sécrétrices. Les alvéoles seraient aussi entourdesfur et & mesure, de cellules

myoépithéliales formant alors de petits paniersvigyeet al, 1999).
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Figure 1-8 : Coupes sagittales de la glande mammairde génisse en premiére gestation (Swanson &
Poffenbarger, 1979)

A : 0 mois de gestation ; B : 1 mois de gestationG : 2 mois de gestation ; D : 3 mois de gestatiQrk : 4

mois de gestation ; F : 5 mois de gestation ; G :rois de gestation ; H : 7 mois de gestation ; I8 mois de

gestation ; J : 9 mois de gestation.

En fin de gestation, juste avant la parturitionp@&@enchyme mammaire se compose
d'un épithélium sécrétoire tapissant les alvéolds, cellules myoépithéliales et d'un
épithélium formant les canaux. Le stroma envirohmeh composé de protéines édifiant une
matrice incluant le collagéne et la laminine et demposants cellulaires constitués
d’adipocytes, de fibroblastes et de cellules imrairgs (Connoet al, 2007).

La lactogenése débuterait deux a trois jours alamarturition. Cette phase est
marquée par I'apparition de I'expression des ARNenl'd-lactalbumine, une protéine du

lactosérum impliqguée dans la synthése du lactokerA1985).
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[.2.2. Régulation hormonale des différentes étapes deilalogie
de la glande mammaire

Le contrdle de la mise en place des structures nzremet de leur fonctionnement
est assuré par l'action combinée de plusieurs hoesicet facteurs locaux qui agissent
simultanément ou de maniere séquentielle et damsaggports de concentration bien définis
(Jammes & Djiane, 1988).

Ainsi, la croissance allométrique pré-pubertale ®gulée par des estrogenes et
’hormone de croissance. La phase folliculaire dgsles sexuels implique les estrogenes
alors que la phase lutéale nécessite en plus Eesgtr@rone (Figure 1.9). La prolifération des
canaux en début de gestation est due aux estrqgankesprolactine et a I’hormone de
croissance. La formation des structures lobuloadaiges, en gestation, implique les
estrogenes, la progestérone et 'hormone de craiss&n fin de gestation, la prolifération
cellulaire, est régulée par les cestrogenes, laegtépne, 'hormone de croissance et, dans
une moindre mesure, I'hormone placentaire lactogé@néa parturition, la différenciation
cellulaire et I'activation de la sécrétion sont uitds par la prolactine, les estrogenes,
I’lhormone de croissance, les glucocorticoideshatrthone placentaire lactogene. Le maintien
de la lactation implique la prolactine, I'hormonee dcroissance, l'ocytocine, les
glucocorticoides et l'insuline.

Les paragraphes suivant décrivent plus précisécesnhormones et leur(s) action(s)

locale(s) sur les tissus constituant la glande mainem

-35 -



Chapitre 1

&
Q
S
& @
T §
& >
& &
N NS
s £ &
Q ) ¥
o O N
o ST, &, S
Lo o e F
T IS ST S e
S &L &S5 LS &
SIS S
§ PSS IS
GEFETITITFE
] -Création des bourgeons
Vie foetale mammaires
- Développement des canaux
primaires et secondaires
Naissance
Vie du jeune -Croissance isométrique de la
glande mammaire

-Croissance allométrique de la

Pre-puberté glande mammaire

- développement des canaux
tertiaires et des ductules

Puberté
-Phase folliculaire :
Post- développement des canaux
puberté
-Phase lutéale :
développement des structures
alvéolaires
Fécondation
-Prolifération des canaux
-Formation des structures
. lobulo-alvéolaires
Gestation
-Prolifération cellulaire
-Différentiation cellulaire
Parturition -Activation de la sécrétion
. -Prolifération cellulaire
Lactation
-Maintien de la lactation

Figure 1-9 : Représentation chronologique du dévelgpement et de la différenciation de la glande
mammaire bovine au cours de la vie d’'une femelle eégulations hormonales de ces étapes de
développement (adapté de Jammes & Djiane, 1988; Niw et al, 2002).
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[.2.2.1. Les hormones de la reproduction

Les hormones de la reproduction interviennent densmise en place et le
fonctionnement des organes de la reproductiondeés les organes génitaux et la glande

mammaire.

> Les hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes sont d'origine ovarienoeplacentaire pendant la
gestation. Elles sont essentielles & la mammogddasenes & Djiane, 1988).

Chez les ruminants, les estrogéenes régulent lasance allométrique pré-pubére de la
glande mammaire et la croissance des canaux massr@@ndant la phase folliculaire des
cycles sexuels, en stimulant la prolifération delutes épithéliales mammaires, des cellules
endothéliales et des fibroblastes (cf. revues den@Gicet al, 2007; Hoveyet al, 2002). Des
injections d’estrogénes rétablissent le développenmdes canaux chez des génisses
ovariectomisées. Chez la souris gestante, lesgestes sont nécessaires a la ramification des
canaux et au développement alvéolaire. Les estesgpauvent aussi induire la synthese des
récepteurs a la progestérone dans les cellulekéfipies mammaires (Hovest al, 2002).
Juste apreés la parturition, les estrogénes agisdiemttement sur le tissu mammaire en
stimulant la synthése des caséines et en augmdataombre de récepteurs a la prolactine
(Jammes & Djiane, 1988). Cependant, la lactatidairdt son niveau maximal lorsque la
concentration plasmatique d’'cestrogéne est basbe X8r7). Les estrogénes seuls ne peuvent
induire une croissance normale et compléte desstisécréteurs mammaires (Howtyal,
2002).

L’évolution des concentrations en hormones stéeoftkks plasmatiques au cours du
cycle oestral chez les bovins est schématiséé-glae 1.10. La progestérone qui provient du
corps jaune de l'ovaire, supprime l'effet mitogéhes estrogenes (Hovest al, 2002). En
phase lutéale, l'association estrogene (en failblecentration) et progestérone (en forte
concentration) stimule la mise en place du systéwhelo-alvéolaire (Jammes & Dijiane,
1988). La progestérone est essentielle pour laérdifitiation lobulo-alvéolaire, la
prolifération alvéolaire et I'activation de la skgte des constituants du lait dés la mi-
gestation (Connoet al, 2007; Nevilleet al, 2002). Pendant la gestation, la progestérone est
sécrétée abondamment par l'unité foeto-placentdiez la vache, la truie et la brebis mais
pas chez la chevre (Jammes & Djiane, 1988). La gstégone inhibe la lactogenése en

empéchant la décharge de prolactine au niveau lmygape et en diminuant la capacité de la
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prolactine a induire la biosynthése des protéinedad au niveau de la glande mammaire
(Jammes & Djiane, 1988). La chute de la conceninalie progestérone en fin de gestation est
le déclencheur de la sécrétion lactée (Newtlal, 2002). La progestérone inhibe l'initiation

de la lactation mais n’inhibe pas une lactatiomddpablie (Akers, 1985).
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Figure I-10 : Représentation schématique des changents de concentration des hormones stéroidiennes
plasmatiques lors du cycle oestral bovin (adapté deeters & Lamming, 1983)

Les sites de liaison spécifigues des hormones idténmes ont une localisation
nucléaire (Jammes & Dijiane, 1988) avec I« Estrogeeceptor alpha », ERet le
« Progesterone receptor B », PR-B (Conetoal, 2007). Les voies de régulation activées par
les hormones stéroidiennes sont relativement mahwas. Connoet al (2007) proposent
toutefois le modéle d’action suivant: I'estrogeet la progestérone se lieraient a des
récepteurs situés dans I'épithélium (respectiventeRt et PR-B,), ce qui stimulerait la
prolifération des cellules épithéliales proches dies facteurs dérivés de I'épithélium
(« Epidermal Growth Factor », EGF et Wnt-4) et das facteurs dérivés du stroma
(« Fibroblast Growth Factor », FGF et « Insulireli&rowth Factor », IGF-1). La chute de la
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progestérone a la parturition permettrait a laguothe et a 'lGF-I de stimuler les sécrétions
lactées via I'activation @&ktl (« v-akt murine thymoma viral oncogene homolog, Lime
protéine kinase). La synthése lipidique seraitvaetivia la stimulation dSREBP1(également
SREBF1 « sterol regulatory element binding transcriptifactor 1 ») et d’autres genes
spécifiant des protéines impliquées dans la bitmyg® des lipides.

L’hormone placentaire lactogéne (PL), secrétéelgpalacenta, est aussi appelée la
sommatomammotropine chorionique ou mammotropineri@higue. La quantité de PL
augmente nettement dans le sang des la moitié gestation chez les chévres et les brebis,
mais pas chez les vaches. Cette hormone n’eshgmspénsable au développement normal de
la glande mammaire ou a la lactation. Elle intardiit dans le développement de la glande
mammaire des chéevres et des brebis en permettatifdeenciation et la prolifération des
cellules épithéliales des alvéoles ce qui entraihane augmentation de la production laitiere
(Akers, 1985; Hennighausen & Robinson, 2001).

> Les hormones hypophysaires

Les hormones hypophysaires ont un role d’ampliéoatde I'action des hormones
stéroidiennes pendant la mammogenéese (Jammes BeDjfi888). La prolactine est secrétée
par 'hnypophyse antérieure. Pendant la pubert&rdessance de la glande mammaire et la
concentration plasmatique de prolactine sont c@esepositivement (Hovegt al, 2002), ce
qui indigue que cette hormone intervient dans ¢tassance de la glande mammaire. Pendant
la gestation, cette hormone est indispensable &rddifération et la différenciation
fonctionnelle des structures lobulo-alvélaires (Rlghausen & Robinson, 1998; Nevilet
al., 2002). Chez la brebis, I'interaction entre prafae et estrogene joue un réle fondamental
pour le développement alvéolaire, alors que seaalprblactine semble nécessaire chez la
génisse (Hovewt al, 2002). Pendant la gestation, tant que la coratoitr en progestérone
est élevée, la prolactine ne peut initier la sys¢h@t-lactalbumine et de lactose, méme si sa
concentration dans le plasma et les sécrétions na@gesn augmente avant que la
concentration de progestérone ne chute (Erb, 19%7)a parturition, la prolactine est
indispensable pour I'activation et le maintien desécrétion lactée (Nevilket al, 2002). Elle
a une action directe sur I'épithélium alvéolaireképs, 1985) via le récepteur de la prolactine,
qui appartient a la superfamille des récepteursydekines (Bole-Fyesoet al, 1998). La
liaison entre la prolactine et son récepteur emgrdln dimérisation du récepteur et la
phosphorylation par la Janus Kinase 2 (Jak2) désidu tyrosine spécifique associé au

récepteur. Par la suite, les facteurs de trangmnif@tatsa et Stat5b sont mobilisés par leurs
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domaines Sklet sont phosphorylés par Jak2. Une fois phospésrytatba et Statbb forment
des homo et hétérodimers et sont dirigés vers yawnaou ils activent la prolifération et la
différenciation cellulaire. Pendant la gestatiotgt™a est limitant pour la détermination, la
prolifération et la différenciation des alvéolesmmaaires (Hennighausen & Robinson, 2001).
L’hormone de croissance (ou « growth hormone », @st)sécrétée par I'hypophyse
antérieure. La liaison entre la GH et son réceplecalisé sur les cellules du stroma et les
hépatocytes, entraine la sécrétion d’'IGF-I, qui agr les cellules épithéliales mammaires en
activant la mitose, comme décrit chez la brebislpatla croissance allométrique pré-pubere
(Hovey et al, 2002), ou en régulant leur survie (Nevi¢ al, 2002). La GH participe
également a la lactation en favorisant la mobilisatdes graisses par inhibition de la
lipogenése induite par I'insuline et par stimulatie la lipolyse dans les adipocytes (Peel &
Bauman, 1987). Elle intervient aussi dans la ratigion des nutriments en faveur de la
glande mammaire et augmente le flux sanguin manen{dohnson & Hart, 1986) cité par
(Jammes & Djiane, 1988).
L’'ocytocine est une hormone secrétée par I'hypophpestérieure. Elle intervient dans
I'éjection du lait en provoquant la contraction deslules myoépithéliales entourant les
alvéoles par interaction avec des récepteurs speesf situés sur ces cellules (Neviieal,
2002). Elle intervient aussi dans le développententa glande mammaire post-partum en
activant la prolifération des alvéoles (Hennighau&eRobinson, 1998).

[.2.2.2. Les hormones métaboliques

Les hormones métaboliques sont responsables dedelication de la réponse
corporelle aux changements métaboliques et awsqiKevilleet al, 2002).

Les glucocorticoides sont des hormones sécrétéels ggande corticosurrénale. Le
cortisol est le glucocorticoide prédominant chezdehe. Sa fonction majeure dans la glande
mammaire est d’entrainer la différenciation du éyst lobulo-alvéolaire au moment de la
délivrance. Les glucocorticoides et la prolactigessent en synergie pour I'activation de la
lactation (Tucker, 2000). La quantité de glucocwmiiles augmente a la parturition,
probablement en lien au stress de la mise-bas (B¥]) et est souvent élevée pendant la
lactation (Nevilleet al, 2002).

L’insuline est une hormone sécrétée par les callilelu pancréas endocrine. Elle
interviendrait au niveau de la glande mammaire dahipogenese et la synthese du lactose,
en régulant I'apport de nutriments a la glande mairenpendant la lactation. Son taux

sanguin est relativement bas pendant la lactaterqui conduirait & limiter le stockage de
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nutriment dans les réserves corporelles, afin sedadre disponibles pour la synthese lactée
(Neville et al, 2002).

.2.2.3. Variations des concentrations hormonales ante et
post partum

La concentration de progestérone dans le sang da#r3 jours avant le vélage alors
que les concentrations en prolactine et GH augmeité 2 jours avant le vélage et restent
elevées 1 a 2 jours apres le vélage (Akers, 198%;1977). Pendant le mois qui suit la mise-
bas, la concentration sanguine en GH diminue ebtaentration d’insuline augmente. La
concentration en glucocorticoides sérigues augmeigigficativement pendant le vélage,
probablement en lien avec le stress de la padaordt diminue dans les 12h qui suivent. Dans
le plasma, le sérum sanguin, l'urine ou les sémm&timammaires, la concentration en
estrogenes augmente rapidement pendant la pres@graine de lactation. Dans le sang, elle
est encore maximale un jour avant le vélage etdterun jour aprés le vélage dans I'urine ou
le lait (Erb, 1977).

[.2.2.4. Facteurs locaux intervenant dans la mammogenese
et la lactogenese

L’IGF-1 est un facteur de croissance sécrété pacétlules du foie ou du stroma aprés
activation de celles-ci par la GH. Dans la glandammaire ovine, la plus grande expression
du gene spécifiant IGF-1 a été observée, au nivieal transcrits, lors de la croissance
allométrique pré-pubere et lors du développemerdtoddire en fin de gestation (Hoveyal,
1999). Parmi les facteurs de croissance, IGF-IGH-Il régulent la mammogenése et la
galactopoiese chez la vache et la brebis (Ake@))1Zhez la génisse entre la naissance et la
puberté, I'expression d'IGF-I est plus élevée dEnsssu adipeux que dans le parenchyme
mammaire et cette expression coincide avec uneféation des cellules épithéliales
(Connoret al, 2007).

Les autres facteurs sécrétés soit par le stromgaol’épithélium et intervenant dans
le développement de la glande mammaire ou la foomakes alvéoles ont été décrits chez la
souris et sont le facteur de différenciation dékles osseuses (RANKL), I'inhibingB et les
familles des TGEF (Hennighausen & Robinson, 2001), la cycline D1mgb, C/EBB
(Hennighausen & Robinson, 1998). La cycline D1 ipgrrait au développement alvéolaire
en activant le cycle cellulaire. En effet, les $®ynour lesquelles le gene de la cycline D1 a

éte invalidé (« knock out », KO) ne forment padw#ales fonctionnelles pendant la gestation
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(Hennighausen & Robinson, 1998). De plus, ces m@&uesurs rapportent que les souris dont
les génesA-myb et C/EBB ont été inactivés, présentent un développementingt
différenciation alvéolaire séverement réduits pantagestation.

Par alilleurs, il a été montré que la glande mamempouvait aussi produire des
hormones telles que la GH, la prolactine, la leptet la PTHrP (« Parathyroid hormone
related protein »). Ces quatre hormones sont piEselans le lait de souris (Nevik al,
2002).La signalisation entre I'épithélium et le mésenckyia la PTHrP et son récepteur est
un noeud important dans I'élongation de la prem@rauche de glande mammaire pendant la

vie feetale (Hennighausen & Robinson, 2001).

I.3. Composition et biosynthese des constituants majeuds lait

Le lait est le premier aliment d’'un jeune mammifée&st un aliment complet dont la
composition évolue et est adaptée a la survierdissance et au développement du nouveau-
né. Le lait, est un sérum comportant une émulsienmatiere grasse, une suspension de
matiere protéique caséeuse, du lactose, des setinétaux, des protéines solubles et des
traces d’éléments divers. Les laits sécrétés hareintes espéces de mammiféeres présentent
des caractéristiques communes et contiennent legeméamilles de constituants. Cependant,
les proportions respectives de ces différents doasts varient largement d’'une espéce a
l'autre en lien avec leur mode de vie et de repetidn (Tableau I.1). La teneur en matiéere
grasse varie de 1,4% (anesse) a plus de 50 % (phptputeneur en glucides, principalement
le lactose, varie de traces (phoque) a 8% (anets#gneur en protéines varie de 1% (femme)
a pres de 15% (oursonne) et la teneur en minéran& ge 0,2% chez la femme a 1,8% chez

'oursonne (Jenness, 1986).

=42 -



Chapitre 1

Tableau I-1 : Teneurs moyennes des principaux corgiants du lait de différentes espéces

Especes Eau Matiére grasse Matiére protéique (%) Lactose Minéraux Energie
(%) (%) (%) (%) (kcal/100g)
(Caséines + Protéines
du lactosérum)

Anesse Equus asinus 88,3 1,4 2(1+1) 7.4 0,5 44
Brebis Ovis aries 82 7,2 4,6 (3,9+0,7) 4,8 0,9 102
Bufflonne Bubalus bubalis 82,8 7,4 3,8(3,2+0,6) 4,8 0,8 101
Chamelle Camelus dromedarius 86,5 4 3,6 (2,7+0,9) 5 0,8 70
Chevre Capra hircus 86,7 4.5 3,2 (2,6 +0,6) 4,3 0,8 70
Femme Homo sapiens 87,1 4,5 0,9(0,4+0,5) 7,1 0,2 72
Jument Equus caballus 88,8 1,9 25(1,3+1,2) 6,2 0,5 52
Ourse Noire  Ursus americanus 55,5 24,5 14,5 (8,8 +5,7) 0,4 1,8 280
Phoque Callorbinus ursinus 34,6 53,3 8,9 (4,6 +4,3) 0,1 0,5 516
Rate Rattus norvegicus 72,4 9,3 8,2(7,2+1) 3,7 1,4 131
Renne Rangifer tarandus 66,7 18 10,1 (8,6 +1,5) 2,8 1,5 214
Vache Bos taurus 87,3 3,9 3,2 (2,6 +0,6) 4,6 0,7 66

! d’aprés Jenness, 1986

[.3.1. Les glucides

Le principal glucide du lait de la plupart des maifénes est le lactose ou 4{0D-
galactopyrannosyl-D-glucopyrannose. C’est un disaide composé dg D-galactose et de
B-D-glucose. Les autres glucides du lait sont sed glucides modifiés, c’est-a-dire liés a des
phosphates, des lipides ou des protéines, soilagolosides libres tels que le glucose et le
galactose (Holsinger, 1997; Pougheon & GoursaudlRQ@.a teneur en glucides, variable au
cours de la lactation, est différente selon I'espégar exemple, le lait humain contient
beaucoup plus de glucides autres que le lactosdegiat de vache, respectivement 1,3 et
0,3 % (Pougheon & Goursaud, 2001).

La réaction de synthése du lactose (Figure |.1&¢sute une molécule de glucose et

une molécule de galactose liées entre elles paliaisen osidiqued(1—4).

CH2OH ] CHzOH
CHzCH CH,OH
HO r' o o
5 HO / 4 A} / A
v W g  OH
H OH)I+ _— l\ 1’;{\,3"0“ Ii; \:I + HQO
5 N S/ ~I% oH yd
' / | '/,’
OH OH
Galactnse Glucose Lactose

Figure 1-11 : Réaction de synthése du lactose

Le glucose est capté de la circulation sanguindgp@EM via le transporteur GLUT1
ancré dans la membrane basale (1A sur la Figu2g IChez les ruminants, le glucose sanguin
est synthétisé dans le foie selon un processusléap@®glucogenése (Figure 1.13). Les

substrats de la néoglucogenese sont le propiohés acides aminés glucogeéniques (tous les
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acides aminés sauf la leucine). Le propionate pravie la fermentation des glucides par les

micro-organismes du rumen (Pougheon & Goursaudl)200

Cellule endothéliale S
capillaire sangui Lactate

Sang
Malate /’ \ 2-oxoglutarate
Pyruvate Acetyl-CoA Cycle de
citrate

Krebs
@ T IA/ isocitrate
3-P-glycérate v
ATP + CO,
T Réticulum

Glycolyse ----» Glycérol endoplasmigue
TN
Fructose-6-P !
. ! Synthése
T Ribulose5-P s TG
Glucose GlutL»Glucose—»G-6-p — 6-phosphogluconat NADPH + CO, I
n @ }
G-1-P / AG
l Synthése

UDP-glucose @de‘?

UDP-galactose

Appareil de Golgi
v a-lac

Lactose
a-lac
- Lactose
galactose

GT
Glucose
Lactose Q

Figure 1-12 : Utilisation du glucose par la celluleépithéliale mammaire et voie de synthése du lacies
(d’aprés Bernard et al, 2008; Guinard-Flamentet al, 2006; Kuhnet al, 1980)

1 : voie de synthése du lactose ; 2 : glycolyse ;: 3ynthése du glycérol ; 4 : voie de synthése pest-
phosphate. 1A : captation du glucose par la cellulépithéliale mammaire ; 1B : voie de synthése ddJUDP-
galactose ; 1C : réaction de synthése du lactos&D : sécrétion du lactose. G-6-P : Glucose-6-phdsge ;
G-1-P : Glucose-1-phosphate ¢-lac : a-lactalbumine ; GT : UDP-Galactosyltransferase ; Fuctose-6-P :
Fructose-6-phosphate ; 3-P-glycérate : 3-phosphatgycérate ; Ribulose-5-P : Ribulose-5-phosphate ;@
: acides gras ; TG : triglycérides ; VS : vésiculele sécrétion ; GG : globule gras.
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Glucose
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Figure 1-13 : Origine du glucose capté par la cellie épithéliale mammaire (d'aprés Pougheon &
Goursaud, 2001)

Dans la CEM, la molécule de galactose est syn#etis partir d’'une molécule de
glucose (voie 1B sur la Figure 1.12) en passantlgmrétapes de glucose-6-phosphate puis
glucose-1-phosphate et enfin UDP-glucose, faisatdrvenir respectivement les enzymes
hexokinase, phosphoglucomutase et UDP-glucose pbgemhorylase (Ebner, 1971).

Au niveau de la CEM, les deux tiers du glucoseé&aptvent a la synthése du lactose
qui a lieu dans I'appareil de Golgi (voie 1C suFlgure 1.12). Le glucose est transporté dans
ce compartiment sans consommation d’énergie visalesporteur de glucose (Glutl) situé,
pendant la lactation, dans la membrane de I'apipdeeiGolgi (Nemethet al, 2000). La
molécule d’'UDP-galactose est transportée de fagtimea(consommation d’énergie) dans la
lumiére de I'appareil de Golgi via les transporteUDP-GalT1 ou UDP-GalT2.

La synthése de lactose, réaction non réversible,catalysée par le complexe
enzymatique lactose synthétase, composé ¢, kUDP galactosyltransferase (GT) et de
I'a-lactalbumine ¢-lac). La GT bovine est une glycoprotéine de 43 lkddarée dans la
membrane de I'appareil de Golgi. En I'absenceldt, la GT intervient dans la biosynthése
des glycoprotéines en catalysant I'ajout d'un dgalse aux motifs oligosaccharidiques
porteurs d’'un résidu N-glucosamine terminak-lac est une protéine du lait, non catalytique,
nécessaire a la synthese de lactose. Elle altéspdaificité de substrat de la GT vers le
glucose au lieu du résidu N-acetylglucosamyl, efcdariente son activité enzymatique vers la
synthése de lactose (Holsinger, 1997). Le lactosmd ne diffuse pas hors de I'appareil de

Golgi. De l'eau entre dans les vésicules de séxrétie fagcon a équilibrer la pression
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osmotique. La-lac et le lactose sont excrétés dans le lait pacyose des vésicules de
sécrétion, conjointement a la sécrétion des presaitu lait (voie 1D sur la Figure 1.12).

Nos connaissances sur la régulation de la syntthédactose, sont assez restreintes
méme si il y a déja quarante ans, Palmiter conictyig la prolactine est la « gachette » qui
déclenche la synthese du lactose dans le tissu raaenmurin, préalablement stimulé par
I'insuline et I'hydrocortisone (Palmiter, 1969). Uiefois, une grande teneur en lactose dans
'appareil de Golgi n’'inhibe pas sa biosynthesetduex de synthese du lactose dépendrait de
la quantité et du ratio entre les deux sous umiéekm lactose synthétaselac et GT) dont la
synthese serait régulée par les hormones lactodétdsinger, 1997). La diminution de la
fréquence de traite et la restriction alimentairevpque une inhibition de la synthése de
lactose (Guinard-Flameset al, 2006).

Chez la vache laitiere, le glucose non utilisé gdawynthese de lactose servirait a la
production : ) d’énergie, notamment sous forme d’ATP (voie 2 lsuFigure 1.12) ;1() de
glycérol, utilisé ensuite dans la synthese de$ytriégides (voie 3 sur la Figure 1.12)i1) de
ribose, employé pour la synthése d’ARN et d’ADNV;) (de NADPH, généré par la voie de
synthese des pentoses phosphate et exploité daystlzese des acides gras (voie 4 sur la
Figure 1.12). Pour plus de détails, se reportelexctllente revue (Guinard-Flameat al,
2006).

[.3.2. Les lactoprotéines

La teneur en protéines du lait varie suivant lggeess (cf. Figure 1.14). Ainsi, le lait
humain contient la plus faible teneur en protéiflés g/L), alors que le lait de lapine est le
plus riche en protéines (200 g/L). Les laits deheacet de chevres sont relativement pauvres

en protéines (respectivement 33 et 30 g/L).
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Figure 1-14 : Teneur en protéines (g/l) du lait deeuf especes (Martiret al, 2003)

[.3.2.1. Composition protéique des laits

Le lait contient trois catégories de protéiness. peotéines colloidales formant les
micelles de caséines, les protéines solubles doskawm et les protéines de la membrane du
globule gras ou MFGM (cf. Tableau 1.2).
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Tableau I-2 : Concentration et caractéristiques degrotéines du lait de vaché

Protéines Concentration (g/L)  Point isolélectrigue  Poids moléculaire

Protéines de la micelle de caséine
Caséine as1 10 4.1 23 000
Caséine as 2,6 4,1 23 000
Caséine 9,3 4.5 24 000
Caséine kK 3,3 4,1 19 000
Caséiney 0,8 5,8-6,0

Protéines solubles du lactosérum
Lactoglobuline B 3,2 53 18 000
a-lactalbumine 1,2 51 14 437
Serum albumine 0,4 47 68 000
Immunoglobuline 0,8
Lactoferrine 0,1 87 000
Transferrine 0,1

Proteines de la membrane du globule gras 0,4

Autres 0,8

Lait 33

Tadapté de Tremblast al, 2003

Les caséines sont des protéines synthétisees dacalllile épithéliale mammaire,
présentes dans le lait sous forme d’agrégats appeiéelles. Ces protéines coagulent a
pH = 4,6. Ce sont des phosphoprotéines de poidéamiaire d’environ 20 kDa (cf. Figure
1.15). Elles sont au nombre de quatre : les caséineds,, B etk. Les caséinedg, Osy et
sont hydrophobes. La caséifiea la propriété de polymériser spontanément ertisoluLa
caséinek est soluble en présence d’'ions calciques et tdeseule caséine glycosylée. En
solution, les caséines s'auto-assemblent pour forem présence de calcium, des hétéro-
polyméres que la caséine stabilise. L'ensemble de la structure constituemiaelle de
caseines. Ces micelles sont donc constituées desequaséines auxquelles est lié de fagon
covalente du phosphore, sous forme de phosphoesd@ccessoirement phospho-thréonines),
un complexe phosphocitrate d’'ions calciques et msigm amorphes et du calcium ionique
lié aux caséines par des liaisons électrostatigResr certains auteurs, les micelles de
caséines seraient composées de sous-unités smeerigsl submicelles, de poids moléculaire
de 61 kDa et de diametre 15 a 200 nm (De Kruif &tHRA003). Ces sous-unités sont
dépourvues de minéraux et sont cimentées entre gdledu phosphate et du citrate colloidal
avec un rapport (C52Mg?")/phosphate de 1,58. Cette vision de la structuicelfaire est
controversée et I'existence de submicelles estuadjoui contestée (Holt, 2004; Marchet
al.,, 2007). La taille moyenne des micelles de caséiléesit des variations saisonniéres et
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dépend du stade et du numéro de lactation et denlad. Elle varie entre 216 et 428 nm dans
le lait de vache (De Kruif & Holt, 2003).

Région BN Charge positive
hydrophobe

Caséine ag,; BN Charge négative

199 aa Reégion
hydrophile
22077 — 23734 Da
P p
1 41 46 5 115 199
Caséine ag,
207 aa

25157 — 25400 Da

Caséine B
209 aa

23946 — 24097 Da

35 209

Caséine K P
169 aa

19006 — 19038 Da

Figure I-15 : Quelques caractéristiques des caséimbovines (d'aprés Neveu, 2004; Swaisgood, 2003)
aa : acides aminés ; Da : masse moléculaire en Omis ; Cys : résidus cystéyles ; modifications pos-
traductionnelle (phosphorylations, P; Glycosylation G) ; g : béta, as; : alpha S1,a., : alpha S2,k : kappa.

Les protéines du lactosérum possédent une exaNeheur nutritionnelle, riches en
acides aminés soufrés, en lysine, en tryptophaseretibles a la dénaturation thermique. Les
protéines majeures du lactosérum sont soit systedi dans la CEMx{lactalbumine ef3-
lactoglobuline) ou proviennent directement du s@eum-albumine et immunoglobulines).
Certaines protéines du lactosérum telles que ltopécoxydase et la xanthine oxidase
possédent une activité enzymatique. D’autres sa® chpteurs dion EBE®* telles la

lactoferrine et la transferrine.
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Les protéines de la MFGM constitue une classe tgpdiere de la fraction protéique
du lait, souvent hautement hydrophobes et peu EBsdufO'Donnellet al, 2004). Les
protéines majeures de la MFGM sont la mucine 1 (M)Jda xanthine oxidase (XDH),
PASIII (une glycoprotéine), le CD36, la butyrophdi (BTN), l'adipophiline (ADRP ou
ADFP) et la « Fatty Acid Binding Protein » (FABRjo{r revue Mather, 2000). MUC1 est
une protéine membranaire de haut poids moléculais, glycosylée et incorporée dans la
MFGM lors du bourgeonnement et expulsion du glolmibes par la surface cellulaire. Il est
suggéré que MUC1 a un réle immunoprotectif. L’engy¥DH jouerait un réle structural et
fonctionnel dans la formation de la MFGM en setliam domaine cytoplasmique de la BTN,
formant ainsi un complexe protéique qui permettiiaiteraction entre la gouttelette lipidique
et la membrane plasmique apicale. Le CD36 lientalgides gras a longue chaine et agit
comme un transporteur d’acides gras. La BTN eptdééine la plus abondante de la MFGM
bovine, elle participerait a la sécrétion du glebgtas par la CEM. L’ADRP permettrait la
captation des acides gras a longue chaine et é@ooret le transport intracellulaire des
gouttelettes lipidiques. Cette protéine est liéla anembrane de la gouttelette lipidique et
participerait a la sécrétion du globule gras paCEM en se liant au complexe XDH/BTN
situé dans la membrane plasmique apicale (MatheKe&nan, 1998b). Dans le tissu
mammaire, la FABP interviendrait dans le transpuracellulaire des acides gras, le controle
du métabolisme lipidique et I'accrétion des goettels lipidiques dans le cytoplasme.

Les teneurs relatives des composants du lait dépengour partie, des variants
génétiques aux protéines majeures. Dans l'espeemdyo8, 4, 13, 12, 11 et 3 variants
génetiques ont été identifies pour, respectiveméad, caséinesds;, Osy; B et K, B-
lactoglobuline et k-lactalbumine (Tableau 1.3, Farradt al, 2004). Dans I'espece caprine,
16, 7, 9 et 16 variants génétiques ont été rapp@aér respectivement, les caséiogs s,

B etk (Chesseaet al, 2008a; Chessat al, 2008b; Chiattiet al, 2007; Nevewet al, 2002).
Pour cette espéce, il a été détecté 15 mutationstyelles au niveau du géne spécifiarfsda
lactoglobuline (Ballesteet al, 2005) et deux variants delactalbumine ont été identifié
(Cosenzeet al, 2003). Pour les ovins, 5, 4, 2, 2, 3 et 2 vagaénétiques ont été identifies
pour, respectivement, les caséingg Os;, B et K, la B-lactoglobuline et k-lactalbumine
(Ceriotti et al, 2004; Chianeset al, 1996; Ng-Kwai-Hang & Grosclaude, 2003; Reetal,
1997).
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Dans l'espéce bovine, les individus homozygotespB®Br la caséin& produisent du
lait caractérisé par un taux protéique et des dgp@argécrétées de matiere protéique et caséine
K plus élevés (Ng-Kwai-Hanet al, 1984).

Les 16 variants détectés au niveau du locus dadéimens; (CSN1S)ichez la chévre
(Chesseet al, 2008a; Nevewet al, 2002) sont associés a 4 niveaux de synthesedlifiede
la protéine (Grosclaudet al, 1994) : un taux « fort » (3,6 g/l/allele ; alléde B1, B2, B3,
B4, B’, C, H, L et M), un taux « moyen ou intermgidé » (1,6 g/l/alléle ; alléles | et E), un
taux « faible » (0,6 g/l/alléle ; alleles F et @},jusqu’a une absence totale de synthése de
caséineds; (0 g/l/allele) pour les alleles O1, O2, O3 et NouP ces derniers variants
géneétiques, il a été reporté, dans la littératuredysfonctionnement de la CEM (Chaeat
al., 1999).

Tableau I-3 : Variants génétiques aux protéines mares des principaux ruminants

caséine ag; caséine 0y, caséine 3 caséine K B-lactoglobuline  a-lactalbumine
(CSN1s1) (CSN1S2) (CSN2) (CSN3) (BLG) (LALBA)
Bovins 8 variants' 4 variants' 13 variants' 12 variants' 11 variants' 3 variants'
AaH AaD Al, A2, A3,A4,Ba AaE,F1 F2, AaldetW AacC
G, H1, H2 et Gl,G2,HalJ
Caprins 18 variants®! 7 variants® 9 variants® 16 variants® 30 variants® 2 variants”
A,B1,B2,B3,B4,B,C,Ea AaFetO A Al C E O,0, A B,B,B"C,
I,LaN, 01, 02,03 B, D c,Dam
Ovins 5 variants' 4 variants' 2 variants® 2 variants® 3 variants® 2 variants*
AaE AaC+? AacC AetB

a : Ballesteret al, 2005 ; b : Carolet al, 2007 ; ¢ : Ceriottet al, 2004 ; d : Chessat al, 2008a ; e : Chessd
al., 2008b ; f: Chianeset al, 1996 ; g : Chiattet al, 2007 ; h : Cosenzet al, 2003 ; i : Farrelet al, 2004 ; j :
Neveuet al, 2002 ; k : Ng-Kwai-Hang & Grosclaude, 2003 Recioet al, 1997.

1.3.2.2. Origine des acides aminés servant a la synthése des
protéines du lait

Les acides aminés (AA) servant a la synthese d@gipes du lait sont soit captés du
sang par la CEM soit synthétisde novodans la CEM. Les AA présents dans le sang
viennent de la fermentation dans le rumen des dilfportées par I'alimentation. Certains
acides aminés essentiels (AAE) : la Lysine, la Ntgtime, la Phénylalanine, la Tyrosine et le
Tryptophane, sont captés en quantité stoechionnétr{@ pour 1) alors que d’autres (AA
ramifiés et Arginine) sont souvent captés en qtéstipérieure a la teneur nécessaire pour la
synthése des lactoprotéines. Les AA non essef8BIE) sont souvent captés en quantité
inférieure a la teneur nécessaire pour la prodoalies protéines du lait. Les AAE captés en
exces sont soit utilisés comme substrat pour Ithege d’AANE (Mephanet al, 1992), soit
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catabolisés pour la production d’énergie indispblesau fonctionnement de la cellule. Le
passage des AA dans la CEM est facilité par lagm@s de transporteurs membranaires de
nature protéique. Ces transporteurs ont une affpour plusieurs AA. lls sont régulés par les

hormones lactogenes ou les ions.

[.3.2.3. Mécanisme de synthese des protéines du lait

Le mécanisme de synthese des protéines du lagessblable aux mécanismes de
synthése des protéines secrétées dans une ceflciiétre eucaryote. Les étapes de ce
processus sont les suivantes et peuvent étre siE®®U Simultanées : un géene est transcrit
en ARN pré-messager (ARNpm) dans le noyau de lalee’ARNpm mature pour devenir
un ARN messager (ARNm, epissage) qui est traduipmenéine au niveau du réticulum
endoplasmique granuleux (REG). Lors de cette triamlucla chaine polypeptidique
nouvellement formée passe dans la lumiére du REGe dtappareil de Golgi ou elle peut
subir des modifications co- ou post-traductionrse(ycosylation, phosphorylation...).

La synthése réalisée dans cette partie est insgpageevues sur la biosynthese des protéines
publiées par Mephamt al, 1992; Mephanet al, 1982; Vilotteet al, 2003.

> Du géne a ’TARNmM

Chez les Eucaryotes, la transcription des genesfispe des protéines est controlée
de facon précise et fait intervenir une enzym@ARN polymérase Il (Pol II), et de nombreux
facteurs de transcription. Cette enzyme est cogstile 8 a 10 sous-unités et est capable de
polymériser les ribonucléotides en ARNpm par lextdu brin d’ADN dans le sens-5' 3'.

Les systemes de régulation de la transcription sontbreux et peuvent se situer a la fois au
niveau de la séquence d’ADN (séquence promotriggjuences « enhancer » et/ou
« silencer ») ou au niveau de facteurs de régulatiternes (machinerie de transcription) et
externes (récepteurs hormonaux). La transcriptachgeve lorsque la Pol Il atteint un site de

terminaison sur I’ADN.

L’ARNpm va d’abord subir des modifications postisariptionnelles. La terminaison
5 de 'ARNpm va étre coiffée d'une 7-méthylguanusiliée par une liaison 5-5’
triphosphate. Cette coiffe stabilise TARNm et konfere une aptitude traductionnelle plus
importante. Une séquence poly(A) est ensuite agoatéa terminaison 3’ par l'intervention
d’'un complexe multi-protéique. Cette terminaisomy®) interviendrait dans le transport de

’ARNmM du noyau vers le cytoplasme et dans la $itélde cet ARNm grace a son association
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avec une protéine de liaison (« PolyA Binding Frote PABP). L'ARNpm va ensuite subir
un épissage de ses exons au cours duquel les séguitroniques seront éliminées par
clivage de l'intron dans sa partie 5° (GUXXX). QGetpartie coupée se termine par une
guanosine qui va se lier, par une liaison 2',5gtwdiester, a un résidu adénosine
spécifique situé 20 a 50 nucléotides en amont w@u3sid’épissage de lintron, formant ainsi
une structure en lasso. Une coupure de l'intror8’ese produira pour permettre la liaison
(épissage) des deux exons situés de part et d'detfetron éliminé. L’excision des introns
fait intervenir des complexes spliceosomes compaggarticules ribonucleoprotéiques
nucléaires (« small nuclear ribonucleoprotein RNR).

Chez la vache et la chévre, les génes spécifiartdeéines sont tous situés dans une
région de 250 kb du chromosome 6 (cf. Figure 1.16).

BTA6/CHI6

— 250 kb —»
5] —-— ::::nu_

L —— —

Figure 1-16 : Organisation génomique du locus desaséines bovines (Martiret al, 2002).
Les génes spécifiant les caséines sensibles auigaicsont en gris, le géne spécifiant la caséireest en noir.

La Figure 1.17 présente la structure des geneprmdsines majeures du lait, s’agissant
de I'espéce bovine. Avec ses 19 exons, le gena dadéinais; est celui qui en contient le
plus. Le géne de la caséimecomporte 5 exons. Ceux denxdlactalbumine et de |-

lactoglobuline contiennent respectivement 4 etahsx
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Figure I-17 : Organisation structurale des unités @ transcription des caséines, ded-lactalbumine et de la
B-lactoglobuline bovine (Martin et al, 2002)

Les barres horizontales représentent les introns. és exons sont représentés par de larges boites meair

pour les régions 5’ et 3' non traduites, blanchesqur la partie de I'exon spécifiant le peptide signiaet

grises pour les exons spécifiant la protéine maturd.a taille des exons est donnée en paires de bases

dessous de chaque boite, le numéro de I'exon estlipué au dessus. BTA : chromosome bovi, : caséine

B, as; : caséineusy, asp 1 Caséinens,, k : caséinex, a-la : a-lactalbumine, p-lg : B-lactoglobuline.

Une fois les introns excisés, 'ARNmM est exporté mhyau vers le cytoplasme a
travers des pores situés dans la membrane nugléaim@alité le mécanisme est un peu plus
complexe avec une maturation des pré-messagersieettraduction concomitantes. Le

meétabolisme des ARNm est régulé pour partie papd&gines riches en Sérine et Arginine,
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les SR protéines (Long & Caceres, 2009). Cet ARNonea structure contenant une coiffe
dans la terminaison 5, suivi d'une séquence naduite, puis d'un codon AUG
correspondant au codon d’initiation de la traduttddiennent ensuite la séquence traduite qui
se termine par un codon STOP (UAG, UAA ou UGA), gsaguence 3' UTR (UnTranslated
Region) et la queue poly(A) (cf. Figure 1.18).

ARNM (549-1349 nt)

Séquence non Structure codante Séquence non codante 3’
codante 5’ (26-70 nt) (384-855 nt) (118-433 nt)
M G
r=ppP 10=n <150
-— (A)n
-12/-20l
AUG Codon STOP AAUAAA
Traduction

Pré-protéine du lait (127-284 aa)

Peptide signal Protéine mature
(15-21 aa) (108-269 aa)
[

Figure 1-18 : Représentation schématique d’'un ARNndu tissu mammaire codant les protéines majeures
du lait : les 4 caséines, I§-lactoglobuline et I'a-lactalbumine (Mephamet al, 1992).

Les nombres indiquent les tailles extrémes des ARNnues protéines et des régions constitutives de 8

espéces étudiées. Les exons sont représentés paraiges boites noires pour les régions 5’ et 3' non

transcrites, blanches pour la partie du transcrit gécifiant le peptide signal et grises pour les ségoces

exoniques spécifiant la protéine mature. nt = nuctiide, aa = acide aminé.

> De 'ARNmM a la protéine mature

L’ARNmM est ensuite traduit dans le cytosol, au aiveles ribosomes, en une séquence
d’AA par suivi du code génétique. La régulation aidte étape dépend essentiellement de
I'accessibilité de la coiffe en 5’ et du nombresirictures secondaires dans la région 5’ non
transcrite et dans les régions entourant le codoitiation de la traduction, AUG.

La traduction de I'ARNmM en protéine est divisée ®ais étapes: linitiation,
I'élongation et la terminaison. Ces trois étapesessitent la présence de facteurs protéiques,
d’ARN de transfert (ARNt), de ribosomes et d’énerfpurnie par la guanosine triphosphate

(GTP). Pour plus de détails on pourra se reporfexeaellente revue de Suzuki, 1995.
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Le réticulum endoplasmique (RE) est le « sas deeserpour les protéines qui vont
étre sécrétées telles que les protéines du laie 1dis dans le RE, les protéines passent
transversalement dans la cis, médian puis traemeitde I'appareil de Golgi avant d’atteindre
le réseau trans-Golgien (trans-Golgi network, T@N)artir duquel elles sont réparties dans
des vésicules de sécrétion. L'entrée dans le tétitge fait grace a un peptide signal situé en
début de la chaine polypeptidigue. Ce peptide bigsha reconnu par une particule de
reconnaissance du signal (ou « Signal Recognitianidie », SRP) qui est un polypeptide
d’'un complexe ribonucléoprotéique. La SRP interagéc un récepteur hétérodimérique de la
membrane du RE qui permet la liaison du ribosonee @les ribophorines. La SRP libere la
séquence signal qui va interagir avec une protéirglycosylée de la membrane du RE
appelée récepteur de la séquence signal (« SigmpleBce Receptor », SSR). Ce SSR est un
composant possible pour le transfert dans la lwemékr RE de la chaine polypeptidique
croissante (Mepharet al, 1992; Vilotteet al, 2003).

Avant d'étre sécrétée, la chaine polypeptidiguswar des modifications co- ou post-
traductionnelles. Une fois passé dans la lumierBEule peptide signal est clivé (Mephain
al., 1982). Puis il y a formation de ponts disulfuetgepliements de la protéine, orchestrés
par des protéines chaperonnes (PDI, BiP/GRP78,7Eg&ainexine et calréticuline). Dans ce
compartiment cellulaire, di-lactalbumine est également N-glycosylée (Vilateal, 2003).
Les protéines sont exportées du RE vers I'appdeeiGolgi via un systéme vésiculaire de
transport. Dans ce compartiment la casénest O-glycosylée sur des résidus Thréonyle
(Thr) et les caséines sont phosphorylées. La plooglaiion des caséines se fait par la
reconnaissance enzymatique d’'un triplet d’acidesinén —Ser/Thr-X-B- avec X
correspondant a n'importe quel AA et B un AA ac{@u, Asp ou Ser-P) (Mephaset al,
1992). Cette étape est cruciale pour la liaisonalcium aux caséines et pour la formation des
micelles de caséines (Vilotat al, 2003). Le site de formation des micelles n'es @acore
clair, 'agrégation des caseéines débuterait daapgphreil de Golgi et se poursuivrait dans les
vésicules de sécrétion. Le nombre de micelles paicule de sécrétion varie de 1 a plus de
10, le nombre augmente de fagon concomitante aveadntité de lactose contenue dans la
vésicule (Vilotteet al, 2003).

Les protéines du lait sont sécrétées dans la lender 'acinus par exocytose des
vésicules de sécrétion, consistant a une fusionbreemaire et un déversement du contenu des

vésicules dans la lumiére alvéolaire.
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[.3.2.4. Régulation de la synthese et de la sécrétion des
protéines du lait

Il existe plusieurs niveaux de régulation de latkgse des protéines, la transcription,
la stabilité des ARNm, la traduction de ces ARNm motéines et la sécrétion. Ces
mécanismes s’appliquent aussi aux protéines du lait

La régulation de la transcription est sous contdd& complexe multi-hormonal et de
facteurs de croissance locaux. Les hormones lawtsgtelles que I'insuline, la prolactine et
les glucocorticoides activent la transcription @@lupart des génes des protéines du lait, alors
gue les autres hormones telles que la progestémbiie cette activation. La transcription est
également régulée par les composants de la membemade. Ainsi, la laminine induirait
I'expression de bi-lactalbumine et de la caséires (Vilotte et al, 2003). Auxloci des genes
spécifiant les lactoprotéines il existe des maliésséquences nucléotidiques tres conservées
appelés éléments de regulatida Ces séquences peuvent étre reconnus par desrfadte
transcription tels que OCT-1, NF-1, C/EBP, STATR,&ts-1 et YY1 (Vilotteet al, 2003).

La traduction serait contr6lée par linsuline et geolactine qui interagiraient en
synergie pour augmenter le niveau de protéinedétinées (Vilotteet al, 2003).

La sécrétion des protéines serait régulée par thmye et la prolactine. L’ocytocine
augmenterait le transport entre le RE et l'appadeil Golgi des protéines nouvellement
synthétisées et favoriserait la circulation de mdlsis de sécrétion vers la membrane apicale.
La prolactine agirait sur les dernieres étapes megssus d’exocytose (Ollivier-Bousquet,
1993).

[.3.3. Les lipides du lait

[.3.3.1. Composition et structure des lipides du lait

Les lipides du lait sont principalement constitwes glycérides (~99% des lipides
totaux) qui se répartissent en triglycérides ([#8%o), diglycérides (0,3%) et monoglycérides
(moins de 0,1%) Le reste des lipides du lait sepmsa d’acides gras libres (0,02%), de
phospholipides (0,8%), de cérébrosides (0,1%)t@®els (0,35%) et de traces de caroténoides
(cf. Tableau 1.4).
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Tableau I-4 : Composition de la matiére grasse ld@re et distribution des différentes classes de liges'

Classes de lipides Teneur dans le lait (%) Distribution (%) dans
cceur du globule gras  membrane du globule gras lactosérum

Glycérides 98,6
Triglycérides 98,3 ~100 + +
Diglycérides 0,3 (90) (20) ?
Monoglycérides 0,03 + + +
Acides gras libres 0,02 75 + 25
Phospholipides 0,8 - 65 35
Lécithine 0,26
Céphaline 0,28
Phosphatidylinositol 0,04
Plasmalogénes 0,02
Sphingomyéline 0,16
Cérébrosides 0,1 ? 70 30
Sterols 0,35 75 10 15
Cholestérol 0,3
Cholestérol esters 0,05
Caroténoides 0,002 (95) (5) +

Mulder & Walstra, 1974

La matiere grasse du lait est sécrétée sous foergodttelettes lipidiques, appelées
globules gras, entourées par une membrane comgeexaembrane du globule gras, qui
préserve leur intégrité et les rend compatibles dgar environnement aqueux (Keenan &
Dylewski, 1995; Mulder & Walstra, 1974). Les trigBrides sont majoritairement positionnés
au cceur lipidigue des globules gras. lls se ré&gsmit de la maniere suivante : les
triglycérides contenant des acides gras a bas deifiision (liquide a température ambiante,
acides gras insaturés) sont situés au centre deute et les triglycérides contenant des
acides gras a haut point de fusion (acides grag ébrsaturés) sont localisés sur la couche
externe de la goutte (Pointurier & Adda, 1969).rh@ambrane du globule gras est formée de
trois couches de phospholipides : une monocouctenm provenant de la membrane du
réticulum endoplasmique et une bicouche externatérde la membrane plasmique de la
CEM. Des protéines, des lipides et des polysacdbsrsont ancrés dans cette membrane
(Mulder & Walstra, 1974). La taille du globule grdis lait de vache oscille entre 0,2 et 20 um
avec une taille moyenne de 4 um (Briatdal, 2003; Michalskiet al, 2001; Pougheon &
Goursaud, 2001).

1.3.3.2. Synthése des lipides du lait

» Synthése des triglycérides

Les lipides du lait étant essentiellement consditle triglycérides, la voie de synthése
des triglycérides (TG) représente la voie de sygghmajeure des lipides du lait. Les TG sont
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des molécules insolubles dans I'eau, formées dmakécule de glycérol, une courte chaine
carbonée, dont les trois fonctions alcools sorérits par trois acides gras (AG) (Chrétien,
1995; Mann & Skeaff, 2002). Les acides gras pré&sentr la molécule de glycérol
proviennent de plusieurs sources : ils sont saithgtisésle novodans la CEM (chaines de 4
a 16 atomes de carbones), soit captés dans ldatiocusanguine par la CEM pour les chaines
de plus de 16 atomes de carbone (Geet@t, 1967; Hawke & Taylor, 1995).

¢ Synthése des acides gras dans la cellule épithéiahammaire

Chez les ruminants, la synthése des acides griecsie a partir d’acétate ou dans
une moindre mesure @ehydroxybutyrate sanguin, issus de la fermentadies glucides dans
le rumen (cf. Figure 1.19). Elle nécessite le NADEBbimme substrat réeducteur. Chez les
monogastriques, la synthesie novodes acides gras s’effectue a partir de glucose. Le
NADPH provient du métabolisme de I'acétate (dansitbchondrie) ou du glucose, via la

voie hexose monophosphate dans le cytosol (voisut@ Figure 1.20).

Glucose

s £

s ™,
= Glucose —» Glycérol

> Acetate ~——3p  AG \

> Butyrate —r (C4'C16)\‘
D AG /
P

s»

.

Propionate

- fermentation de certain
constituants de la ration
alimentaire

Acetate

Butyrate

TG

- hydrolyse des acides
gras alimentaires

Acides gras libres
VLDL et chylomicrons

(C16-C22)

Rumen Sang et

lymphe Cellule épithéliale

mammaire

TG et phospholipides

/

Acides gras libres

Cellule épithéliale
de l'intestin

Figure I-19 : Origine des substrats utilisés par laellule épithéliale mammaire (CEM) pour la synthes des
lipides du lait (d'aprés Doreau & Ferlay, 1994).

Le lieu de synthese des acides gras est le cytlesid CEM. Au cours de la premiére étape

(1A de la Figure 1.20), l'acétate est transformé am@étyl-CoA grace a une acétyl CoA
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synthétase (ACS). L'acétyl CoA est ensuite converti malonyl-CoA, cette réaction est

catalysée par l'acétyl CoA carboxylase (ACC, 1BadEigure 1.20).

NADPH + CO,
6-phosphogluconate Lé: Ribulose-5-P — — —> Glycérol —r— - —eim e — i
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Pyruvate

I
- |
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|ImTTmmmes v |
! NADP' NADPHy ¥
Acétate —» Acétyl-CoA —® Citrate —— isocitrate A2 -Oxaglutarate I
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) ACC NADP*+ NADPH
Acétyl-CoA —— Malonyl-CoA

@/

3-hydroxybutyrate —» 3-hydroxybutyrate => —> Butyryl-CoA

Acyl-CoA™ ACBP Réticulum
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Figure 1-20 : Synthése des acides gras et des tggérides dans la cellule épithéliale mammaire des
ruminants (d'apres Bernard et al, 2008 ; Hawke & Taylor, 1995).
1 = voie de synthése des acides gras ; 2 = captatites acides gras d'origine sanguine ; 3 = désatuian
des acides gras ; 4 = synthése des triglycéridesCBP : « acyl-CoA binding protein » ; ACC : acétyl-®A
carboxylase ; ACS : acyl-CoA synthétase ; AG : acabs gras ; AGPAT : acylglycérol-3-phosphate
acyltransférase ; CD36 : « cluster of differentiatbn 36 » ; CM : chylomicron ; CO2 : dioxyde de carboe ;
DG : diacylglycérol ; DGAT : diacylglycérol acyltransférase ; FABP : « fatty acid binding protein » FAS
. « fatty acid synthase » ; Fructose-6-P : Fructosé-phosphate ; GG : globule gras ; GK : glycérol kiase ;
GL : gouttelette lipidique ; GPAT : glycérol-3-phophate acyltransférase ; G-6-P : glucose-6-phosplet
LPL : LipoProtéine Lipase ; MG : monoacylglycérol ; NADP+/NADPH : nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate ; Ribulose-5-P : Ribulose-phosphate ; SCD : « Stearoyl-CoA Desaturase » ; TG
triglycérides ; VLDL : « very low density lipoprotein » ; 3-P-glycérate : 3-phospho-glycérate.

L’initiation de la synthese des acides gras sep@itla condensation d’'un acétyl-CoA

avec un malonyl-CoA, cette réaction est catalysgéaipe synthétase d’acide gras (« fatty acid

synthase » ou FAS). L’élongation de la chaine aqagbcse fait ensuite de facon cyclique par

ajout de deux carbones venant d’'une molécule denylaCoA. La différence de tailles des

chaines carbonées des AG du lait vient de I'infgrom du processus d’élongation. Il semble

gue ce processus d’interruption de I'élongationt spécifique aux cellules des tissus
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mammaires (Hawke & Taylor, 1995). Dans les autiesus, la réaction d’élongation ne
s’achéve que lorsque I'acide gras a 16 atomesr@ra (acide palmitique) a été produit. Ces
réactions sont catalysées par un complexe enzyneaagpelé FAS qui contient sept sites
catalytiques (responsable de I'élongation) et te giotéique permettant de lier I'acide gras
en cours de synthése. Ce site protéique est alifin €le réaction par une thioesterase afin de
libérer l'acide gras. L'acide gras est souventribéans le cytosol sous la forme d’acyl-CoA.
Il circule probablement lié a une protéine de 6aigAcyl CoA Binding Protein, ACBP). Le
complexe ACBP-Acyl-CoA est un substrat pour lesyemzs lipogéniques telles que les
synthétases de TG (Mikkelsen & Knudsen, 1987).

La régulation de la synthese des acides gras degiedeé la régulation de certaines
enzymes limitantes telles que la FAS, lisocitrti@DP déshydrogénase et 'ACC. La
synthese des acides gras du lait n’intervient gd@clenchement de la sécrétion lactée, lors
de la parturition (Mellenberger & Bauman, 1974; Mebergeret al, 1973). La voie de
synthése des acides gras du lait est donc régalééep hormones lactogenes a savoir la

prolactine, I'insuline et la cortisone (Hawke & Tary 1995).

¢ Captation des acides gras a longues chaines par tllule épithéliale
mammaire

Les acides gras du lait a chaine longue (de 16 at@®es de carbone) ne sont pas
néosynthétisés dans la glande mammaire et ne praaie pas de I'élongation d’acides gras
plus courts mais sont captés a partir du sangap@EM (voie 2 de la Figure 1.20).

Chez les ruminants, ces AG sont présentés a la €ktvbous forme de TG intégrés
dans des lipoprotéines (« Very Low Density Lipophot», VLDL ou « Low Density
Lipoprotein », LDL) ou des chylomicrons (CM) sodus forme d’acides gras non estérifiés
(AG libres) liées a la sérum albumine. Ces acidess goroviennent de Il'alimentation de
'animal (cf. Figure 1.19) ou de la mobilisatiorpartir des dépoéts adipeux (Hawke & Taylor,
1995). La captation des acides gras contenus @sn$§@ circulants se fait aprés hydrolyse
des TG par la lipoprotéine lipase (LPL). Cette dpeest liée a la membrane plasmique
luminale des cellules endothéliales des capillag@sguins. Les acides gras libérés par la
lipoprotéine lipase seraient transportés par degvemoents latéraux a travers la membrane
luminale de la cellule endothéliale et de la memérbasale de la CEM (Scaet al, 1979).
Une autre hypothése suppose que les acides gm&s Igmient transportés a travers la

membrane plasmique de la CEM grace au cluster €ératficiation 36 (« cluster of
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differentiation », CD36), avant d’étre liés a unetpine de liaison aux acides gras (« Fatty
Acid Binding Protein », FABP), localisée dans l¢opfasme (Rasmussen al, 1998).

Les acides gras captés du sang sont ensuite nwdifi@cyl-CoA par une acyl-CoA
synthétase (ACS) longue ou moyenne chaine situés ¢ membrane du réticulum
endoplasmique (Hawke & Taylor, 1995). lls sont éestelargués dans le cytosol ou ils sont
liés & ACBP ou intégrés directement aux réactiensythithese des TG.

Pendant la lactation, la prolactine entraineraé sappression de l'activité de la LPL
du tissu adipeux et une augmentation de la quatitéette lipase dans le tissu mammaire

(pour revue, Hawke & Taylor, 1995).

¢ Modification des acides gras pour la synthése desglycérides du lait

Dans la CEM totalement différenciée, s’exerce wrtefactivité de désaturation liée a
I'activité de la delta-9-désaturase ou stéaroyl-Ci@saturase (SCD, voie 3 de la Figure 1.20).
La SCD désature les AG a chaine carbonée longo®genne (supérieure a 10 atomes de
carbone) avec un effet plus marqué pour les adgas de 10 a 16 atomes de carbone
(Schenninket al, 2008). Dans la CEM, la SCD introduit une doukdéesbn entre les carbones
9 et 10 (cf. Figure 1.21).

CH; CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, ) o
18 N . AZAN /S N/ N Acide stéarique
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, COOH A-9
° ! desaturase
CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH,
/\/ \/\/\ /\ AN \/\ Acide oléique

CH; CH, CH, CH, HC=CH CH, CH, CH, COOH
18 9 1
n n-9

Figure I-21 : Désaturation de I'acide stéarique (C8&:0) en acide oléique (C18:1) par la delta-9 désaase

Les autres désaturations observées sur les adigeslg lait, telles que la désaturation
au niveau du 1" carbone sur I'acide trans-vaccénique, sont destaiégions issues des AG
alimentaires polyinsaturés qui ont été partiellentgydrogénés par les microorganismes du
rumen. Les substrats préférentiels de la SCD ssnatyl-CoA apportés par la FABP3. Les
acyl-CoA désaturés sont ensuite transportés pdaABP4 (Bionaz & Loor, 2008) puis
incorporés dans la matiere grasse laitiere.

La désaturation des acides gras longs de plus @o2@es de carbone est possible grace a la
présence de désaturases d'acides gras (« fattydasdturase », FADS) qui ajoutent des

doubles liaisons au niveau des positions deltadekh-6 des acides gras polyinsaturés. C’est

-62 -



Chapitre 1

cette enzyme qui catalyse la synthese des acideshidoniques (C20:4,n-6),

eicosapentaénoiques (C20n53) et docosahexaénoiques (C22163).

¢ Biosynthése des triglycérides dans la cellule ép#hale mammaire

La biosynthése des TG dans la cellule épithéliadenmaire (voie 4 de la Figure 1.20)
utilise préférentiellement le glycérol-3-phosph@e3-P, cf. Figure 1.22), qui provient soit du
glycérol soit du dihydroxyactéone phosphate. Le-B-st synthétisé dans la CEM a partir du
glycérol via I'action d’'une glycérol kinase ou arfradu glucose via la glycolyse ou la voie
hexose monophosphate. La proportion de glycéravéérdu glucose dans la CEM des
ruminants est de 50-60% contre 80% chez la lapénesste du glycérol vient de I'hydrolyse
des TG du sang par la lipoprotéine lipase (Hawk&aglor, 1995). L’autre source de G-3-P
pour la synthese des TG est I'acylation du dihygaaétone phosphate (DHAP) dérivé du
métabolisme glucidique. Cette source est 15 foimsnatilisée dans la CEM que le G-3-P
(Hawke & Taylor, 1995).
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Figure 1-22 : Synthése des triglycérides dans la lbele épithéliale mammaire (adapté de Belkt al, 1981,
Ollier, 2007).

ACS : Acyl-CoA synthétase ; AGPAT : acylglycérol-3phosphate acyltransférase ; DGAT : diacylglycérol

acyltransférase ; G3PDH : glycérol-3-phosphate déghdrogénase ; GK : glycérol kinase ; GPAT : glycéroal

3-phosphate acyltransférase ; LPP : acide phosphdigue phosphatase.

La voie de synthése des triglycérides (cf. FiguB2)Lutilise les substrats G-3-P et les
acyl-CoA et les enzymes glycérol-3-phosphate amydiferase (GPAT), acylglycérol-3-
phosphate acyltransférase (AGPAT ou acide lysogfaigpque acyltransférase, LPAAT) et
la diacylglycérol acyltransférase (DGAT). Ces enggnapparaissent étroitement liees a la
membrane du réticulum endoplasmique (Colenginal, 2000) et sont appelées plus

communément synthétases des TG. Le glycérol cantreis fonctions alcool pouvant
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accueillir chacune un acyl-CoA. Ces fonctions algmotent, dans I'ordre d’estérification par
les synthétases des TG, les positiems, sn-2etsn-3 les positionsn-1letsn-3étant les plus
extérieures. La GPAT catalyse I'ajout du premigdagras en positioan-1d’une molécule

de glycérol. LAGPAT participe a l'estérificationuddeuxieme acide gras en position 2 du
monoglycérol. DGAT catalyse l'addition du derniecide gras sur une molécule de
diacylglycérol. Une autre enzyme nécessaire arnthege des TG est I'acide phosphatidique
phosphatase (LPP), c’est une protéine cytosoliguidydrolyse I'acide phosphatidique pour
former le diacylglycérol. Elle est active dans eetéaction lorsqu’elle est associée a la
membrane du réticulum endoplasmique (Coleratal, 2000) et est indispensable pour la
synthése des TG puisque le substrat de DGAT estlideylglycérol et non lacide
phosphatidique. Il est aussi suggéré dans laditiée que la transformation de I'acide
phosphatidique en diacylglycérol soit catalysée lpalipine 1 (Bionaz & Loor, 2008).
Plusieurs hypothéses sont possibles et non exelmigpour I'utilisation des acides gras a
chaines carbonées courtes et moyennes au niveayritbgtases de TG. Soit ces acides gras
sont directement transmis par la FAS aux synthétaseir la synthése des glycérolipides
(Hawke & Taylor, 1995), soit les acides gras saidispntés aux synthétases de TG sous la
forme de substrat complexe ACBP-Acyl-CoA (MikkelsiKnudsen, 1987).

La spécificité de substrat des enzymes intervedans la synthése des TG explique
pour partie la distribution des acides gras surtles positions du glycérol. Les grandes
proportions (56-62%) des acides gras estérifiéspmsitionssn-1etsn-2sur le glycérol sont
des acides gras de chaine moyenne, longue et sgueeC10:0 a C18:0). Le C16:0 est
également distribué sur les deux positions (Berrar@l, 2008), les C8:0 a C14:0 sont
préférentiellement en positian-2et le C18:0 est préférentiellement positionnéei Les
acides gras estérifies en positem3sont des acides gras a chaine courte (C4:0, C8:0)
et I'acide oléique (C18:L;is9).

Les enzymes de la synthese des lipides du lainvdeur activité accrue par la présence
d’'insuline (Colemaret al, 2000). Le glucagon diminue le nombre de trarscid la GPAT
(Colemaret al, 2000).

» La biosynthése des autres lipides du lait

A part les acides gras non libres, les autresdmgpidu lait sont essentiellement des

constituants de la membrane du globule gras.
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¢ Synthése des glycéroplipides.

La plupart des phospholipides présents dans la msrabdes globules gras sont
synthétiségle novodans la cellule épithéliale mammaire a partir plesluits de I'’hydrolyse
pendant leur absorption des phospholipides présanis le sérum. La phosphatidylcholine, le
phospholipide le plus représenté dans le laita gthHosphatidyléthanolamine sont synthétisés

dans la glande mammaire a partir du diacylglyc@lFigure 1.23).

CDP-Diacylglycérol < Acide phosphatidique  §
CH2-0— c— R
l
Phosphatidyl-inositol CH2—0 — PO,
ICI) ::HZ—O— Icl_ R CJ

R—Cc-C-H o)
! o
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- O CH2-O- c-R
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o CH2—0— P—0~
I
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Figure I-23 : Enzymes intervenant dans la synthésges phospholipides du lait (adapté de Bedlt al, 1981).
. acide phosphatidique cytidyltransférase (CDP-dicylglycérol synthétase), B : phosphatidylinositol
synthetase C : acide phosphatidique phosphatase, :diacylglycérol acyltransférase, E : dlacylglyceml

éthanolamine  phosphotransférase, F : diacylglycérol cholinephosphotransférase, G
phosphatidyléthanolamine serinetransférase.

Ces syntheses font intervenir la diacylglycérol lcteo phosphotransferase et la
diacylglycérol éthanolamine phosphotransferaseutjlisent respectivement la CDP-choline
et la CDP-éthanolamine comme substrat (Belhl, 1981). Ces enzymes sont probablement
ancrées dans la membrane du réticulum endoplasmigyghosphatidyl sérine est issue de la

carboxylation de la phosphatidyl éthanolamine parphosphatidyl éthanolamine sérine
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transférase. La phosphatidyl inositol est syntkétia partir de CDP-diacylglycérol grace a
I'action de la phosphatidyl inositol synthétase.dphingomyéline est synthétisée a partir de
céramide lui méme synthétisie novodans la CEM a partir de sérine et d’acide palméiq
(C16:0).

¢ Le cholestérol

Chez les ruminants, la part de cholestérol proviedarn’alimentation est trés faible,
voire nulle, car les régimes sont pauvres en chiaset celui-ci est hydrogéné dans le
rumen. Le cholestérol présent dans le lait esth&yisttde novoa partir d’acétate soit dans le
foie, puis passe dans le sang avant d’étre capté gégande mammaire, soit directement dans

la cellule épithéliale mammaire (Hawke & Taylor 9%9.

[.3.3.3. Origine et sécrétion du globule gras

Les précurseurs intracellulaires du globule grasnpent leur source dans le réticulum
endoplasmique, qui est le lieu de synthése des$ydéddes. Aprés leur synthese, les
triglycérides s’accumulent entre les deux couchlesspholipidiques de la membrane du
réticulum endoplasmique, créant ainsi un renflengehtFigure 1.24). Apres avoir grossi, le

renflement se détache du réticulum endoplasmiqestdibéré dans le cytosol sous la forme
de petites gouttelettes lipidigues entourées d'mmenocouche de phospholipides. Le
mécanisme associé a la formation de ces gout®lettdamment I'accumulation de TG et sa
libération, reste encore largement hypothétique peyoas dire inconnu. Des protéines telles
les périlipines, TIP47 et I'adipophiline interviglagent dans ce mécanisme dont la régulation,

Si ce processus est régulé reste a explorer (Baetr&n2006; Heid & Keenan, 2005).
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Figure 1-24 : Formation de la gouttelette lipidique entre les deux couches phospholipidiques de la
membrane du réticulum (Brown, 2001).
En jaune les triglycérides.

Dans le cytosol des cellules épithéliales mammaitastaille des gouttelettes
lipidiques varie de moins de 0,5 um a plus de 4 dendiameétre. Les gouttelettes
augmenteraient de volume par fusion entre ellesy Que les mécanismes de fusion ne soient
pas encore bien élucidés. Les mécanismes de fesitva gouttelettes existeraient entre les
petites gouttelettes. Lorsque la gouttelette aatadtint un certain volume, la fusion ne serait
plus possible. L’augmentation de la taille des tgettes lipidiques se ferait également par
transfert de lipides du cytosol vers l'intérieur ke gouttelette (Heid & Keenan, 2005).
L'augmentation du volume des gouttelettes lipidgjugintensifie au voisinage de la
membrane apicale de la CEM. Les globules gras itldéavache sont a 80% d’un diametre
inférieur & 1 um, ce qui laisse supposer qu'unedganajorité des gouttelettes lipidiques ne
fusionnent pas avant leur sécrétion.

Les gouttelettes lipidiques migrent de leur lied@enation, le plus souvent au niveau
basal de la cellule, vers la membrane apicale @amttcanismes non entierement élucidés. Il
semble toutefois que le cytosquelette intervienapsdces mécanismes de migration. Les
microtubules, les filaments d'actine et les filansede prékeratine sont autant de pistes
d’étude sur la migration des gouttelettes lipidgjdans la CEM (Heid & Keenan, 2005).

Les gouttelettes lipidiques sont sécrétées au niagacal par enroulement progressif de la
gouttelette par la membrane plasmique jusqu’a squlsion totale dans la lumiere de
l'acinus. Un autre mécanisme de sécrétion posgialese par la voie de sécrétion des
protéines. Dans ce mécanisme, la gouttelette sasadciée a des vésicules de sécrétion et
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serait donc expulsée par exocytose dans la lurded&cinus (cf. voie C Figure 1.2, Mather
& Keenan, 1998b). Toutefois, compte tenu de la ausiipn protéique de la membrane du
globule gras, qui révele la présence de protéieestque la butyrophiline (BTN) et la
mucine 1 (MUC1), le premier mécanisme de sécrédipparait étre dominant. Lors de la
sécrétion de la gouttelette lipidique, la xanthoxg/dase (XDH) située dans le cytosol se
lierait a deux molécules de BTN situées dans la bmane plasmique formant ainsi des
dimeres de BTN. La XDH et les BTN sont liées pas gdents disulfures. Le complexe BTN-
XDH ainsi formé pourrait se lier a I'adipophilin®u « adipocyte differentiation-related
protein », ADRP) située dans la monocouche lipidigatourant la gouttelette lipidique. Ce
sont ces interactions entre protéines qui permetirdenrobage total de la gouttelette par la
membrane plasmique et I'expulsion du globule grassdle la lumiere des acini. Lors de
'expulsion de la gouttelette lipidique, du cytogtae peut étre également enveloppé par la
membrane plasmique de la CEM (Heid & Keenan, 200&)globule gras mature ensuite
dans la citerne de la glande mammaire. Au coursette maturation, des échanges se font
entre le contenu de la lumiére de l'acinus, le cetula membrane du globule gras: les
éléments liposolubles se déplaceraient essentiefierde la membrane vers le noyau du
globule gras, les éléments hydrosolubles se dépli@ce préférentiellement vers le lait, seuls

les éléments amphiphiles resteraient ancrés daner@brane (pour revue, Evers, 2004).

1.3.3.4. Le réseau de genes impliqués dans la synthese de la
matiere grasse laitiere

Les travaux présentés dans cette these compaemrddils d’expression génique
dans le tissu mammaire. Nous avons donc choisster dans cette partie les isoformes des
genes exprimés dans le tissu mammaire des rumieariggtation, et spécifiant des enzymes
impliquées dans la synthese de la matiere gragggdaPour plus de détails et de précisions,
le lecteur pourra se référer aux revues de Bersiaatl (2008) et Bionaz et Loor (2008).

Les géenes participant a la captation et au trahsjas acides gras vers la CEM sont
ceux du récepteur des VLDWIDLR), de la lipoprotéine lipasd.PL), des transporteurs
d’acide gras (« solute carrier family » Z1,C27A% et leCD36.

Les genes intervenant dans le transport des agidssdans la CEM spécifient les
protéines de liaison aux acides gras (« Fatty Bamdliing Protein »FABP3et FABP4) et les
protéines de liaison aux acyl-CoA, bien que leue réoit moindre (« Acyl-CoA Binding
Protein » ACBBP.
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Les génes associés a l'activation des acides gmasl@ur utilisation dans la synthese
des TG spécifient I'acyl-CoA synthétase pour longcieaine ACSL) et l'acyl-CoA
synthétase pour chaine couCSS2t dans une moindre mes#WE€SS)

Les genes spécifiant des transporteurs d’ATP adsauix membranes sont « ATP-
binding cassette, sub-family G (WHITE), member @BCG2 et I'« ATP-binding cassette,
sub-family A, member 1 »ABCAJ. La protéine ABCG2 est présente dans la membrane
apicale des CEM de souris et joue un role actifsdansécrétion de toxines dans le lait
(détoxification du tissu). Elle est aussi présatares la membrane des globules gras. Son role
dans les mécanismes de synthése et de sécrétidiaitdest encore mal connu. Elle
interviendrait dans la sécrétion de quelques duomstis du lait (van Herwaardet al, 2006).

La protéine ABCAL interviendrait dans I'excrétion dholestérol par la cellule (Bionaz &
Loor, 2008).

Les genes intervenant dans la synthésenovodes acides gras sont I'acétyl-CoA
carboxylaseACACA et la fatty acid synthas€ASN.

La désaturation des acides gras fait interverstdaroyl-CoA désaturas€CDJ pour
les acides gras a chaine carbonée moyenne et |¢aigwe 10 et 18 atomes de carbone) et les
« fatty acid desaturase » (désaturase d’acides lgpd3S1et FADSY pour les acides gras a
chaine carbonée trés longae20 atomes de carbone).

La synthese des triglycérides est assurée paglydgrol-3-phosphate acyltransferase,
forme mitochondriale GPAM) pour I'estérification du % acide gras sur le glycérol, I'1-
acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferaseAGPAT§ pour I'estérification du ¥ acide
gras sur le monoglycérol, I'acide phosphatidiquegphataseLPP) ou la lipine 1 (PIN1)
pour I'hydrolyse de l'acide phosphatidigue en digbycérol, et la diacylglycérol
acyltransférase DGAT]J) pour I'estérification du %" acide gras sur le diacylglycérol.

Les génes participant a la formation, au transporta sécrétion des gouttelettes
lipidiques spécifient les périlipine®I(IN) et 'adipophiline ADFP) qui interviennent dans la
formation des gouttelettes au niveau du réticulumdoplasmique et dans leur transport
jusqu’a la membrane apicale de la CEM ; la butyiloph(BTN1A) et la xanthine oxydase
(XDH) qui interviennent dans les mécanismes de sénrddda gouttelette.

La régulation de la synthése des lipides du lajilimue la protéine de liaison a des
éléments stérols régulateurs (« stearoyl regulagbeynent-binding protein 1 >5REBPlet
dans une moindre mesu8REBPY2, la protéine de clivage activant la SREBP (« SREB
cleavage activating protein $CAB, le gene activé par I'insuline (« insulin inducgene »,

INSIG1 et INSIG2, les genes activés par I'hormone thyroidiennghytoid hormone
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responsive », SPOT14HRSBH, les récepteurs nucléaires « peroxisome protderactivated
receptor gamma >PPAR)) et ses co-activateurBRARGC1APPARGC1R.

Enfin, les génes intervenant dans la synthése éesnides, molécules impliquées dans la
signalisation, le cycle cellulaire et la régulation transfert de protéines du réticulum
endoplasmique a I'appareil de Golgi spécifient Id-acylsphingosine amidohydrolase-like »
(ASAHD, la «lymphocyte activated gene » (LAG1 homolegramide synthetase 2 ou
LASS2, le transporteur des céramides entre le RE &olgi (« oxysterol binding protein »,
OSBPL2etOSBPL10.

Nous avons entrepris d’étudier et de comparerlestriptome de la glande mammaire
dans différents états physiologiques (chapitrest lll). Le transcriptome se définit par tous
les ARN présents dans une cellule ou dans un tsswont étre traduits en protéines. Il
représente un « instantané » de tous les genefiapiedes protéines exprimées a un moment
donné. Pour étudier le transcriptome, plusieurdirtiggies existent. Le SAGE (« Serial
Analysis of Gene Expression ») qui consiste a s@presans priori tous les ARNm extraits
d’un tissu ou d'une cellule. Au début des travawx adtte thése, cette méthode était peu
utilisée, notamment en raison des problémes posés ljidentification des séquences pour
des especes «orphelines » et du colt des opé&atienséquencage. Depuis, avec le
développement de nouvelles technologies de séggemassivement parallele, on assiste a
un regain d’intérét pour ce type d’approche. LalRIR quantitative en temps réel permet de
dénombrer les transcrits issus d’'un gene donné. ésit classiquement utilisée pour valider
des différentiels d’expression. Avec 'apparitioa l& technologie TLDA (« TagMan® Low
Density Array ») il est possible d’analyser simnéienent 384 génes de cette facon. Enfin, les
puces a ADN permettent la comparaison sur un mémpost du niveau d’expression de
milliers de génes, voir d’'un génome entier. Au déeinos études, cette derniere technique
était en pleine émergence, notamment avec le déwetoent de puces a ADN bovine et de
modules d’analyse et d'interprétation des donniéesdonc été décidé d'utiliser la technique
des puces a ADN « deux couleurs » pour réalisetrd@mux. Cette technique sera présentée

ci-apres.

I.4. Technologie des puces a ADN « deux couleurs » pdigtude du
transcriptome
L’objectif de cette partie est de donner un bredrgp de la technologie des puces a

ADN deux couleurs, utilisée dans le cadre de ¢h#@ee, pour analyser le transcriptome. Pour
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plus de détails sur la diversité des microarragsyd fabrications et leurs utilisations, le

lecteur pourra se référer a I'article de Bogardlef2008).

[.4.1. Définition et principe

Une puce a ADN (ou biopucékjochips, DNA-microarrays ou microarraygst un
support (membrane de nylon, lame de verre ou dausi) sur lequel une collection de
fragments d'ADN, de séquence nucléotidique conauété fixée de facon ordonnée. Les
fragments d’ADN de séquence connue sont appelésatates La technique des puces a
ADN permet de quantifier le niveau d'expression geses, représenté par le nombre de
transcrits, dans une cellule ou un tissu donne (fatestin, glande mammaire...), & un instant
donné du développement ontogénétigue (embryon, teadul ou dans un état
physiopathologique donné (malade/sain, gestatamtation ...).

Le principe de la puce a ADN repose sur la progragt’ont deux molécules d’acide
nucléique monocaténaires de s’apparier de facotifepee, lorsqu’elles présentent un degré
de complémentarité suffisant. Concrétement, les ARBfdux sont extraits des cellules et
convertis en ADN complémentaires (ADNc) par la téghe de transcription inverse. Cette
étape de rétro-transcription peut étre simultanée soivie du marquage par deux
fluorochromes tels que les Cyanine 3 (Cy3, vert®) @€y5, rouge). Les ADNc marqués sont
communément appel&sbles (complexes)une fois marquées ces cibles sont hybridées sur
les sondes de la lame de verre. Cette hybridatinétte hautement spécifique entre la cible
et la sonde dans les conditions expérimentaleséags. En systéme hétérologue (ou la sonde
et la cible sont de deux especes difféerentes)péxiicité peut étre legerement diminuée,
I’hybridation peut se faire méme s’il existe quadgumismatches.

La technologie des puces a ADN a pour origine enbrtique de biologie moléculaire
appelée Northern Blot, adaptée aux ARN a partladechnique du Southern Blot développée
par Southern en 1975 (revue dans Sehal, 2002). Le Northern Blot consiste a séparer dans
un gel, par électrophorese, les ARN extraits d’igsut dont on veut analyser le profil
d’expression génique. Les ARN sont ensuite tragsf@ar adsorption sur une membrane de
nylon. Les ARN fixés sur la membrane sont révélés pybridation d'une sonde
nucléotidique spécifique d’'un géne donné, marqgad®activement. Si ’ARN de ce géne est
présent sur la membrane, une bande est alors eevéldechnique des puces a ADN procede
de facon semblable en multipliant le nombre de esngéniques révélées en une seule

hybridation.
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1.4.2. Les différents types de « puces a ADN »

Les différents types de réseaux existant se dééinispar la nature du support, le type
de sondes déposées, la densité du dépot et leéyparquage des cibles.

Depuis sa création, la technologie des puces a Alebnhnu deux évolutions majeures
(Saluzet al, 2002). La premiére évolution a porté sur la reidm support utilisé. Il y a eu
miniaturisation du support et passage a des lame®ite. La seconde évolution a concerné
les sondes présentes sur le support. Vers 1994ppstru, avec les puces Affymétrix, la
synthesean situ des séquences oligonucléotidiques, directementessupport. Ce nouveau
mode de fabrication est venu concurrencer le dégidtting) et a permis d’augmenter la
densité de genes présents sur le support (8akiz 2002).

Les sondes spottées sur les lames sont soit ddsifgrale PCR ou des séquences
oligonucléotidiques synthétisées chimiquement. €esdes sont de séquence connue et
peuvent étre identifiees comme une séquence ex@rimais non annotée (« Expressed
Sequence Tag », EST) ou correspondre a un gératparént caractérise.

Les macro-réseaux ou « macroarrays » sont le plugest des membranes de nylon
sur lesquelles ont été déposées des produits de ifXDR de I'amplification de banques
d’ADNc. Les cibles complexes hybridées sur cesadsesont marquées radioactivement.
n'y a qu'un seul échantillon hybridé par membrameais une membrane peut étre
deshybridée et resservir dans plusieurs expérieneeslensité des sondes déposées sur la
membrane est d’environ 100 sondes/cm?.

Les micro-réseaux ou « microarrays » sont esskartieht des lames de verre sur
lesquelles ont été déposeés des produits de PCRrapié d’ADNc ou des oligonucléotides.
Sur ce type de réseaux, les oligonucléotides amérggement une taille comprise entre 40 et
80 nucléotides. Les cibles complexes hybridéesasiréseaux sont classiguement marquées
par des fluorochromes et une a trois conditiongergentales (généralement deux) peuvent
étre hybridées sur une méme lame. La densité d@t dé&s sondes sur la lame est de 2 000
sondes/cm?.

Dans le cas de sondes synthétiaéstu, la densité des sondes sur le micro-réseau peut
augmenter pour passer de 12 000 sondes/cm? (pugiemnih a 162 000 sondes/cm? (puces
Nimblegen).

Dans ce travail de thése trois types de pucegyaralcléotides bovins ont été utilisés,

suivant leur disponibilité (cf. Tableau 1.5).
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Tableau I-5 : Caractéristiques des trois puces a AN utilisées dans ce travail de thése

Lame Opéron Lame du CRB Lame Agilent

Taille de oligonucléotides 70mer 70mer 60mer
Méthode de fabrication de la lame Spotting Spotting Synthése in situ
Lieu de fabrication Génopbdle de Toulouse CRB-GADIE* Jouy-en-Josas Agilent USA
Nombre de réseaux par lame 1 1 4
Nombre de spots par réseau 19 200 23232 44 407
Nombre de set par réseau 2 2 1
Nombre de séquences
oligonucléotidiques (sondes) différentes 8 379 21586 21475
par réseau
Nombre de genes d|ffe,rents par set ayant 6 656 9973 13 746
une annotation acceptee par IPA A

r N\
Nom des sets Clermont Opéron lllumina Agilent
Nombre de séquences
oligonucléaotidiques (sondes) différentes 50 8 329 13 257 21 475
par set
Nombre de génes différents par set ayant 46 6 629 8058 13 746

une annotation acceptée par IPA

Type de marquage
Pré-hybridation

Hybridation

Lavage

Direct Pronto (Promega, France)

Universal microarray hybridation kit
(Promega, France)

Chambres Corning

Universal microarray hybridation kit
(Promega, France)

Indirect (Invitrogen, France) ou
Amplification et marquage direct

Solution de BSA

Four a hybridation Agilent (Agilent
Technologies)

Succession de solutions de
concentration décroissante en
SSC et SDS

Amplification et marquage direct
(Agilent Technologies)

Pas de pré-traitement

Four a hybridation Agilent (Agilent
Technologies)

Gene Expression Wash Buffer Kit
(Agilent Technologies)

* CRB-GADIE : Centre de Ressource Biologique Génomique des Animaux Domestiques et d' Intérét Economique
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v' Les lames Operon sont des lames utilisées parr(8lieal. (2007). Ces lames
contiennent le set d’oligonucléotides bovins conuiadisé par la société Opéron
(n=8 329) auquel ont été ajoutés 50 oligonuclésti@ppelé set « Clermont » dans le
Tableau 1.5, numéro d'accession GEO : GPL4594). alggonucléotides sont des
70mer, c’est a dire gu’ils comportent 70 nucléaid€es oligonucléotides ont été
déposés (spottés) en dupliqua sur des lames UIPS3Eorning B.V. Life Sciences)
sur la Plateforme « Biopuces » de la génopble dellolise Midi Pyrénées
INSA/DGBA. Ces lames comportent 19 200 spots cpoedant a 8 379 séquences
oligonucléotidiques différentes dont 6 656 (soit47%) sont des genes différents
ayant une annotation reconnue par le logiciel lnggrPathway Analysis (IPA).

v Les lames du CRB (Centre de Ressources BiologiG#BIE®, Inra, Jouy-en-Josas)
ont été produites en associant le set d'oligonticiés (70mer) bovins commercialisé
par la société Operon (n=8 329) et le set d'oligéntides synthétisés par la société
lllumina (n=13 257, numéro GEO : GPL2853). Ces anigcléotides ont été spottés
par le CRB-GADIE, sur des lames UltraGAPS (CornBwy. Life Sciences). Les
lames comportent 23 232 spots correspondant a @&&les (séquences) différentes
dont 9 973 (soit 46,2 %) sont des genes différagét une annotation acceptée par
IPA. Le faible nombre de génes par rapport au nerdbrsondes s’explique en partie
par le fait qu’il existe une certaine redondancteeles 2 sets commerciaux, et donc
gue certains genes sont représentés par 2 (paldwentage) sondes, mais aussi et
surtout en raison de la pauvreté de l'annotationgdnome bovin en séquences
exprimées.

v' Les lames Agilent sont fabriquées par la sociétdeAg (Agilent Technologies). La
synthese des oligonucléotides (60 mers) est réafisgtu, c’est a dire directement sur
la lame, par ajout successif de nucléotides, satoprincipe dérivé du systeme mis au
point par Hewlett Packard (HP) pour ses imprimaatgst d’encre. Cette technologie
permet de densifier le nombre de spots présentdaslame de verre. Les lames
Agilent comportent quatre réseaux de 44 407 spotsegpondant chacun a 21 475
sondes différentes (synthétisées en dupliqua) d8nt46 (64 %) sont identifiées

comme correspondant a des genes différents ayardanmotation reconnue par IPA.

! Génomique des Animaux Domestiques et d' Intéréh&mique

-75 -



Chapitre 1

1.4.3. Les différentes étapes mises en ceuvre pour la saébn

d’'une analyse transcriptomique différentielle suupes a ADN

L’objectif de cette partie est de présenter sucement les étapes successives d’'une

expérimentation de puce a ADN.

1.4.3.1. La planification expérimentale

L’expérimentation sur puces a ADN comporte de naubes étapes qui sont autant
de source de variabilités. Malgré I'importance ds gariabilités, certains biais peuvent étre
contrblés et d'autres ne le peuvent pas (ils stot alits aléatoires). Les biais contrélables
peuvent étre réduits en utilisant des procédurpérarentales strictes comme par exemple un
méme manipulateur pour une méme expérience. L&s ddizatoires constituent un bruit qui
réduit la puissance des analyses statistiquedfiabiéité des résultats.

La premiére étape de I'expérimentation sur pucA®B pour un biologiste est donc
de construire un plan expérimental approprié quingétra de contrbler et corriger les biais
liés a la technique et d’optimiser I'analyse stajise employée pour répondre a la question
biologique posée (Mary-Huast al, 2006). L’objectif d’un plan expérimental est djaniser
'analyse biologique pour en retirer I'informatida plus précise dans un nombre limité
d’expériences. Le plan expérimental est une coctstru de I'expérience qui répond aux
exigences scientifiques et statistiques en tenamipte des contraintes de quantité, de temps
et de budget. La puissance d'un plan expérimergak @tre optimisée en minimisant la

variance des estimateurs de I'effet étudié.

» La notion de répétitions

La sous-unité d’'un plan expérimental est le nomteerépétitions effectuées pour
chaque condition expérimentale comparée. Ce nom&tré limiter au minimum face aux
contraintes matérielles. La notion de répétitiormpoend le nombre d’échantillons par
individu et le nombre d’individus par condition éxjpmentale. Les répétitions correspondant
aux échantillons sont appelées répétitions teclesiquelles associées aux individus sont
appelées reépétitions biologiques. Une différencgnicative entre deux conditions
expérimentales peut étre détectée avec des répétitiechniques mais pas avec des
répétitions biologiques, car la variabilité biolgge est souvent plus élevée que la variabilité

techniqgue (Mary-Huardet al, 2006). Cependant, les conclusions biologiquest son
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completement dépendantes du type de réplicatidiseutiGénéralement, I'objectif d’'une
expérimentation est de conclure quant a une papalaDans ce but, seules les répétitions
biologiques sont valides puisqu’elle prennent emm@ les variabilités individuelles. Les
répétitions techniques sont alors utiles pour érat corriger les biais techniques (Mary-
Huard et al, 2006). Dans le cas des puces a ADN « deux cauleules données sont
appariées puisque deux conditions sont hybridéesrsuméme lame.

Dans la technologie des puces a ADN deux coulansgistingue deux modes de
répétitions : le dye-swap et le dye-switch. Le dy&p est une répétition technique d’'une
comparaison entre deux conditions expérimentales awersion de marquage (cf. Figure
1.25). Sur une premiere lame, les cibles représéngacondition A sont marquées avec la
cyanine 3 et les cibles de la condition B sont méeg avec la cyanine 5. Sur la deuxieéme
lame, il y a inversion des fluorochromes c’est g djue les cibles de la condition A sont
marquées avec la cyanine 5 et que les cibles denldition B sont marquées avec la cyanine
3. Dans un dye-swap, les individus hybridés sutdaxieme lame sont les mémes que ceux
utilisés sur la premiére lame. Le dye-switch et variante du dye-swap. Dans le dye-switch,
les individus utilisés sur la deuxiéme lame ne quad les mémes que ceux utilisés sur la

premiere lame.

ACy3 —>- =1 lame

+«>A<—> B =2 lames = 1 dye-swap (1 comparaison)

> A«e— B = 2 lames = 1 dye-switch (1 comparaison)

Figure 1-25 : Nomenclature utilisée dans la schémasation des plans expérimentaux en technologie de
puces a ADN « deux couleurs ».

Une fleche simple correspond a une lame sur laquellsont hybridés les deux échantillons reliés par la

fleche, chaque double fleche correspond a un dye-apvsoit deux lames sur lesquels sont hybridés lesuk

échantillons reliés par la fleche. Chaque lettre goeespond a une condition expérimentale, Cy : cyanie.

Le principe du dye-swap permet de dissocier I'effetfluorochrome de l'effet lié a
lindividu, puisque la cible complexe issue d’urdividu est obligatoirement marquée avec
les deux fluorochromes. Le principe du dye-switelpermet pas de dissocier I'effet individu
du biais lié au marqueur, car un individu est agsacun fluorochrome (Mary-Huard et al.,

2006). Dans le cas ou des dye-switch sont utiigés un plan expérimental comparant plus
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de deux conditions, il est conseillé de marques tes individus avec les deux fluorochromes
puis d’équilibrer le plan expérimental général ensidérant deux échantillons (cyanine 3 et
cyanine 5) par individu. Les études présentées cdamavail de thése, ont exclusivement fait

appel a des expériences en dye-swap.

» Les différents types de plans expérimentaux

A chaque question biologique correspond un planéexental optimisé. Le plan
expérimental doit concilier la question biologigaeec la variabilité du matériel biologique
disponible et le nombre de puces a ADN pouvantidilisées.

Quelgues types de plans sont présentés a la Higére

Al < Bl \\I f/ Bl

A2 <> B2 A2 «— | Ref |« B2
/
A3 «> B3 A/ I \::\*BS
cCl1 C2 C3 b
A2 A3
Al

7 B \ BlB2
Vo s

c3 c2 ¢l d

Figure 1-26 : Représentation schématique de différgs types de plans expérimentaux (adapté de Kerr &
Churchill, 2001).
a) comparaison directe de deux conditions expériméges A et B en dye-swap assortie de répétitions
biologiques, b) comparaison indirecte de quatre catitions expérimentales (A, B, C et D) en référencé un
référentiel commun, ¢) comparaison de cing conditizs expérimentales (A, B, C, D et E) a I'aide d’'unlgn
expérimental en boucle, d) comparaison de quatre nditions expérimentales (A, B, C et D) a 'aide d'n
plan expérimental en boucle avec renforcement deomparaisons deux a deux. Chaque double fleche
correspond a un dye-swap soit a deux lames sur lasgles sont hybridés les deux échantillons reliésapla
fleche, chaque lettre correspond a une condition e¥rimentale, chaque chiffre correspond a une
répétition biologique d’une condition expérimentale Ref correspond a I'échantillon de référence.
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Plan expérimental pour la comparaison de deux cioors

Le plan (a) permet la comparaison directe de deunditons. Chague comparaison
entre deux individus de deux conditions expérinlestaeprésente une réplication (ou
répliqua) biologiqgue. Une comparaison en dye-swapstitue une réplication technique. Ce
schéma est conseillé dans le cas ou les individusednéme condition expérimentale sont
assez différents entre eux : il faut alors augnrdet@ombre de comparaisons pour dégager

I'effet lié aux conditions expérimentales.

Plans expérimentaux pour la comparaison de plusieonditions expérimentales

Le plan (b) est un plan expérimental en référentegmpare indirectement plusieurs
conditions expérimentales entre elles. Ce plan ¢galkement étre utilisé pour comparer deux
conditions. L’avantage de ce plan expérimentabast permet de rajouter des conditions en
cours d’expérience. L'inconvénient de ce plan asil ¢ a une perte de puissance dans la
comparaison des conditions entre elles, puisqlyibrjamais comparaison directe entre deux
conditions sur un méme support. De plus, si ce pkiréalisé avec des dye-swap a chaque
comparaison, il nécessite un grand nombre de labeesombre de lames nécessaire peut étre
réduit en associant la référence a un fluorochretren marquant toutes les autres conditions
avec l'autre fluorochrome, bien que ce processuspemmette pas de dissocier ['effet
condition du biais lié au marquage.

Le plan (c) est un plan expérimental en boucle @amt plusieurs conditions
simultanément. Il est trés utilisé dans le casudiés cinétiques et dans le cas ou les individus
ne sont pas trop différents entre eux (cultureutahe), lorsqu’il 'y a pas de répétition
biologique d’'une méme condition.

Le plan (d) enfin, est un plan expérimental en gomparant plusieurs conditions
avec des répétitions biologiques pour chacune e$elDans la Figure 1.26, le plan est
parfaitement équilibré, car chaque condition eshgarée directement a toutes les autres. La
variabilité liée a lindividu est corrigée par laouxle. Quand cela n’est pas possible
(principalement lorsqu’il n'y a pas suffisamment d&seaux), il est possible de retirer
certaines comparaisons directes entre deux consdjtla ou elles sont les moins importantes.
La comparaison entre ces deux conditions se feoas aihdirectement a travers les

comparaisons directes entre les autres conditions.
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1.4.3.2. Préparation des cibles complexes, hybridation et
lavage

La préparation des cibles complexes consiste &foaner les ARN totaux, extraits
des tissus a comparer, en cible complexe qui pwiedeer de facon spécifique aux sondes
présentes sur les puces a ADN. Cette phase dugsueontient une étape de marquage qui
dépend du type de lame utilisé et permettra del@éVéxistence d'un éventuel différentiel
d’expression pour une séquence connue (sonde).

Il existe 3 types de marquage se distinguant pposition de I'étape de marquage par
rapport a la rétro-transcription et par la présemc@on d’'une étape d’amplification. On parle
de marquage direct lorsque celui-ci se fait pendantétro-transcription et de marquage
indirect lorsque celui-ci se fait apres I'étaperd@o-transcription. Trois types de marquage
ont été utilisés au cours de ce travail de thesdpection des diverses lames utilisées (cf.
Figure 1.27).
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Traitement 1 Traitement 2 Traitement 1 Traitement 2
e =i~ ARN_2 = =L~ ARN2
L ) — . S _
ARN.L 3O - ARN_1 T3 —_—
Cygl Retro-transcription lcys l Retro-transcription l
et marquage
[
ADNC ™ A_. 2 ADNc = s
) =, = ~. ADNC_2
marqué_1 s———— "“:,,""-r marqué_2 ADNe 1 e ==
Hybridation / oV
Cy3l Couplage l 4
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. b
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Scan
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A) Quantification
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bl - — ARN_2
ARN_1 =T —— _
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Figure 1-27 : Les différents types de marquages eechnologie de puces a ADN « deux couleurs ».

A) marquage direct, B) marquage indirect, C) marqua@e associé a une amplification. ADNc : Acide
Désoxyribonucléique complémentaire, ARN : Acide Ribnucléique, ARNc : ARN complémentaire, Cy3 :
cyanine 3, Cy5 : cyanine 5.

Le marquage directonsiste a rétro-transcrire I'ARN total en ADN quémentaire
(ADNCc) en incorporant directement dans la séquenmbéotidique néosynthétisée des dCTP
(deoxytidine triphosphate) marqués soit par la oy@B, soit par la cyanine 5.

Le marquage indirectonsiste a rétro-transcrire dans une premiereedespARN totaux en
ADNCc, en incorporant une catégorie de nucléotidasapt un groupement amino-allyl. Dans

une deuxiéme étape, les ADNc sont marqués parykesires 5 et les cyanines 3 qui sont
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couplés a la cible via les groupements amino-allglmarquage indirect présente I'avantage
de pouvoir conserver des ADNc non marqués.
Ces deux types de marquage utilisent entre 5 ag20ARN totaux.

Le marquage associé a une étape d’amplificationsiste a rétro-transcrire dans une
premiere étape les ARN totaux en ADNc puis a syigde des ARN complémentaires
(ARNc) marqués. La synthese des ARNc procede marsdription des ADNc, tout en
incorporant directement des dCTP porteurs de feloames. L'étape de transcriptionvitro
correspond a l'étape d’amplification. L’avantage dette technique est qu’elle est peu
consommatrice d’ARN totaux. En effet, a partir d¥® 519 d’ARN totaux il est possible de
produire suffisamment de cibles complexes marqpéas hybrider plusieurs lames.

La qualité d'un marquage s’évalue en mesurantoiegueurs d’onde a 260, 550 et 650 nm et
en calculant les fréequences d’incorporation (FGds @yanines selon les modes de calcul
proposeés par le fournisseur dans le protocole dejuage. Les seuils d’acceptabilité des

échantillons sont également recommandés par |aifsaur.

Deux types de transcriptions inverses ont étésésildans nos études. La premiere
utilisait des hexameres et permettant la rétrostaption aléatoire de tous les ARN. La
deuxieme utilisait des oligo(dT) et permettait &ro-transcription des ARNm uniquement
(c’est a dire ceux contenant une queue poly(Al@nmencant par I'extrémité 3'.

L’étape d’hybridation est celle qui met en contastcibles complexes marquées avec
les sondes présentes sur les lames.

Selon le type de lame, un prétraitement avant bghion peut étre nécessaire. Cette
étape est appelée pré-hybridation et sert a bldgsesites libres de captation d’ADN sur les
lames afin de limiter le bruit de fond.

Les protocoles d’hybridation des cibles complexi@snpon, température...) et de
lavage des lames aprés hybridation sont a adaptgpa de support et la nature des sondes.

1.4.3.3. Acquisition des images

Une fois I'hybridation réalisée, I'acquisition desages des puces a ADN se fait en
scannant les lames sur un imageur approprié. Lecipg des scanners est d’exciter les
fluorochromes fixés sur les sondes par un lasegega 635 nm, excitant la cyanine 5) et un
laser vert (a 532 nm, excitant la cyanine 3), d’liilep la fluorescence émise par les cyanines

excitées a l'aide d'un tube photomultiplicateur (PMet de mesurer puis de convertir en
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signal électriqgue et en données chiffrées cetardkcence sur un convertisseur analogique
digital. Certains parametres du scanner doiver étoisis ou optimisés en fonction de la
lame scannée tels que la résolution du scan (2,08, 10 um) dépendant de la densité des

oligonucléotides, la puissance des lasers et la derlecture.

1.4.3.4. Quantification des signaux

La quantification du signal rouge et vert de chaspet s’opére grace a des logiciels
de traitement d'image dédiés. La premiere étapeistna poser une grille spécifique de
chaque lame sur les images permettant de locatsge donner une identification a chaque
spot. La deuxieme étape consiste a sélectionneodéens de quantification. Ces options
concernent les critéeres d’élimination des spotsurmon uniformité du spot ou du bruit de
fond, non-existence d’'un spot (flags), ou de ré&smtudes spots en terme de pixels et enfin de
mode de calcul du signal (moyenne ou médiane desdspdu spot et du bruit de fond). La
troisieme étape consiste a exécuter la quantificatce que réalise automatiquement les

logiciels « Imagene » (Biodiscovery, USA) et « keatExtraction » (Agilent technologies).
[.4.4. Analyse des données issues des puces a ADN

.4.4.1. Normalisation des données

Avant la normalisation des données, il est possibéiminer certains spots non
conformes des fichiers de quantification. Les ceed’élimination sont fixés pendant cette
étape (cf. paragraphe 1.4.3.4.). Afin de consetwate I'information contenue sur les lames,
dans le cadre de nos études, aucun critere d'@tiom n'a été pris en compte. Une
vérification sur les genes utilisés pour l'intefptéon biologique des données a éteé effectuée
posteriori aprés analyse statistique.

La normalisation a pour objectif de corriger leaibisystématiques des données et de
supprimer, quand cela est possible, toute influereebiologique sur ces données (Bogeird
al., 2008). La normalisation oblige souvent a tranmsfar 'ensemble des données brutes en
données logarithmiques (généralement en base 2aogplitude de variation des intensités
brutes est trés large. En effet, certains spotsfssent un signal tres faible alors que d’autres
peuvent conduire a un signal saturant. La déteddies biais non biologiques se fait en
comparant graphiquement deux entités calculéesatie des intensités, M = lgdR/V) et la
moyenne des intensités, A = %R/V) ou R représente l'intensité du signal médians le
canal rouge et V lintensité du signal médian dansanal vert.

-83 -



Chapitre 1

Deux types de correction dans I'étape de normaisgteuvent étre appliquées. La
premiére correction concerne tous les types de laimepnsiste a corriger les signaux de
I'effet lié a la différence de comportement defachromes. Cette normalisation, appelée
Lowess (ou Loess), suppose que peu de geénes stexpridifferemment entre les deux
conditions expérimentales comparées sur la lame.l&ugraphes M-A (M-A plot) des
données brutes (Figure 1.28), le nuage de pointfoene de « banane » indique que les
données ne sont pas symétriques, car non centée®r®. Ceci est le reflet de courbures
liées a une non linéarité des intensités. Le camaje (Cy5) a un signal plus fort aux basses
intensités et le canal vert (Cy3) présente un $igh fort aux fortes intensités. La méthode
Lowess corrige ces courbures et fournit un nuag@alets centrés sur une droite (Figure
1.28B) (Bogardet al, 2008; Mary-Huardet al, 2006). La correction de ce biais se fait
localement pour chaque spot en appliquant un ajsie « Lowess » a l'intensité du signal
meédian du spot. Le signal de chaque point estéijastsignal des points qui I'entourent.
L’option choisie lors de I'application d’'une nornsation « Lowess » est le paramétrgui
détermine la fraction des données a utiliser pisget chaque point (Yangt al, 2002a). La
deuxieme étape de normalisation se fait uniquers@ntles lames spottées (type Operon ou
CRB). Sur les lames spottées, il y a présenceatss beprésentatifs des aiguilles d’'un spotter.
D’une aiguille a lautre, il existe des différencahomogénéité des spots (forme,
concentration,...), il est donc nécessaire de nosmales spots d’'un méme bloc pour pouvoir
comparer deux genes situés sur deux blocs differefgffet « bloc » se visualise sur un box-
plot (cf. Figure 1.28C). La normalisation par bloonsiste a retirer pour chaque signal de
chaque spot le signal médian du bloc dans lequspeotse trouve (Yangt al, 2002a). Apres
la normalisation par bloc, tous les spots d’'uneelaunt comparables entre eux (cf. Figure
1.28D). Cette normalisation n’est pas nécessairg fEs lames de type Agilent (synthése des
sondes oligonucléotidiqués situ).

Dans le cadre de cette these, ces deux étapesrdalisation ont été réalisées a partir
de la fonctionnormalisationdu package « anapuce », développé sous le logtcpr Julie
Aubert (UMR 518, AgroParisTech). Nous avons di @dec a une adaptation de cette

fonction pour permettre la lecture des fichiersissdu logiciel « Feature Extraction ».
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M-A plot : raw data M-A plot after a global lowess normalization
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Figure 1-28 : Exemples de graphes réalisés dans ftermalisation de données issues de la technologie d
puces a ADN « deux couleurs ».

(A) M-A plot des données brutes d'une lame de typéigilent. (B) M-A plot des données aprés

normalisation « Lowess » d'une lame de type Agilent(C) Boxplot des données aprés normalisation

« Lowess » d'une lame de type CRB. (D) Boxplot dennées aprés normalisation « Lowess » et par bloc

d’une lame de type CRB.

Avant I'analyse statistique du jeu de donnéesstiinécessaire de vérifier la cohérence
générale des données normalisées venant de phiséames d’'une méme expérience. Cette
vérification peut se faire (i) en calculant les ffioeents de corrélation entre les lames,
permettant de veérifier que les swap sont bien opgp¢soefficient de corrélation négatif entre
les deux lames d'un dye-swap) ; (i) en calculad toefficients de corrélation entre les
intensités des signaux normalisées de toutes fi@sslapermettant de vérifier que I'effet lame
n'est pas supérieure a l'effet échantillon et qas tépétitions biologiques d’'une méme

condition sont bien corrélées ; (iii) en tracarg explots permettant de visualiser rapidement
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si les lames sont comparables entre elles. Ceficafions permettent d’éliminer certaines

lames incohérentes d’une étude.

1.4.4.2. Analyse statistique d’un jeu de données

Les informations données ci-apres s’inspirent deslae de Mary-Huard et al., 2006
construite, notamment a partir des références stésa Butte, 2002 ; Leung & Cavalieri,
2003 ; Nadon & Shoemaker, 2002 ; Quackenbush, 2001.

L’objectif d'une analyse différentielle est d’idéigr les genes différemment exprimés
ou les génes dont le niveau d’expression diffetme’condition a l'autre. Ce type d’analyse
comporte trois étapes : (i) la définition de latistague qui évalue la difféerence d’expression
entre deux conditions, (ii) la définition d’une légle décision basée sur cette évaluation pour
déclarer si le gene est differemment exprimé oy @isle contréle de la probabilité de la
prise de la mauvaise décision (risque d’erreur)qlestion statistique posée est souvent « est-
ce que l'expression d’'un gene donné differe entre condition A et une condition B ? ».
L’hypothése nulle kil est alors I'absence de différence entre les deumxlitons (b = pa -
ug = 0, c'est I'égalité des variances estimées). eClaypothése est testée avec un t-test (ou
test de Student) en considérant’erreur de type |, c’est a dire la probabilité déclarer un
gene differemment exprimé alors qu’il ne I'est mix positif) etp I'erreur de type Il, la
probabilité de déclarer un gene non différemmemtriexe alors qu’il 'est. L’objectif de la
regle de décision est de faciliter le choix maissade controler la probabilité de se tromper.

La valeur de la statistique d’un test de Studepedd de deux quantités : la différence
moyenne des valeurs d’expression entre les deuxlitcmms et la variabilité de cette
différence d’expression (Mary-Huaret al, 2006). Il est donc nécessaire de modéliser la
variance pour chaque gene. Il existe trois modéisa de la variance. La premiére considére
une variance spécifique par gene, c'est a dire chaue géne présente une variabilité
spécifiqgue d’expression entre les deux conditi@ette modélisation est proche de la realité
d’'un point de vue biologique, mais difficile a obired’'un point de vue statistique. Tusher &
al. (2001) ont proposé un modéle d’analyse de ce tmeelé Significant Analysis of
Microarray (ou SAM) qui ajoute une variance contgamnla variance estimée afin de palier au
faible nombre de répliquas techniques et donc aeameir de I'estimation de la variance. La
deuxieme modélisation considére une variance coremauous les genes. Cette modélisation
est avantageuse pour l'analyse statistique mais@ssimpliste et peu réaliste d’un point de
vue biologique. Dans ce cas, la variance reprédanteoyenne de I'expression de tous les

genes et est fixée pour tous les tests de Stubdarderniere modélisation est intermédiaire,
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elle considere que les genes peuvent étre placssdds groupes de méme variance (Delmar
et al, 2005). C’est un modele de variance mixte ou chaggne a la variance du groupe de
genes dans lequel il se trouve.

Le probleme majeur de I'analyse des données de dnverre est la répétition du test
de Student autant de fois qu’il y a de genes slane de facon indépendante. Le nombre de
genes déclarés, par erreur, differemment expriraés ks deux tissus est alors proportionnel
au seuilo retenu pour le test, ce qui peut engendrer un n@mbportant d’erreurs. Par
exemple, si la lame contient 10 000 génes et queelir est de 5%, 500 génes pourraient étre
déclarés differemment exprimés alors qu’ils neolet pas. Pour éviter cela, il faut considérer
un test unique appelé test multiple, dont la praogdest associée a une hypothéese nulle
compléte H® «il n'y a pas de différence d’expression entsedenditions A et B pour aucun
des genes ». Le test multiple controle alors lguesglobal associé a une hypothése nulle
compléte (H°). Des corrections des probabilités associéessigkebal sont alors possibles.
La premiere, appelée « Family Wise Error Rate » FR)N est la procédure de Sidak et
Bonferroni, qui considére que dans la liste desegéatéclarés differemment exprimés par le
test multiple, il y a une probabilité (erreur de type 1) d’obtenir au moins un géne faux
positif. La seconde, appelée « False Discovery REDR), est la procédure de (Benjamini
& Hochberg, 1995), qui considére que dans la ligtegeénes déclarés différemment exprimés
par le test multiple, il y a (probabilité de I'erreur de type I) génes fauxipfss

Pour nos études, nous avons utilisé la foncBdfAnalysisdu package « anapuce »
qui fournit un fichier par type de modélisationldesariance contenant les deux méthodes de
correction des probabilités. Lorsque certaines edeps é€taient dupliquées sur la lame
(plusieurs spots correspondant a une méme soraldpnttion DiffAnalysis effectuait la

moyenne de leur intensité.

1.4.4.3. Clustering

Le clustering est une maniere simple d’ordonnendenbre important de données
issues des puces a oligonucléotides. Il permet¢gi®uper des genes et/ou des échantillons en
fonction de leur profil d’expression. Ce regroupemgeut s’effectuer avant analyse
statistique pour visualiser I'ensemble des donn@esapres analyse statistique pour ne
travailler que sur la liste des genes dont I'exgimes differe d’'une condition a l'autre. Le
choix de I'algorithme de regroupement a un impacte résultat final ; ce n’est donc pas une
représentation objective de l'information. Il y deméthodes de clustering, celle basée sur la

distance (« distance-based ») et celle basée suodlele (« model-based ») (Mary-Huaet
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al., 2006). Cette partie ne décrira que la méthodéeasir la distance car c’est la seule
méthode que nous ayons utilisée. Comparativemeeatt@ méthode, celle basée sur le modele
est plus performante, plus informative et plus edpctible mais nécessite de maitriser les
algorithmes de calculs. Un clustering est considsatisfaisant lorsque les groupes sont
homogenes et bien séparés, c’est a dire que laneariintragroupe doit étre comparable et
gu'il doit y avoir une grande variabilité intergmel Les deux types de méthodes de clustering
basées sur la distance sont le clustering hiéiguehiqui est une approche visant a minimiser
la variabilité intragroupe et le K-means clusteyiggi construit des clusters homogenes en
caractérisant chaque cluster par un point centmalyénne), en affectant chaque gene au
cluster le plus proche et en recalculant la moyesmece cluster. Lors de I'utilisation de
clustering basé sur la distance, il est conseidésahyer plusieurs regroupements en changeant
les parametres (nombre de clusters, groupes des genélépart...), et de ne retenir que le

regroupement le plus informatif.

1.4.4.4. Interprétation biologique des données

Une fois établie la liste des genes déclarés diffidnent exprimés ou la liste des
groupes de genes de méme profil dexpression, pkétauivante est dinterpréter
biologiquement ces données.

Chaque séquence oligonucléotidique de la lamesssicEe a un géne ou a un EST.
Les avancées en matiere de séquencage des gémota@sment du génome bovin, et dans la
réannotation des genes, surtout en terme de fonbimogique, obligent souvent a réannoter
les sondes présentes sur les lames avant de réatissprétation biologique. S'agissant des
lames utilisées au cours de nos travaux, les réatmms sont faites a partir des outils
développés sous Biomart par SIGENAE (Systeme d’iinédion des GENomes des Animaux
d’Elevage). A chaque séquence oligonucléotidiqudadiame correspondait un numéro de
contig « Sigenae » qui permettait, lorsque cel#é gtassible, de remonter a une annotation
« GeneBank » bovine ou « Unigene » humaine. Avecacmotations, il était alors possible
d’utiliser les bases de données d’interprétatiahogique. Lorsqu’il était impossible d’obtenir
une annotation dans Biomart a partir des numérosodég « Sigenae », I'annotation était
alors faite manuellement en s’appuyant sur lesrinédions fournies avec les lames et sur la
base de données du NCBI (National Center for Biotelogy Information).

Dans ces travaux de thése, deux bases d’interprétant été utilisées : la base de
données DAVID du National Institute of Allergy andfectious Diseases (NIAID), NIH
(Denniset al, 2003) et le logiciel Ingenuity Pathway AnalydiBA). DAVID est une base de
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données dont I'acces est libre, pouvant traiterashemtations bovines. Cette base de données
ne présente pas de lieu de sauvegarde et de stodkaglonnées chargées. A chaque analyse
il est nécessaire de recharger les fichiers. IPA ues logiciel colteux qui utilise des
annotations humaines, rat ou souris. Ce logicieinpe la conservation des données pendant
toute la durée de la licence. Comme IPA possedénfirmation bibliographique sur plus de
14 ans, il ne restreint pas l'interprétation biatpge aux annotations fonctionnelles de Gene
Ontology (GO). IPA propose également de nombreugd®ons d’'analyse telles que la
possibilité de fixer des limites d’analyse, de crdes réseaux, d'interroger les fichiers de
données sur une liste de génes connue...

Les informations fournies par une base de donnéetembrétation biologique ne sont
pas absolues. Il est conseillé de vérifier darigtéaature que les génes présents dans la liste

etudiée sont bien associés a la fonction biologmoposée par la base de données.
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Il. Chapitre 2 : étude transcriptomique de la différatinan

terminale du tissu mammaire caprin

Les facteurs et les mécanismes locaux participdat différenciation terminale de la
glande mammaire des ruminants au cours de la gestabnt relativement mal connus.
Toutefois, dans la littérature, il existe quelgéasdes effectuées chez les ruminants et portant
sur la transition gestation-lactation (Baldwin, &9&inucaneet al, 2008; Mellenbergeet al,
1973) ou sur I'effet de différentes hormones tetjae les hormones thyroidiennes (Capetco
al., 2008).

Devant I'absence de connaissances sur la difféaBogi des tissus mammaires des
ruminants, notamment dans des stades précoces giestation, nous avons entrepris une
analyse globale de la différenciation terminale tiesus mammaires caprins. Pour ce faire,
nous avons choisi une approche de trancriptomigga/a tracer les profils d’expression de
milliers de génes sur cing stades de développemeatre en gestation et un en lactation.

L’analyse statistique de données issues d’'une apprtranscriptomique suppose que
les conditions comparées directement soient glotehé peu différentes. Or, dans notre
experience, nous souhaitions comparer cing staglel®keloppement de la glande mammaire
dont un stade précoce de la gestation (46 jour§) @dec un stade établi de la lactation (40
jours, L40). Pour ce faire, nous avons choisi unede® cinétique établie sur un plan
expérimental en boucle qui comparait tous les stagre eux. Pour pallier aux exigences
imposées par I'analyse statistique, nous avongrkticomparaison directe entre G46 et L40
du plan expérimental de I'étude globale. Cette camamigon a fait I'objet d’'une autre
expérience.

Ce chapitre a donc été scindé en 2 sous partigespondant aux deux analyses : la premiére
trace les profils d'expression de plusieurs midliede génes sur cing stades de
développement de la glande mammaire ; la secondpare directement un stade précoce de
la gestation (G46) avec un stade de lactation ietgdb#0), essentiellement dans le but de

caractériser, par des profils d’expression resfsectne transition fonctionnelle marquée.
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[I.1. Projet de l'article 1: La différenciation terminale des tissus
mammaires caprins au cours de la gestation requiére
I'expression de genes du systeme immunitaire

Résumé, de l'article 1 (soumis pour publication a IRysiol. Genomics)

La différenciation terminale des tissus mammainmesue épithélium fonctionnel qui
synthétise et sécrete du lait a lieu pendant léages. Les mécanismes moléculaires sous-
jacents a ce processus complexe restent partigilenmecompris, surtout chez les
ruminants. Une analyse transcriptomique de cinétigilisant la technique des lames de verre
pour comparer 5 stades de développement physiclegiggestation et lactation) a permis
d’étudier le processus général et final de différmion de la glande mammaire des
ruminants. Afin de suivre les profils d’expressgémnique au cours de cette différenciation, un
plan expérimental en boucle a été concgu et valid&omparaison des stades physiologiques
s’est faite sur 9 dye-swaps en utilisant des |lag#s bovine (CRB-GADIE, INRA, France)
et 3 individus nullipares (gestation) ou primipaflestation) par stade. L'analyse statistique a
mis en évidence que 1 696 genes ont varié sigtiferaent au moins une fois dans cette
étude. Ces genes ont été répartis dans 19 groupel®n sleur profil
d’expression. L'identification des fonctions bioiqges avec le logiciel Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) indiguait plusieurs similarités avies stades physiologiques bien décris chez
la souris. Ainsi par exemple on a pu identifiexpeession a mi-gestation des genes spécifiant
guelques lactoprotéines (caséines 3 et asy) ; 'augmentation, avec la lactation, de
I'expression des génes impliqués dans le métabelistrla sécrétion des lipideBTN1AL
GlyCAM-1et SCD. Pendant la premiere moitié du temps de gestatgnissus mammaires
caprins sont des tissus croissants auto-géenermifs, lesquels les processus de remodelage et
de différenciation sont activés. La deuxiéme pade la gestation est principalement
consacrée a la prolifération. Un phénomene origir@ncerne des la mi-gestation,
I'expression, dans les tissus mammaires caprins, gimes impliqués dans le systeme
immunitaire, accréditant I'idée émergente d’'ungioe immunitaire de la glande mammaire.
Ces données suggerent que l'induction de la diff@ation a lieu dans un stade trés précoce
de la gestation. Ce processus est toutefois crpoiat I'obtention d’une glande mammaire
saine et productive.
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Terminal differentiation of goat mammary gland during pregnancy

requires the expression of immune functions genes
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[1.1.1.Introduction

Morphological development of the mammary glandtstduring the fetal life of each female
and is intermittent during the life with isometgecowth phases during the post-natal period
and after puberty, and allometric growth phasesndysuberty or at the onset of puberty for
ruminants and during pregnancy (Hovey al, 2002). The terminal differentiation of the
mammary tissue into an epithelium capable to switleeand secrete milk occurs only during
pregnancy and is under the control of multiple hames and paracrine factors. Progesterone,
the main placental hormone during pregnancy, coegailate the lobulo-alveolar setting, the
alveolar proliferation and activates the synthesismilk components already at mid-
pregnancy in mice (Nevillet al, 2002) and bovine (Connet al, 2007) mammary tissues.
Prolactin, a pituitary hormone, triggers lactatiand is essential for its maintenance. In
addition it plays a crucial role in the early stagfealveolar proliferation, in mice, before
apparently being replaced by placental hormonesilldest al, 2002). The placental lactogen
hormone is activated in late pregnancy and is wedlin the goat mammary gland
development by inducing alveolar epithelial celiffedentiation and proliferation (Akers,
1985; Hennighausen & Robinson, 2001). The cortisdlich is the main bovine
glucocorticoid acts in the lobulo-alveolar diffetiion at the parturition (Tucker, 2000). It
was recently reported that IGF-1, a local factocreted either by the stroma and/or the
adipocyte, after activation by the Growth Hormor&H], participates to epithelial cells
proliferation in heifer mammary tissue (Conreiral, 2007). Some other local factors, well

described for mice, involved in the mammary gland ¢he alveolar development such as
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RANKL, inhibin B, TGFp, cyclin D1, A-myb and C/EBB are secreted by the epithelial cell
as well as by the stroma (reviewed in HennighauseRobinson, 1998; Hennighausen &
Robinson, 2001).

After puberty, rodent’'s mammary gland is composkthany ramified ducts finished by end
buds (Terminal End Bud: TEB) and surrounded by anmary fat pad (Hovet al, 1999;
Hoveyet al, 2002). In rodents, the first third of pregnanity Wwith a lobulo-alveolar growth,
followed by a secretory differentiation in the sedohalf of pregnancy. The last half of
pregnancy is characterized by a cellular growthnftighausen & Robinson, 1998; Pitelga
al., 1973). The secretory activation which is the nudtie step of the mammary gland
differentiation occurs only at parturition and ibacacterized by the expression of genes
involved in lipid and lactose biosynthesis (Anderset al, 2007; Rudolphet al, 2003)
eventhough there is a noticeable expression ofirasnd/ora-lactaloumin (MRNA and
proteins) in the mid-pregnant mammary tissue (Kanaz & Kohmoto, 2002; Nakhasi &
Qasba, 1979; Robinsat al, 1995; Rudolplet al, 2003).

At the beginning of pregnancy, ruminants mammamgnds are made of an epithelium
associated with a fibroblastic connective tissu¢hwelatively few lipid-filled adipocytes
(Hovey et al, 1999). The mammary gland is structured by a rista primary duct that
ramifies in secondary and tertiary ducts. At thd,eslusters of ductules form the so-called
Terminal Ductule Lobular Units or TDLU (Akers, 1990dovey et al, 1999; Hoveyet al,
2002). The differentiation of the mammary glandiat secretory tissue, during pregnancy,
has not been described in details for ruminantdy ©ne morphological description of the
bovine mammary tissue development and differeotiatias been reported, 30 years ago by
Swanson and Poffenbarger (1979). The authors shtvetdhe bovine mammary tissue has
already lobulo-alveolar structures visible at midgmancy and that these structures contain
some secretion material. The mammary parenchymeavsloping in a continuous way in the
mammary gland. At parturition, the mammary epit@liis occupying all the mammary
space, the alveolar structures are fully develapeti contain more defined secretion material
(fat globules and casein micelles). The latest isfudbn ruminants mammary gland
development and differentiation have more than &y (Andersoet al, 1981). They show
that the mammary gland weight, DNA and RNA levelseéased during pregnancy, reflecting
an increase in the cellular activity. Enzymatia\att increases in the bovine mammary tissue
several weeks before the initiation of lactatioml{®vin, 1966). Moreover, enzyme activities
for lactose and fatty acid synthesis increase batwseven days pre-partum and seven days

post-partum (Mellenberget al, 1973).
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Whereas a lot of works have been done, duringabieféw years, on mouse mammary gland
development including gene expression profilingezkpents (Clarksort al, 2003; Master
et al, 2002; Nayloret al, 2005; Rudolphet al, 2003), by contrast there are very few
descriptions of general mechanisms and biologibahges underlying ruminants mammary
gland terminal differentiation, during pregnancyicMarray analysis on cow mammary tissue
shows that sixteen genes are preferentially expdedsring the development of the mammary
gland (Suchytat al, 2003) and that the switch between the end ofnanegy and lactation is
characterized by a down-regulation of genes engodiell proliferation factors and an
increase in the expression of genes involved irk myinthesis (Finucanet al, 2008). In
addition, to draw a network of genes that parti@pa coordinating milk fat synthesis and
secretion, Bionaz and Loor (2008) have quantiftesl éxpression of 45 relevant genes from
the late pre-partum/non lactating period through ¢éimd of subsequent lactation. Recently,
expression patterns for genes that can alter maynmesue sensitivity to galactopoietic
thyroid hormones were evaluated during the lasy filays before expected parturition and
during the first weeks of lactation (Capueoal, 2008). However there is still a lack of global
expression analysis at different time points offthel differentiation process of the ruminant
mammary tissues.

Here we report the identification of genes that diferentially expressed during
terminal differentiation of the goat mammary tissogield a functional epithelium capable to
synthesize and secrete milk. In addition, longitatiimRNA expression analyses performed
using oligoarrays for gene expression profilinginigithe course of pregnancy provide gene
networks and clues to go further into the undeditan of mechanisms by which the goat

mammary tissue acquires its secretion phenotype.

[1.1.2.Materials and methods

Animals and tissue sampling

Pregnant or primiparous lactating goats, eithem&aaor Alpine from the Brouessy INRA
experimental farm (France), were euthanized intgad@d painless conditions, following
procedures in compliance with the INRA Animal C&emmittee guidelines. Mammary
tissues were directly taken from the freshly isedamammary gland. Approximately 1 tm
sections of tissue were immediately frozen in kgnitrogen and kept at -80°C. Five different
development stages of the mammary epithelium, #fterecalled time points, corresponding
to the following stages: 46, 70, 90 and 110 daypregnancy and 40 days of lactation, were

studied. The corresponding tissue samples wereectgply identified as P46, P70, P90,
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P110 and L40. Mammary glands from three differeveitg were used to characterize each

pregnant or lactating stage.

RNA extraction

Frozen mammary tissue samples were grinded indigitrogen, using a Freezer Mill 6750
(Fisher Scientific Bioblock). Total RNAs were exttad by mixing the resulting powder with
Trizol reagent following manufacturer’s instructgfinvitrogen, France). Resulting aqueous
phase from each sample was purified on QIAGEN Rieami-columns. After DNasel
treatment (Qiagen, France) RNAs were eluted andyasgsby determination of 260/280 nm
ratio using a nanodrop ND-1000 spectrophotometan@drop Technology, Nyxor Biotech,
France). The quality of each RNA sample was evatuating an Agilent 2100 Bioanalyzer
with 6000 Nano LabChip kits (Agilent Technologi€sance). The RIN factor, corresponding
to the RNA Integrity Number (Schroedet al, 2006), was set to an inferior value of 7.5 for

sample rejection.

RNA labelling

RNA samples were labelled using Supersffipindirected cDNA labelling protocol
(Invitrogen, France) according to manufacturer'stmmctions. Briefly, 10 pug of total RNA
were first reverse transcribed using SuperStfigtl Reverse Transcriptase enzyme and
amino-modified dNTPs. The synthesized cDNAs wemgasged from the non-incorporated
amino-modified dNTPs on S.N.A®. columns. They were labelled with CY3or Cys™
dyes (Amersham Bioscience, GE Healthcare, Francd) farther separated from non-
incorporated dyes on S.N.AB.columns. The frequencies of dye incorporation (F@te
per thousand of labeled nucleotides) and the cdraten of cDNA were estimated for both
dyes by measuring the absorbance at 260 nm, 55C0amin650 nm on the Nanodrop
spectrophotometer. The following ratios were cated FOI (Cy3) = (Abs550 X 324.5) /
(Abs260 X 5.55), FOI (Cy5) = (Abs650 X 324.5) / @60 X 9.25) and a superior limit of 20
was set to keep further any cDNA sample. Purity gunality of cyanine incorporation of each
sample was finally checked by electrophoresis di¥taagarose gel. The fluorescence was
followed by Typhoon 9410 (GE Healthcare, France).

Microarray processing and data analysis
Since DNA microarrays were not available for thatggpecies and given the huge amount of

work and money required to develop and produce aaairay for an “orphan” species we
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decided to use an heterologous system,an oligoarray developed for a closely related
species (bovine), for gene expression profilingctSan approach has been already and
successfully applied to study the impact of extreyapotypes at a casein loc@&SN1S)on

the goat mammary transcriptome (Olletral, 2007). Microarrays used in this study were 22k
bovine oligonucleotide probe arrays spotted by @entre de Ressources Biologiques -
Génomique des Animaux Domestiques et d'Intérétdieimue(CRB-GADIE, INRA, Jouy-
en-Josas, France). Over the 23,232 probes spattéldeo22k bovine slide, 960 were empty
spots, 260 were spots containing buffer, 8,709ssp@re oligonucleotides from the Bovine
Genome Oligoset V1.1 (Operon Biotechnologies) aB@B03 spots were oligonucleotides
from a pre-existing set (NCBI GEO: GPL2853), depeld starting from a bovine embryo
cDNA library (Evertset al, 2008). These two bovine oligonuclotide sets Wweél identified
thereafter as “Operon” and “lllumina” sets, respeay.

Prior to hybridization, microarrays were pre-hyiweti for 30 minutes at 50°C in a filtered
solution of 1% BSA, 3.5X SSC, 0.1% SDS and twicesed in ultra pure water for 5 minutes
under orbital agitation. Each microarray was corldibed with two fluorescently labeled
(Cy3 and Cy5) cDNA samples. An evaluated amounB8&® ng of each labelled cDNA
sample was fragmented for 30 minutes at 60°C in[ix¢ fragmentation buffer (Agilent
Technologies, France). Then, the fragmented lathad[@NA samples were diluted into the
Agilent hybridization buffer and hybridized ontcetprobe array for 20h at 60°C in a rotating
hybridization oven (Agilent Technologies, France).

An even loop experimental design (Figure Il.1) wlaseloped according to variance
minimization (Kerr, 2003; Kerr & Churchill, 2001l this experimental design, every time
point was compared to the four others in nine dyaps, except for the comparison between
the more distant ones: P46 and L40. One dye-swapsmponded to one comparison which

meant two slides.
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Dye- Time point  Time point
L40-3 P46-1 Swap  Slide in Cy3 in Cy5
® P46-2

L40-2 P46-3 1 —_———. _P46_ ...... P7_O .......

P70 P46

A

L40-1 > P70-1 2 Sk PO ..

P90 P46

P70-2 3 P46 P110
P110-3 \ P110 P46

P110-2 x & \ P03 4 Sk P .
‘K ah P90 P70
P110-1 P90-1
" P90-2 5 P70 P110

P90-3 P110 P70
. . 6 P70 L40
One time point —
+“—> . . L40 P70
One comparison = one dye-swap = two slides
. 7 P90 P110
Dye-Swap i —_———— e —
P110 P90
8 P90 L40
L40 P90
9 P110 L40
L40 P110

Figure 1I-1 : Loop experimental design and hybridization table

After the hybridization step, microarrays were washwice under orbital agitation for 5
minutes at 50°C in a (2X SSC, 0.1% SDS) solutiath \@are successively washed twice for 5
minutes at room temperature in (0.5X SSC, 0.1% Sfa8)tion, in (0.1X SSC, 0.1% SDS)
solution for 5 minutes, in (0.1X SSC) solution féis for 5 minutes and in ultra pure water
for 1 minute. They were finally dried for 45 secend a mini-centrifuge system.

Microarrays were scanned on an Agilent scannerléAgiTechnologies, France) at a 10 pm x
10 um pixel resolution. Agilent Feature Extracti®ri.3.1 software (Agilent Technologies,
France) was used to quantify mean and median sigoaleach sample and background
estimation following to the GE2_NonAgilent_91 extian protocol. Extracted data were
stored in the BioArray Software Environement (BASESIGENAE (Systeme d'Information
du programme d'Analyse des GENomes des Animauxewige (SIGENAE) 2008
[http://www.sigenae.org]) and then formatted acoogdo MIAME standards (Brazmet al,
2001) and submitted to the Gene Omnibus (GEO) database aiessé&SE14008
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?takgqrhiogcywkmtc&acc=GSE14008).

Data were analyzed on R program writer softwat&(//www.r-project.orgy.

Statistical analyses
Three animals were used per developmental stagasi@n to reduce the impact of individual

variability. Data were normalized using the “normeafion” function of the “anapuce”
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package of R. It performed an intensity dependanmalization using a global lowess (Yang
et al, 2002b) followed by subtraction of the log-rati@aian calculated over the values for an
entire block from each individual log-ratio in orde correct an eventual print-tip effect.

First, we calculated the average normalized sifpragach spot in any time point. The most
expressed genes were retained when the corresgosapot signal intensity, in a selective
time point, represented more than 10% of the masihse signal observed. Moreover, the
genes that were globally highly expressed in etierg points were also selected.

In a second data analysis, experimental normaliz¢a extracted from the microarrays of the
dye-swaps S1, S4, S7 and S9 (Figure Il.1) werasstally analyzed to compare two
successive time points, respectively P46 with FPAB(/ P70), P70 with P90 (P70 / P90), P90
with P110 (P90 / P110) and P110 with L40 (P110/)L4® differential analysis with a
variance mixture modeling (Delmast al, 2005), based on the “DiffAnalysis” function
developed in the “anapuce” package of R, was pmdron the normalized data set. This
method built groups of genes. Within each groumegehad a homogeneous variance. In
order to take into account the multiplicity of s&gt-values were adjusted with Benjamini-
Hochberg procedure (Benjamini & Hochberg, 1995) ah¢ontrolled the False Discovery
Rate (FDR) with a significance threshold fixed %i.5

In the third analysis, all the data set was analyzih a linear model including a stage effect.
We used the covariance matrix of the parametemasts to calculate the variance of all
contrasts between successive stagasH4; and assessed their significance usingest. P-
values were corrected using the Benjamini-Hochipeogedure. Genes that vary significantly
at least once during pregnancy and lactation wiergered using KMC (K-means clustering)
function of the TMeV v4.0 software (Saeed al, 2003; Soukast al, 2000). K-means
clustering was considered as a good tool since uitd® homogeneous clusters, by
characterizing each cluster with a central poitst fiean), assigning each gene to the closest
cluster, and re-calculating the mean of the clud#ary-Huardet al, 2006). Parameters used
to build the clustering were Euclidean distance amidaximum of 50 iterations.

General slides information and probe annotations
In order to recover GeneBank accession number anthh reference for each probe of the
slide, we used a web-accessible resource estatblidhe SIGENAE [ttp://public-

contigbrowser.sigenae.org:9090/Bos_taurus/index)hsmlecting either Human Unigene or

SwissProt filters. To annotate the probes in thistig browser (BioMart), Sigenae team first

compared the 70mer oligonucleotide sequences spottehe slide with the latest version of
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the bovine genome assembling (Cattle V8 s.bt.8 cdoa@se p.bt.5 published in November
2007). If the 70mer oligonucleotide sequence matgierfectly and at a single place with the
bovine assembling, the annotation associated Wwithiocus was directly selected to annotate
the probe. If the match was imperfect, the 70megoalicleotide sequence was compared
with all Ensembl transcripts and the retained prahaotation corresponded to the contig
number that contained the sequence.

Among the 22,012 oligonucleotide sequences spattethe glass slides, 416 were control
spots and 21,596 corresponded to other sequennemgdithese 21,596 sequences, 14,687 (~
68%) had a human reference accepted by IPA softwdreut 32% of these 14,687 “IPA
genes” were redundant between “Operon” and “llluahisets. In total, the oligoarray slides
used in this work contained 9,973 different genealyazed in IPA and about 7,000 probes
with Sigenae annotation not accepted by IPA. Takegether, all these nucleotide sequences
should represent quite 50% of the whole bovine gendOnly IPA biological functions of

which P values were inferior to 5% are presentetichscussed in this paper.

Identification of biological functions

For every analysis, significant data were referdnite biological functions with Ingenuity
Pathway Analysis software v6.0 (IPA, Ingenuity ®ys$, Redwood City, CA). The
contribution of genes to the identified functionsmexplained with an associatgeevalue,
calculated with the right-tailed Fisher's Exact Tds this test the number of user-specified
genes of interest that participated in a given fiancor pathway were compared to the total
number of occurrences of these genes in all funatipathway annotations stored in the
Ingenuity Pathways Knowledge Base. Only significaop IPA molecular and cellular
functions and IPA physiological system developmantl functions are presented and

discussed in this article.

Primer design and quantitative real-time PCR

Total RNA (1 pg) was reversed transcribed with g5 of Oligo(dT)12-18 primer
(Invitrogen, France) and SuperScHptill (Invitrogen, France). The quantitative reané
PCR (qPCR) was carried out as described by Bevimeq al. (Bevilacquat al, 2006), using
the Sybr green-based fluorescent detection systedhthe ABI Prism 7900 Sequence
Detection System (Applied Biosystems, Foster Gibp) to measure mRNA abundance. A
total of 24 genes were validated by gPCR, usingetipotential reference genes, cyclophilin

A, 18S ribosomal RNA and S24 ribosomal protép$24, as internal control. As previously
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reported (Bevilacquat al, 2006) RpS24messenger has been chosen as internal control.
Primer pairs given in Table 1.1 were designed gsihe Primer Express Software v2.0
(Applied Biosystems, France) starting from publialailable caprine and bovine sequences.
To avoid genomic DNA amplification, primers were stig selected on exon-exon junctions
from the goat sequences when available or otherfmsea the bovine sequences. Primers
were purchased from MWG Biotech (France).

All melt curves showed a single amplicon and thec#jity of each qPCR assay was
confirmed by amplicon size and sequence. Amplikicaefficiency was measured for each
system and differences in gene expression wereyzsthlusing One-way ANOVA and
P<0.01 was considered statistically significant.

To compare the expression profile of selected gesgg) gPCR and microarray experiments
we first normalized (24S transcript as internal tooih individual qPCR data. Relative
abundances of target transcripts between the diffestages of pregnancy were determined
assuming the expression of individual lactation W&90. The same procedure was applied to
microarray data, except normalization which wadquared as described above. Then the
mean and standard deviation for each developmetdgke were calculated and bar charts

were drawn.
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Table 1I-1 : Primers used in this study. Each pairof primers amplifies the target cDNA (amplicon size
ranging between 54-229 nucleotides). Primers pairsere designed with the Primer Express
Software v2.0 (Applied Biosystems) excepts for 24%bosomal protein primers which were

manually designed.

Genes Primers  Sequence 5'_3' Amplicon size

asl-casein Forward TCC ACT AGG CAC ACA ATACAC TGA 61 nt

(CSN1s1) Reverse GCC AAT GGG ATT AGG GAT GTC

as2-casein Forward CTG GTT ATG GTT GGA CTG GAAAA 76 nt

(CSN1Ss2) Reverse AAC ATG CTG GTT GTA TGA AGT AAA GTG

B-casein Forward GAA AGC CAG AGC CTG ACTCTCA 63 nt

(CSN2) Reverse CTG GAC CAG AGC CAG AGG AA

K-casein Forward AGG TGC AAT GAT GAAGAG TTTTTTC 66 nt

(CSN3) Reverse CCC AAA AAT GGC AGG GTT AA

a-lactalbumin Forward TGG TGC AAA GAC GAC CAG AA 64 nt

(LALBA) Reverse GGA ACT TGT CAC AGG AGA TGT TAC A

B-lactoglobulin Forward CAT CGT CAC CCA GAC CAT GA 54 nt

(BLG) Reverse CAA GTC CCC GCC AC

Lactoferrin Forward GAG ACC AAC GGA AGG GTA CCT 59 nt

(LTF) Reverse  TGA GCC CCT CATTTG CTT TC

Osteopontin Forward CCC AGG AGG AGA GCA AGC ATT 66 nt

(OPN) Reverse TCT TGG CTG AGT TTG GAATTT TC

GlyCAM-1 Forward CTA CCC TTG GAT CAG AAG AGACTACA 69nt
Reverse  TCAGTT TTC CTT CTG TGG TGG AT

JDP-1 Forward CCC TCC TGT GCT GCC AAC T 91 nt
Reverse GAT GGA GGA ATG ATT TGG TAC TCA

Diacylgylcerol-O-acyltransferase Forward GGC GGT CCC CAA CCA 58 nt

(DGAT1) Reverse GCA GGA GTG GAA GAG CCA GTA

Stearoyl CoA Desaturase Forward TGC TGA CAACTT ATC TGG ATG C 178 nt

(SCD) Reverse AAG GAA TC TGC AAA CAG CTA

Fatty Acid Synthase Forward ACA GCC TCT TCC TGT TTG ACG 225 nt

(FASN) Reverse CTC TGC ACG ATC AGC TCG AC

Adipophilin Forward CCC ACT GTG CTG AGC ACATT 57 nt

(ADRP) Reverse GAG TCA GGT TCC GGG CAAT

FABP-4 Forward TGG TGC TGG AAT GTG TCA TGA 63 nt
Reverse TGG CTT ATG CTC TCT CGT AAACTC T

BMP-7 Forward AAG CAC GAG CTATAC GTCAGCTT 62 nt
Reverse TCG GGT GCG ATG ATC CA

ID-2 Forward GAA GGT GAG CAA GAT GGA AAT CC 191 nt
Reverse GGA ATT CAG AAG CCT GCA AGG AC

EIf-5 Forward TCA AGA CTG TCACAG TCATAGTCGAA  65nt
Reverse CTC GCA CAAATT CCCATAGATG

Butyrophillin Forward GAT GGC AGT CTT TCC AAATTCC 88 nt

(Btn1A1) Reverse AAA GGG AGC AGA ATC CAG CTT

Lactadherin Forward TGG ATA ATC AGG GCAAGT TCAA 72 nt

(MFGE-8) Reverse GGT CAATCT GCA GCC ACT CA

Lactoperoxidase Forward CTC AAC CCT CAC TGG AAT GGA 87 nt

(LPO) Reverse GTC CCT AAA GGT GAT GAT CTG TAT GA

Casein kinase 2 Forward GGA CAT GAC AAT TAT GAT CAGTTG GT 101 nt

(CNSK-2) Reverse CGT GGATCT AAT TCAATG TTG TATTTG

Keratin 14 Forward CCC AGC TCA GCA TGA AAG C 57 nt

(KRT-14) Reverse AGC GGC CTTTGG TCTCTTC

Insulin like Growth Factor Binding Protein 5 Forward CAC AGT AGC CCA CAC GGA TAG A 66 nt

(IGFBP5) Reverse ATT CCG AGT TGC CTACCG G

Lipin 1 Forward CCC TTC TAT GCT GCT TTT GGA 64 nt

(LPIN1) Reverse TCG TAC AAG CAAGTG GGAGTG T

ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2* Forward CAT TCC TCG ATA CGG CTATGC 63 nt

(ABCG2) Reverse TTT GGG ACA AAACTT CTG CCC

Chemokine (C-X-C motif) ligand 9* Forward GGG CTT GGA AAC CCT CTT AAA 61 nt

(CXCL9) Reverse GCA TAA GAG AGG ATG TCA GGC CA

24S ribosomal protein Forward TTT GCC AGC ACC AAC GTT G 66 nt
Reverse AAG GAA CGC AAG AAC AGA ATG AA

* non optimized qPCR system
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[1.1.3.Results

In order to get a better understanding of the teaindifferentiation of the mammary tissues
we performed three independent analyses of mi@agaiata. For each we determined the
most relevant p-value regarding experiments preshjowcarried out in our laboratory
(unpublished results) and statistical methods edpIThe three independent analyses were: a)
extraction of the most highly expressed genesdit davelopmental stage, b) identification of
genes whose expression varied between two sucedssi® points and c) clustering of genes
with same expression profile. In addition, expresgrofiles of relevant genes identified with

microarray analyses were validated by gPCR analysis

The most highly expressed genes at each develoginstage

To get an overview of genes highly expressed ah edevelopmental stage, we
selected the most intense spots whose signal wasmwi0% of the highest signal. Numbers
of probes with high signal intensity were 147, 1640, 148, and 130 for P46, P70, P90, P110
and L40, respectively (Table 11.2).
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Table 1I-2 : IPA Molecular and Cellular Function of gene sets enriched with most highly expressed gene
at each developmental stage

Number of probes which signal Number of probes with IPA

is within 10% of the highest annotation (number of probes Ingenuity Molecular and Cellular function
signal without IPA annotation)

P46 152 78 (49) Protein synthesis

Cell Cycle

Cell Morphology

Post-translational Modification

Cell Death
P70 169 87 (50) Protein synthesis
Cell Death
Cell Cycle
Cell Morphology

Developmental
stage

Post-translational Modification
P90 175 92 (53) Protein synthesis

Cell Death

Cell Cycle

Cellular Movement

Cell Morphology
P110 153 82 (45) Protein synthesis

Cell Death

Cell Cycle

Cell Morphology

Post-translational Modification

L40 130 79 (40) Cell Death
Cell Cycle
Cell Morphology
Post-translational Modification
Cell Signaling

Grey color means functions that are common at edevglopmental stage

Eighty-two probes were common to all time pointalfle 11.3). They target 48 different genes
with known identifiers that mapped to their corr@sging gene object in the Ingenuity
Pathways Knowledge Base. These focus genes weraiovento a global molecular network
built from information contains in the databaseeyhwere representative of the following
molecular and cellular functions: cell cycle, aalbrphology, post-translational modification,
cell death and cell signaling. Some of these gdraese been shown to be involved in
apoptosis such aBax (Bcl-2 associated X-proteinBcl-2 (B-cell leukemia / lymphoma 2)
andSTAT3(Signal Transducers and Activators of Transcrip®) that were highly expressed
in every developmental stage and known to partieiga apoptosis and differentiation of
some macrophages. Other genes sucHM&AL (High Mobility Group AT-hook 1)ZAK
(sterile alpha motif and leucine zipper containkigase AZK) andEEF1A1l (Eukaryotic
translation Elongation Factordl 1) that are regulators of transcription and traimsh belong
also to this dataset. LikewisBHOC (ras homolog gene family, member C) that promotes
reorganization of the actin cytoskeleton and regslaell shape, attachment, and motility
give high signal intensities at every developmestabe. The same statement was done for
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EGFL7 (EGF-like-domain, multiple 7) which is involved ihe formation and maintenance of
endothelial integrity (angiogenesis)
This reflects that the goat mammary gland is dugregnancy and lactation a very dynamic
organ requiring permanent remodeling and high tethover. These biological processes
were characterized by high signal intensities iregpancy and lactation for genes
representative of apoptosis, cellular organizatimmd regulators of transcription and
translation. In this gene set, the presence of ¢asein genesCGSN2and CSN3 was not
expected, especially for their high signal intensit every stage of pregnancy.

In addition, the protein synthesis function herentyarepresented by genes coding for
ribosomal proteins (RPLs) is systematically assediawith every stage of pregnancy.
Surprisingly this biological function is not assateid with lactation which is however a period

of intense milk protein biosynthesis.
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Table 11-3 : 82 probes with high signal intensity h each developmental stages

Encoded proten Gene symbol  Probe number  ZCE R infonaity ntenaity mtensiy  intensly
Abhydrolase domain containing 6 ABHD6 OLIGO_05640 BM363585 70662 64367 55108 63433 106667
Actin, alpha 1, skeletal muscle ACTAL OLIGO_10461 CR454575 22650 31050 31318 25822 16145
Actin, beta ACTB OLIGO_10564  AY141970 29377 31095 25831 28848 12223
B-cell CLL/lymphoma 2 BCL2 OLIGO_02195 CN436558 69967 63010 54874 63737 100962
BCL2-associated X protein BAX Bt00002710 CK774062 12806 17433 19299 19890 19124
Beta-2-microglobulin B2M OLIGO_11407 BF440417 10968 23987 15846 22469 15335
Bt00007118 CKB849269 27367 37569 27802 44716 24612
Casein beta CSN2 OLIGO_12257  S67277 25928 54467 50863 26967 104046
Bt00007391 CK849815 28103 54410 39221 29941 98833
Casein kappa CSN3 OLIGO_11992  X00565 19374 56202 18506 21580 103328
Cerebellar degeneration-related protein 1, 34kDa CDR1 OLIGO_11327 CR453915 20648 25857 27870 21295 10738
Cytochrome ¢ oxidase subunit 8A (ubiquitous) COX8A Bt00000316 CK769747 13706 24849 20057 28151 46645
DAZ associated protein 1 DAZAP1 OLIGO_11075 EH377586 18023 25615 24865 20848 14649
DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 46 DDX46 OLIGO_10511 CR453981 28377 29293 27632 24707 12204
EGF-like-domain, multiple 7 EGFL7 OLIGO_12545 EH169691 14265 13166 13925 14400 13288
eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 EEF1A1 OLIGO_10610 CN433968 34200 41181 47041 39983 29081
Bt00002530 CK773744 59088 57450 54564 57675 51318
Exosome component 8 EXOSCS8 Bt00006744 CK848579 18813 17998 20844 19254 18978
Ferritin, heavy polypeptide-like 8 FTHL8 OLIGO_07281  CN434013 43078 46543 45420 36365 26042
Glutathione S-transferase pi GSTP1 OLIGO_10473 EH379175 62282 55992 53868 49250 29459
Glycoprotein M6A GPM6A OLIGO_10501 CR551597 21787 30454 31118 26676 14480
Bt00006995 CKB849066 26402 35516 36524 30949 16814
Guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 2-like 1 GNB2L1 Bt00007200 CK849439 21161 26347 30153 22825 12102
High mobility group AT-hook 1 HMGA1 OLIGO_07163 CR452611 26485 28227 29146 23502 10863
Hypothetical protein LOC339290 LOC339290 Bt00000408 CK769920 15820 17547 18194 14132 11625
Integrator complex subunit 3 INTS3 Bt00000412 CK769926 32148 28522 32901 28292 88903
Keratin 6A KRT6A Bt00008172 CK955286 24615 22342 25398 23456 21781
MOB1, Mps One Binder kinase activator-like 2C (yeast) MOBKL2C Bt00007576 CK943263 13108 15565 16746 17563 14164
Myosin regulatory light chain MRCL3 MRCL3 Bt00007144 CK849324 24658 21134 21884 21536 18470
Opsin 1 (cone pigments), medium-wave-sensitive 2 OPN1MW2 OLIGO_12108  AF280398 12485 12843 14903 13593 16638
Phospholipase D3 PLD3 Bt00003368 36334 36603 33560 34081 50132
Prostaglandin E synthase PTGES OLIGO_09243 26519 26191 27397 23697 24878
Ran GTPase activating protein 1 RANGAP1 Bt00005713 CK846479 24926 24811 28180 30320 25624
Ras homolog gene family, member C RHOC OLIGO_01134 CR552385 37867 43941 36870 43941 68560
Ribosomal protein L10 RPL10 OLIGO_06837 BF045297 21401 25068 25600 22234 13302
Bt00007021 CK849109 22023 25798 27725 23311 16193
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Ribosomal protein L17-like

Ribosomal protein L23
Ribosomal protein L36a-like
Ribosomal protein L4
Ribosomal protein L41
Ribosomal protein L6

Ribosomal protein S10
Ribosomal protein S11
Ribosomal protein S2

Ribosomal protein S23

Ribosomal protein S24

Ribosomal protein S29

Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)

Similar to proline-rich synapse-associated protein 2
Solute carrier family 39 (zinc transporter), member 4
SRY (sex determining region Y)-box 4

Sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK
Survival of motor neuron 1, telomeric

TAR (HIV-1) RNA binding protein 2

Transmembrane protein 28

Transthyretin (prealbumin, amyloidosis type I)
Transthyretin (prealbumin, amyloidosis type 1)

Tumor protein, translationally-controlled 1

Ubiquitin A-52 residue ribosomal protein fusion product 1
Ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast)

Ubiquitin-like protein fubi and ribosomal protein S30
Upregulated during skeletal muscle growth 5 homolog (mouse)
Chromosome 14 open reading frame 133

Chromosome 21 open reading frame 59

NA*

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

HCG 2004593

RPL23
RPL36AL
RPL4
RPL41
RPL6

RPS10
RPS11
RPS2

RPS23

RPS24

RPS29
STAT3

SLC39A4
SOX4
ZAK
SMN1
TARBP2
TMEM28
TTR

TTR
TPT1
UBA52
UFDI1L

USMG5
C140RF133
C210RF59
NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

Bt00001141
OLIGO_06891
OLIGO_10590
OLIGO_10917
OLIGO_07375
OLIGO_10576
OLIGO_10608
Bt00006929
OLIGO_10601
OLIGO_10459
OLIGO_08626
OLIGO_10463
Bt00004836
Bt00006435
OLIGO_10620
OLIGO_10417
Bt00000335
OLIGO_09415
OLIGO_12924
OLIGO_11229
OLIGO_10531
Bt00002914
Bt00002623
OLIGO_12870
OLIGO_08138
OLIGO_10391
Bt00002885
OLIGO_06936
OLIGO_00166
OLIGO_10528
OLIGO_10361
OLIGO_10480
OLIGO_01970
OLIGO_09392
Bt00005016
Bt00006423
OLIGO_12452
Bt00000685
OLIGO_00634
Bt00007073
Bt00006944
OLIGO_11071
Bt00006981
Bt00002392
Bt00003641
OLIGO_11122

CK771192
CR454801
CR452075
BM363402
BF440439
AW465014
BM363457
CK848933
EH165124
DT842423
AW466111
CR454819
CK778043
CK847945
CR454824
CR452232
CK769787
CK394152
BM429756
CN436822
CR454290
CK774453
CK773899
BM253177
BF040485
BM362443
CK774391
CR451887
CR550896
CR454463
CR456038
CN439899
CN435801
AY563835

CK849184

DN845867
DT895654

29040
34954
35538
20781
17824
46969
18222
26439
11382
27674
15046

27393
36148
25467
37205
21494
58033
19122
13997
14428
22383
40931
12008
11348
69094
69794
53279
20428
14174
19068
37038
26068
11960
13143
13822
14407
14874
15241
15613
29534
32770
33908
34707
43215
68770
69876

33942
40961
43368
24617
21460
49141
25688
31543
18989
35839
17197

34731
39492
27000
39034
29688
63791
18117
13915
17756
26670
39579
15372
13237
62820
62999
53546
20667
13814
19766
38378
34910
12170
12643
16877
15038
15260
15509
11445
32697
30489
39402
41433
38673
62161
62228

34029
39388
47155
22475
23852
46586
26952
35234
19086
35115
22207

34224
40833
26670
39562
26417
52025
23367
14830
15603
27027
43211
16636
14867
54502
54424
49114
19977
14244
19561
39564
36416
13508
13387
15689
18180
14934
15505
17330
37322
36718
29851
42679
41736
54954
54291

28906
35710
38707
20321
20112
42458
20950
26695
14215
31161
16516

27883
34390
23064
34866
21878
53799
21015
14033
17129
22517
39350
16040
14119
64261
63265
45089
15421
14338
18193
33452
31874
12567
13077
16762
17149
15171
16056
13317
31176
24221
28752
39567
37397
65248
65667

19180
20690
24053
13819
11577
36860
11027
15613
12004
19139
11271
16890
19689
11748
19127
12710
91414
24599
13852
20925
13504
44344
16239
17203

106021
104161

65618
21285
15029
10836
20194
22422
18473
14382
25366
18549
27193
15919
14186
18124
18670
26125
65584
57231
95884

106850

* NA: probes with annotation not accepted by IPA\ware
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Comparison between two successive time points

To evaluate how different were the developmentaiest between two successive time points,
four differential analyses have been carried obe first one was between 46 and 70 days of
pregnancy (P46/P70), the next one was betweendQ@@ulays of pregnancy (P70/P90), then
between 90 and 110 days of pregnancy (P90/P110)hend¢hst one between 110 days of
pregnancy and 40 days of lactation (P110/L40). Aimaber of genes differentially expressed
between two successive time points gave the fusingitative indicator of the differences.
They were 2,566 genes differentially expressed éetwP46 and P70 and 448 genes, between
P110 and L40, in comparison to 35 and 30 genesrdittially expressed between P70 and
P90, and P90 and P110, respectively (Table 11.4)s & consistent with the notion that P46,
which represents early pregnancy and L40, whichesponds to an established lactation are
extreme developmental stages that showed expregsioifies signing deep functional

recasting and are therefore very different in comspa to the other three stages of pregnancy.

In the comparison P46/P70, the lowest fold changs W4 for 210 probes and the
highest one was 177 corresponding tokbeasein CSNJ3 of which the expression increased
between P46 and P70. Converséy-BP3 gene (insulin-like growth factor binding protein
3) that supervises cell growth by regulating pusly apoptosis and myoblast differentiation
and by regulating negatively protein phosphorylatiand signal transduction, has its
expression decreased between P46 and P70. Othes gémvhich the expression decreased
between P46 and P70, we@OL3A1 (collagen, type lll, alpha 1)DCN (decorin), OGN
(osteoglycin),PLXNB3 (plexin B3) that participate in organ morphogesesienes whose
expression increased between P46 and P70 werecatgdi in immune functionGBP5S
guanylate binding protein &BP: lipopolysaccharide binding protei@CL4 chemokine, C-C
motif, ligand 4,IGHAL immunoglobulin heavy constant alpha 1 aid-: lactotransferrin),
molecular transportUBD: ubiquitin D andRBPZ retinol binding protein 1) and cellular
movement $ERPINE2 serpin peptidase inhibitor, clade E). Thus, asda the P46/P70
comparison is concerned, genes of organ morphoigesbeswed a decreased expression
between P46 and P70 whereas the expression of immasponse genes is increasing. This
statement is the main conclusion arising from thalysis of the 2,566 genes that are

differentially expressed from P46 to P70.
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Table 11-4 : Identification of the IPA biological functions associated to the differential analysis I@een two successive time points

Comparison Number of probes differentially expressed Stages* Molecular and cellular function (number of Physiological system development and function
(number of different genes) genes) (number of genes)
P46 / P70 3105 (2566) P46 Gene expression (134) Organism development (143)
P=1368 Cellular growth and proliferation (19) Embryonic development (77)
G=991 Cell cycle (9) Organ development (103)
NA=167 Cellular movement (41) Nervous system development and function (83)
eeeo—eo_._._Cellmorphology (65)  _ __ _ __ _ __ . _ . _ . _._. Tissue development (106) _ _ _ _ . _ _ . __.___
P70 Cell-to-cell signaling and interaction (54) Hematological system development and function (56)
P=1737 Protein trafficking (12) Immune and lymphatic system development and function (44)
G=1167 Molecular transport (53) Immune Response (67)
NA=241 Cellular movement (37) Tissue morphology (7)
Cellular compromise (8)
P70/ P90 46 (35) P70 (37) Molecular transport (4) Nervous system development and function (1)
pP=37 Cell cycle (4) Reproductive system development and function (2)
G=21 Cell death (5) Tissue development (1)
NA=6 Drug metabolism (2) Immune Response (7)
Lipid metabolism (2) Hematological system development and function (5)
P90 (9) Cell cycle (2) Reproductive system development and function (2)
P=9 Cell death (5) Tumor morphology (2)
G=8 Cellular compromise (4) Organ morphology (2)
NA=0 Small molecule biochemistry (3) Skeletal and muscular system development and function (2)
DNA replication, recombination and repair (3) Connective tissue development and function (3)
P90/ P110 33 (30) P90 (7) Cell-to-cell signaling and interaction (2) Organ morphology (1)
pP=7 Cell morphology (1) Cardiovascular system development and function (2)
G=6 Cell death (1) Hair skin development and function (1)
NA=1 Cellular assembly and organization (2) Embryonic development (1)
Cell signaling (1) Reproductive system development and function (1)
P110 (26) Cell signaling (7) Hematological system development and function (10)
P=26 Nucleic acid metabolism (4) Immune response (9)
G=17 Small molecule biochemistry (7) Skeletal and muscular system development and function (4)
NA=6 Cellular movement (6) Immune and lymphatic system development and function (10)
Cell-to-cell signaling and interaction (9) Cardiovascular system development and function (4)
P110/L40 541 (448) P110 (223) Cellular movement (45) Immune response (52)
P=223 Cell-to-cell signaling and interaction (54) Hematological system development and function (43)
G=149 Cell death (64) Tissue morphology (34)
NA=28 Cell signaling (24) Immune and lymphatic system development and function (42)
Molecular transport (25) Tissue development (29)
L40 (318) Lipid metabolism (26) Digestive system development and function (2)
P=318 Molecular transport (27) Immune response (23)
G=216 Small molecule biochemistry (44) Connective tissue development and function (6)
NA=55 Cellular development (6) Skeletal and muscular system development and function (13)

Cellular growth and proliferation (67)

Tissue morphology (16)

*P=number of probes, G=number of different genes with IPA annotation, NA=number of probes without IPA annotation

- 108 -



Chapitre 2

On the other hand, there were few genes differgnheapressed between P70 and P90, with
only 8 genes of which the expression was increasmthis comparison, 21 genes showed a
decrease in expression with fold changes rangingden 3.5 and 39 for lactotransferrin
(LTF) andasrcasein CSN1S? genes, respectively. The same tendency was aubavith
genes involved in the immune response includiifi§ (interferon, alpha-inducible protein 6),
IF144L (interferon-induced protein 44-like) ar@XCL10 (chemokine, C-X-C motif, ligand
10) as well aBBoLA-Awhich is a component of the bovine MHC. The desedaexpression
of CSN3gene between P70 and P90, revealed in the madslyhegpressed genes analysis

(Table 11.3), was confirmed in this comparison.

Again, few genes are differentially expressed betw90 and P110 (n=30). Genes that are
involved in the regulation of transcription and @ia synthesisNILH1: mutL homolog 1,
SYVNL1 synovial apoptosis inhibitor 1 or synoviolin aH&PA1B heat shock 70 kDa protein
1B) displayed a decreased expression between POM®Pah0. Likewise FHOD1 (formin
homology 2 domain containing 1) arblHA (inhibin alpha) that participate to cellular
organization showed the same behavior. Genes véxiphession increased between P90 and
P110 were implicated in the immune respordel A-DGA1 BoLA-A CXCL9 (chemokine,
C-X-C motif, ligand 9),GBP5 MBP (myelin basic protein) as well dsTF and TPM3
(tropomyosin 3) that participated to cell motiliuring this part of pregnancy, fold changes
varied between 3.2 and 15 for respectively the m@anucleotide binding proteirGNA13
gene, whose expression decreased, and the majocdngpatibility complex BoLA-DQAJ
gene, whose expression increased between P90 dij feflecting adjustments rather deep

changes in gene expression profiling.

Transition from late pregnancy to early establistatation (P110/L40), showed once more
that genes involved in immune respond#ol(A-A GBPH, chemoattractant cytokines
promoting T cell adhesion to endothelial celBXCL9 and CXCL1(Q and VCAM (vascular
cell adhesion molecule 1) which is up-regulatedcitokines in endothelial cells, showed
decreasing expression from P110 to L40 (Table.li&)nversely, genes involved in lipid
metabolism and secretiohRL: lipoprotein lipase, BTN1Al butyrophilin, SCD stearoyl-
CoA-desaturase andABP3 fatty acid binding protein 3), in molecular traost (NCALD:
neurocalcin deltaNDUFB8 NADH dehydrogenase, ubiquinone, 1 beta subcompBex
19kDa andNUP107 nucleoporin 107kDa), in protein folding@P-1 DnaJ homolog,

subfamily C, member 12) were shown to display atreased expression. The same
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expression pattern was observed for milk proteinegeas:;-, as> and 3-caseins CSN1S1,
CSN1SZandCNS32 and alpha-lactalbumin (LALBA). ThESN3gene follows the same trend
which is significant at a slightly higher FDR thine¢d (6%). Fold changes varied between 1.9
and 359 (fold change foENS1S) Finally, while biological functions characteng late
pregnancy were immune response and cell adhesamtatibn was described by lipid

metabolism, molecular transport and milk proteintegsis and protein folding.
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Table 1I-5 : Top 25 of up-regulated and down-reguléed transcripts in the goat mammary tissue at 40 dgs
of lactation compared to 110 days of pregnancy (adgted P-value<0.05)

Probe number* S:’;ii%r:]k Gene symbol Encoded protein IF_QOa%o Er?laczmge
Up-regulated

Bt00006833 CK848760 CSN1s1 casein alpha s1 8,5 359,8
OLIGO_12085 EE974964 BTN1A1 butyrophilin, subfamily 1, member A1 6,4 84,8
OLIGO_02149 CN436503 NCALD neurocalcin delta 6,0 61,9
OLIGO_12034 J05147 LALBA lactalbumin, alpha 58 55,9
Bt00007030 CK849125 LALBA lactalbumin, alpha 57 52,2
OLIGO_12366 EH125902 CSN1S2A casein alpha s2-like A 55 46,8
Bt00003265 CK775070 DNAJB11 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 11 53 39,3
OLIGO_10660 BM363051 FABP3 fatty acid binding protein 3 53 38,4
Bt00006728 CK848552 FABP3 fatty acid binding protein 3 52 36,4
Bt00007007 CK849087 BTN1A1 butyrophilin, subfamily 1, member A1 5,0 33,0
Bt00007059 CK849167 DNAJC12 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 4,9 30,4
Bt00006984 CK849042 NUP107 nucleoporin 107kDa 4,9 29,6
Bt00002602 CK773866 NDUFB8 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 8, 19kDa 4.8 28,8
Bt00007314 CK849661 LPL lipoprotein lipase 4,8 27,4
Bt00007029 NM_173959 SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) 4.8 26,9
OLIGO_12092 NM_174528 CSN1S2 casein alpha-S2 4,6 24,4
Bt00008085 CK953877 CCR3 chemokine (C-C motif) receptor 3 45 23,3
Bt00002657 CK773964 Cc9 complement component 9 4,5 22,2
OLIGO_11838 NM_173933 LPO lactoperoxidase 4,4 20,7
OLIGO_11285 NM_173959 SCD stearoyl-CoA desaturase (delta-9-desaturase) 4,4 20,5
OLIGO_09278 BF041126 DNAJC12 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 43 19,7
Bt00006966 CK848999 MED10 mediator complex subunit 10 4.3 19,3
OLIGO_12148 X81699 SLC34A2 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 4.2 19,0
Bt00004167 CK776646 PTPN11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 4.2 18,6
Bt00007394 CK849822 NOP5/NOP58 nucleolar protein NOP5/NOP58 4,2 18,5
Down-regulated

OLIGO_11084 CR452945 COL1A1 collagen, type |, alpha 1 -2,3 -5,0
OLIGO_06802 CN440096 STMN1 stathmin 1/oncoprotein 18 -2,4 -5,1
Bt00006868 CK848824 CLU clusterin -2,4 -5,3
Bt00007372 CK849770 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa -2,4 -5,3
Bt00007230 CK849494 FCGR2A Fc fragment of 1gG, low affinity lla, receptor (CD32) -2,4 -5,5
Bt00007018 CK849105 BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -2,5 -5,5
Bt00007214 CK849467 BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -2,5 -5,5
Bt00003324 CK775170 PSMB10 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10 -2,5 -5,5
Bt00007310 CK849654 CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -2,5 -5,7
OLIGO_07038 CN435237 OLFML3 olfactomedin-like 3 -2,5 -5,7
OLIGO_08153 CN441870 VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 -2,6 -6,2
OLIGO_10553 CR552676 COL3A1 collagen, type Ill, alpha 1 -2,7 -6,3
Bt00006666 CK848411 COL3A1 collagen, type Ill, alpha 1 -2,7 -6,5
OLIGO_12360 AV614702 BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -2,8 -6,8
OLIGO_11680 BM362485 PSMB9 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 -2,9 -7,4
OLIGO_10329 EH374936 BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -3,0 -7,8
OLIGO_05858 CV798732 GVIN1 GTPase, very large interferon inducible 1 -3,0 -7,9
OLIGO_09615 BM363744 BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -3,0 -7,9
OLIGO_05563 BM362452 CXCL9 chemokine (C-X-C motif) ligand 9 -3,0 -8,1
OLIGO_12484 CK955893 CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -3,1 -8,8
Bt00007863 CK949281 GBP1 guanylate binding protein 1 -3,2 -9,4
OLIGO_10483 CR452494 COL1A2 collagen, type |, alpha 2 -3,4 -10,7
Bt00007938 CK950779 UBD ubiquitin D -3,7 -12,9
Bt00008202 CK955893 CXCL10 chemokine (C-X-C motif) ligand 10 -3,7 -13,2
OLIGO_05270 BF440277 UBD ubiquitin D -4,1 -17,7

* number BtX corresponds to Bovine Genome Oligoset V1.1 (Operon Biotechnologies) ; number OLIGO_X corresponds to NCBI GEO
reference GPL2853

Clustering
In order to have the best biological charactermratof each gene expression profile, we
performed a clustering on the genes that variedifgigntly at least once in the linear model

analysis. In this analysis, the t-test appliedht® ¢ontrasts between the estimated parameters
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allowed to conclude that 2,330 probes corresponding.,696 different genes with IPA
annotation varied significantly (threshold set td5) at least once in our study. We voluntary
fixed the significance threshold to 0.15 to recotley maximum of genes of interest such as
genes coding for milk proteins for which gPCR qifaration revealed significant variations.
These variations were not significant under 0.XBghold as the fluorescence signal intensity
on microarrays saturated for the lactating stagas tminimizing the differences between
stages. The significant threshold chosen here heabést compromise between the number of
genes for the biological interpretation and théestied error.

About 73% of these 2,330 probes showed a fluorescsignal of which the intensity
was inferior to 10 times the background signal, 2&6e within 10% of the highest signal of
the dataset and 25% had a middle signal. All osehgenes were divided into 19 clusters
according to their expression profile (Figure I1.¥Ye remind here that the clustering was
done on the contrasts of the estimated parameteichvmeant the difference between one
stage and the previous ortg £ pi+1 - ). As the repartition was not completely segregated
which can happen with this clustering method, tkis lof genes belonging to clusters with a
same profile were merged for IPA functional anayisto metaclusters: merging of cluster 1
with clusters 9 and 12 (metacluster A); merginglasters 5 and 7 (metacluster B); merging
of clusters 6 and 8 (metacluster C); merging o$teull with clusters 14 and 16 (metacluster
D); merging of clusters 13 and 15 (metaclusterBiplogical functions determined by IPA
software associated with each metacluster, oreriuate given in Table II.6.

In the following text, no precise description wageg for clusters 3 and 10 and metacluster
C. Indeed, for these groups biological interpretativas not evident as biological function
given by IPA were in the limit of significance agdnes belonging to these groups were not

exclusive in one biological function.
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Figure 1I-2 : K-means clustering allocating into 19clusters the 2,330 probes equivalent to 1,696 gerthat varied significantly at least once

I: Increase, D: Decrease, F: Flat as proposed by Rlolph et al, (2007).0 is the difference between one developmental staged the previous one. I8 is positive the
gene expression goes up, 6fis negative the gene expression goes down and ifs null the gene expression doesn't vary.In the coer box the gene expression
profile drawn from the normalized signal intensity.
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Table 11-6 : IPA biological functions associated ® each cluster

cl Number of Number of annotation IPA Molecular and Cellular function (number of IPA Physiological System Development and function (number . .
uster . ) . IPA Caninical Pathway (ratio)
probes recognized by ingenuity genes) of genes)

1,9, 12 243 218 Cell death (49) Immune response (50) Interferon signaling (9/29)
Cell-to-cell signaling and interaction (41) Hematological system development and function (40) Protein ubiquitination pathway (14/203)
Gene expression (13) Immune and lymphatic system development and function (40) Antigen presentation pathway (6/39)
Cellular development (22) Tissue morphology (26) Hepatic fibrosis/ hepatic stellate cell activation (6/131)
DNA replication, recombination, and repair (12) Embryonic development (11) D-glutamine and D-glutamate metabolism (2/27)

2 68 62 Molecular transport (8) Embryonic development (1) Cell cycle: G1/S checkpoint regulation (2/60)
Protein trafficking (5) Tissue development (1) Glutathione metabolism (2/104)
Amino acid metabolism (3) Organ morphology (1) Taurine and hypotaurine metabolism (1/47)
Cell death (1) Organismal development (1) Mitochondrial dysfunction (2/165)
Cell morphology (2) Connective tissue development and function (1) Arachidonic acid metabolism (2/211)

3 48 40 Cell morphology (6) Tissue morphology (4) Fatty acid biosynthesis (1/49)
Amino acid metabolism (2) Cardiovascular system development and function (3) G-protein coupled receptor signaling (2/199)
Carbohydrate metabolism (3) Digestive system development and function (1) Keratan sulfate biosynthesis (1/49)
Cell death (5) Endocrine system development and function (3) Urea cycle and metabolism of amino groups (1/80)
Cellular function and maintenance (6) Organ morphology (6) N-glycan biosynthesis (1/87)

4 47 43 Gene expression (3) Cardiovascular system development and function (2) Glycosphingolipid biosynthesis - Lactoseries (1/28)
Carbohydrate metabolism (2) Endocrine system development and function (2) O-glycan biosynthesis (1/43)
Cell cycle (1) Hair and skin development and function (1) Glycosphingolipid biosynthesis - Globoseries (1/41)
Cell death (9) Hematological system development and function (2) Glycosphingolipid biosynthesis - Ganglioseries (1/58)
Cell morphology (3) Immune and lymphatic system development and function (2) Keratan sulfate biosynthesis (1/49)

57 106 94 Lipid metabolism (8) Hematological system development and function (3) Fatty acid biosynthesis (2/49)
Nucleic acid metabolism (4) Cardiovascular system development and function (4) LXR/RXR activation (3/81)
Small molecule biochemistry (13) Digestive system development and function (4) Aryl hydocarbon receptor signaling (3/152)
Post-translational modification (3) Embryonic development (3) Pyruvate metabolism (2/145)
Cell death (16) Endocrine system development and function (3) TGF-beta signaling (2/83)

6,8 135 114 Cell signaling (14) Organismal development (15) VDR/RXR activation (3/80)
DNA replication, recombinatio and repair (2) Behavior (8) ERK/MAPK signaling (4/226)
Nucleic acid metabolism (4) Cardiovascular system development and function (9) Inositol phosphate metabolism (3/173)
Small molecule biochemistry (13) Nervous system development and function (14) Whnt/beta-catenin signaling (3/165)
Gene expression (20) Tissue morphology (7) cAMP-mediated signaling (3/159)

10 74 63 Carbohydrate metabolism (5) Embryonic development (5) Oxidative phosphorylation (7/158)

Small molecule biochemistry (8)
Cellular development (3)
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Cellular growth and proliferation (3)
Molecular transport (7)

Cardiovascular system development and function (3)
Organ development (4)

Valine, leucine and isoleucine degradation (3/107)
Citrate cycle (2/59)

11, 14,16 668 551 Cell death (96) Renal and urological system development and function (9) LXR/RXR activation (9/81)
Cellular response to therapeutics (4) Cardiovascular system development and function (25) Acute phase response signaling (12/172)
Cellular function and maintenance (22) Tissue development (30) H%?fgi)ﬂbross I'Hepatic Stellate Cell Activation
Cellular movement (57) Connective tissue development and function (33) LPS / IL-1 meditaed inhibition of RXR function (13/195)
Lipid metabolism (47) Hair and skin development and function (14) EGF Signaling (6/47)
13,15 328 287 Cellular development (44) Immune response (34) Antigen presentation pathway (4/39)
Cell cycle (34) Hematological system development and function (34) IL-4 Signaling (5/68)
Cell morphology (43) Immune and lymphatic system development and function (33) T cell receptor signaling (6/102)
Gene expression (38) Tissue morphology (30) B cell receptor signaling (7/148)
Cellular growth and proliferation (70) Connective tissue development and function (6) Glucocorticoid receptor signaling (9/265)
17 183 153 Carbohydrate metabolism (10) Skeletal and muscular system development and function (6) N-glycan biosynthesis (3/87)
Nucleic acid metabolism (7) Hematological system development and function (11) Integrin signalling (5/192)
Small molecule biochemistry (21) Immune response (10) Calcium signalling (4/204)
Cellular assembly and organization (9) Cardiovascular system development and function (7) Arginine and proline metabolism (3/178)
Amino acid metabolism (8) Connective tissue development and function (1) Urea cycle and metabolism of amino groups (2/)
18 171 158 RNA Post-transcriptional modification (8) Connective tissue development and function (13) p53 signaling (5/87)
Gene expression (13) Skeletal and muscular system development and function (7) VDR/RXR activation (3/80)
Cellular development (12) Hematological system development and function (10) Whnt/ beta-catenin signaling (4/165)
Cell morphology (14) Immune response (6) Hepatic fibrosis / Hepatic stellate cell activation (3/131)
Cellular growth and proliferation (36) Immune and lymphatic system development and function (10) Huntington's disease signaling (4/232)
19 259 229 Cellular growth and proliferation (36) Cardiovascular system development and function (3) Protein ubiquitination pathway (9/203)

Protein synthesis (15)

Cell-to-cell signaling and interaction (8)
Carbohydrate metabolism (5)

Cellular development (13)

Immune and lymphatic system development and function (13)

Tissue development (6)
Digestive system development and function (3)

Skeletal and muscular system development and function (9)

Estrogen receptot signaling (5/118)

Selenoamino acid metabolism (3/69)

Methionine metabolism (3/76)

Synthesis and degradation of ketone bodies (2/19)
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Metacluster A (clusters 1, 9 and 12) gather 21&gesowing an expression profile of IDID.
The most relevant genes of these clusters W€L1Q CXCR4(chemokine, C-X-C motif,
receptor 4)J]L18 (interleukin 18),IL2RG (interleukin 2 receptor, gammdRF8 (interferon
regulatory factor 8)IFITM3 (interferon induced transmembrane protein 3)aascbf proteins
mediating several cellular processes such as hgmeotell adhesion functions of interferons
and cellular anti-proliferative activitie$:NAR1 (interferon, alpha, beta and omega receptor
1) that are coding for cytokines or cytokine receptandBoLA-A BoLA-DRB1that encode
bovine MHC (class | and Il, respectively) proteifthese genes were representative of
immune response and immune and lymphatic systerela@mwent and function. The IPA
canonical pathways associated to the genes ocguminthese clusters were interferon
signaling and antigen presentation pathways.

In the cluster 2 there were 62 genes that showeexpression profiles of IFFI (cluster 2,
Figure 11.2). Some of these genes wafR3S1(adaptor-related protein complex 3, sigma 1
subunit), ERP29 (endoplasmic reticulum protein 29RAB13 (member RAS oncogene
family), SEC22B(vesicle trafficking protein homolog BELC36A1(solute carrier family 36)
which encode proteins that participate to molectrirsport and protein trafficking.

Cluster 4 contains 43 genes displaying expressiofilgs of DFFD. One representative gene
of this cluster is adiponectimADIPOQ) which is mainly expressed in and secreted by the
adipose tissue.

94 genes belong to the metacluster B (clusterd5/aand show expression profiles of DFFI.
A significant proportion of the genes in this méuater (n=44) are involved in lipid and
nucleic acid metabolism, small molecule biochemijsprost-translational modification, and
cell death. One of the canonical pathways assatiatéh these clusters is fatty acid
biosynthesis represented by Fatty Acid Synth&geS(and Acyl-CoA CarboxylaseACACA
genes.

Clusters 11, 14 and 16 (metacluster D), includeegén=551) whose expression was of FFFI
profile. A significant number of these genes aneoived in cellular death (n=96) and lipid
metabolism and secretion (n=47). Genes particigatnlipid metabolism and secretion are
exemplified by ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G, member RLACA LPL,
SDC2 (syndecan 2)FABP2 (fatty acid binding protein 2).PIN1 (lipin 1), AGPAT1(1-
acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferaseAADSB(acyl-Coenzyme A dehydrogenase,
short/branched chainh\CSL1(acyl-CoA synthetase long-chain family memberA)DH3B2
(aldehyde dehydrogenase 3 family, member BBRAGT1 (dolichyl-phosphate N-
acetylglucosaminephosphotransferaseHDLBP (high density lipoprotein binding protein).
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Genes representative of cellular deddlg]-2, of which the anti-apoptotic function is well
described, an@TAT3 share the same expression pattern.

On the microarray there are 3 probes corresponttir§CACA gene. Two of them where
directed in two metaclusters (B and D) underlyirge tproximity between these two
metaclusters. The last probe does not appear id9hgusters since its variability was very
close to the threshold of significance.

Metacluster E (clusters 13 and 15) brings togeft&f genes down regulated in lactation
(FFFD). This metacluster is associated with thdowahg biological functions: immune
response, immune and lymphatic system developméntch are allocated at the molecular
and cellular level to cellular development, cellcley cellular growth and proliferation.
Canonical pathways associated with this profile evantigen presentation pathway, IL-4
signaling, T-cell and B-cell receptor signalingn@ongenes representative w&B74, BoLA-

A, BoLA-DMB andBoLA-DRB1that belong to the bovine MH@,2RG, IL4R (interleukin 4
receptor) that are interleukin receptors, &aegATC2 (nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent 2) which is sifpge regulator of transcription.

Cluster 17 contained 153 genes which expressidiiigowmas IFFI. Some of these genes were
UGP2 (UDP-glucose pyrophosphorylase) aBdGALT1 (UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4-
galactosyltransferase, polypeptide 1) that conteldo carbohydrate metabolism, including
lactose synthesis. In this cluster there were glmes encoding milk proteins suchag
casein CSN1S}landp-casein CSN3.

Cluster 18 contained 158 genes showing expressuitigs of DIFD and was characterized
by RNA-post transcriptional modification and gengpression in terms of biological
functions. In this cluster there were genes codorgsplicing proteins aSF3B3(splicing
factor 3b, subunit 3)SFRS4(splicing factor, arginine/serine-rich FRS7(splicing factor,
arginine/serine-rich 7)SFRS12(splicing factor, arginine/serine-rich 123FRS (splicing
factor, arginine/serine-rich) or DNA replication tmanscription factors such &3MGBJ,
MED1 (mediator complex subunit 13 3SRP1(structure specific recognition protein WT1
(Wilms tumor 1).

Finally, cluster 19 showed 229 genes which expoesprofile was IFFD. These genes were
representative of cellular growth and proliferateomd protein synthesis. Genes of this cluster
belong to several biological functions. One genethi$ cluster encodes the local factor
C/EBP3 which is involved in the cell fate decision leaglino progesterone receptor
expression and then affects cell proliferation tigto a paracrine mechanism (Hennighausen
& Robinson, 2001).
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gPCR results

Some results provided by the microarray analysisewalidated by comparison with gPCR
performed on the same mammary tissue samples.diticaag since specific genes of milk
protein biosynthesis, milk fat globule biogenesisnmmmary tissue development were not
revealed by this microarray global analysis duexperimental issues (signal saturation for
several probes) their expression profile were dpaty analyzed by qPCR and then
compared to their pattern arising from the micragmnalysis. A set of 19 PCR systems was
designed to analyze the expression of genes indalvehe biosynthesis and secretion of
lipids (DGATL SCD FAS ADRP, FABP4 MFGES8 BTN1A), of milk proteins CSN1S1
CSN1S2CSN2 CSN3 LALBA LTF, LPO), of mammary tissue developmeBiMP-7, ID-2,
OPN) as well as ubiquitous gene3DP-1, CSNK2A2. In addition, 4 genes relevant for the
mammary function but not represented on microar(@igr 14 GLYCAM1 BLG, EIf5), and 4
genes representative of main clustering expresgiafiles CXCL9 ABCG2 IGFBP5
LPIN1) were also analyzed.

The expression profiles from microarrays show tame trends as qPCR for most of the
genes investigated with a global correlation caoedfit close to 0.82 (Figures 11.3 and 11.4).
Nevertheless, some genes do not show acceptabkdatmn between qPCR and microarray
expression profiles as for exam@dATL CSN1S2CSN2and CSN3(Figure 11.3). For the
DGAT1gene (Figure 11.3A), the signal intensity was waalevery stage (under 10 times the
smallest signal intensity of the data set). As toenplete DGAT1 mRNA sequence is
incomplete forCapra hircusand Ovis arieswe compared the nucleotide sequence of the
DGAT1 microarray oligonucleotide probe with the DGAMRNA sequence dBos taurus
(NCBI: NM_174693), Homo sapiens(NCBI: NM_012079), Mus musculus (NCBI:
NM_010046),Sus scrofg NCBI: AY093657) andBubalus bubaligNCBI: DQ886485). The
number of mismatches was respectively 0, 30, 3@ntd4. This region seems highly variable
between species, thus suggesting the occurrentesofatches between the microarray probe
and theCapra hircusmRNA sequence, which can explain the weak sigmnahsity and the
absence of difference between developmental stagfesthe microarrays. For the casein
genes (Figure 11.3B), relative abundances betweé@ &and P70 were higher with gPCR
analysis than with microarray analysis. This camlbe to saturation in the fluorescence signal
on microarray leading to an underestimation ofedéhces.

There are two gene expression profiles for thel lipiosynthesis genes (Figure 11.3A) with
genes highly expressed only in lactatiddTN1Al SCD MFGE-8 and genes that are
expressed at every stage of pregnak@dSN ADRP, FABP4). The milk protein genes can be
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divided into 3 expression profiles (Figure I.3B)thv genes that are expressed at mid-
pregnancy and highly expressed in lactatiG®N2 CSN1S2CSN3andLALBA), genes that
are highly expressed only in lactatidd§N1SlandLPO) and genes that are highly expressed
at mid-pregnancy and weakly expressed in lactai@PN andLTF). Genes known for their
implication in the mammary tissue developmeBMP-7 andID-2) were expressed at every
developmental stage (Figure 11.3C) a08NK2AXAisplays the same expression profile.
To validate expression profile obtained by clustgriwe have selected some key genes in the
main expression profiles. IndeedPIN1, ABCG2 and IGFBP5 showed up-regulation in
lactation andCXCL9was up-regulated at P70 and P110 (Figure 11.4).

Other expression profile of genes with key inter@stthe mammary tissues
functionality but not present on the microarray evdetermined by gPCR (Figure 11.9DP-
1, BLG, GLYCAML1 and EIf5 showed high expression in lactation with a notekor

expression oEIf5 at P7T0KRT14was equally expressed at every developmental.stage
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Figure 11-3 : Gene expression profiles obtained bygPCR and microarrays.
A: lipid biosynthesis genes, B: milk protein genesC: mammary setting and ubiquitary genesBTN1A1: Butyrophillin, SCD: Stearoyl CoA Desaturase MFGE-8:
Milk Fat Globule-EGF factor 8, FASN: Fatty Acid Synthase,ADFP: Adipophillin, FABP4: Fatty Acid Binding Protein 4, DGATL: DiacylGlycerol AcyTransferase
1, CSN3 Casein K, CSN1S2 casein as; CSN2 Casein 3, LALBA: a-lactalbumin, CSN1S1 Casein as;, LPO: Lactoperoxydase, OPN: Oesteopontin, LTF:
Lactoferrin, CSNK2A2 Casein Kinase 2,BMP-7: Bone Morphogenetic Protein 7,ID-2: Inhibitor of DNA binding 2. White (QPCR) and black (microarray) bar
represent the relative abundancies of target transgts between the different stages of pregnancy, tiermined assuming the expression of individual laetion was
1,000.
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Figure 1I-4 : Gene expression profiles obtained bgPCR and microarrays of key genes in clustering.
ABCG2 ATP-binding cassette sub-family G (White), membeg, CXCL9: Chemokine (C-X-C motif) ligand 9,IGFBP5: Insulin-like Growth Factor Binding Protein
5, LPIN1: Lipin 1. White (qPCR) and black (microarray) bar represent the relative abundancies of target transipts between the different stages of pregnancy,
determined assuming the expression of individual Eation was 1,000.
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Figure 1I-5 : Gene expression profiles obtained by PCR.
BLG: B-lactoglobulin, GLYCAM1: glycosylation dependant cell adhesion molecule EJf-5: E74-like factor 5, KRT14: Keratin 14. White bar represent the relative
abundances of target transcripts between the diffemt stages of pregnancy, determined assuming thepegssion of individual lactation was 1,000.
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[1.1.4.Discussion

This study is the first global gene expression ipngf of differentiation, designed in
ruminants, to follow changes occurring in the oetog of the mammary gland during
pregnancy. We have chosen the goat species as i \wwmaller and cheaper ruminant model
than bovine. As pregnancy is about 150 days longdats, P46 represents the end of the first
third of the goat pregnancy time and P70 represamdspregnancy. Three remarkable results
describing the goat mammary gland terminal diffeetion have to be mentioned. The first
one, refers to the first half of pregnancy, whichswcharacterized by a decrease in the
expression genes usually expressed in adipocytesreat genes representative of a
differentiated mammary epithelium such as genesngoébr immune function and milk
proteins had their expression increased. The seomaid result is the switch between late
pregnancy (P110) and lactation showing the decteasgression of immune function
encoding genes and the increased expression o$ gedeg for milk components (especially
lipids and lactose) biosynthesis and secretion. thivd outstanding result is the pointed out
increase expression of genes encoding both protditise innate and specific immunity at
mid-pregnancy (P70) and at the last third of pregggP110).

First half of pregnancy, change in cell-types

It seems that many changes occurred in the goatnmaayngland during the first half of
pregnancy. Indeed, our data suggest that the gaainnary gland move a decrease in the ratio
of stroma (mainly composed of adipocytes and filasts) to secretory tissue (composed of
epithelial and myoepithelial cells) as witnessed thg reduction in the expression of
adipocyte markerse.g. adiponectin (Huet al, 1996), belonging to cluster 4 or fibroblasts
markers, e.g. FGF-10 (Pedchenko & Imagawa, 2000). A number dapate markers
(Masteret al, 2002), including PPAR also showed a decrease in their expression, betwee
P46 and P70.

Moreover, the expression profiles WEGF and SREBF1 whose expression decreasktb
and cyclin D1 CCNDJ) both whose expression increased between P46 addwhich are
known to be involved in mice lobulo-alveolar deymitent and differentiation (Andersat

al., 2007), suggest that the goat mammary tissuewslline same pattern of differentiation
process. In addition)D2 which has been shown to be required for lobul@lalar
development (Moriet al, 2000), is significantly expressed during pregiyairt the goat

mammary tissue. In mice, it has been well descrthatithe switch between the first third and
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mid-pregnancy is characterized by a lobulo-alvealavelopment (Andersoet al, 2007;
Hennighausen & Robinson, 1998; Pitelehal, 1973; Robinsoret al, 1995). Moreover,
research works of Wang and coll. (2006) shows ttiatvariation in gene expression is more
dependant of the change of cell composition inddwaple than a variation in expression of
this gene in one type of cell (Wamrg al, 2006). Hence, we can hypothesize from our result
that between P46 and P70, the goat mammary glacithisging from a stromal tissue made
of adipocytes and fibroblasts to an organized lotalveolar tissue with an epithelium
internally coating the alveoli in which milk willdosynthesized and secreted after parturition.
This hypothesis is validated by the only existingrphological study done in 1979 by
Swanson and Poffenbarger. They observed that thehdoanammary tissue has already
alveolar structures at mid-pregnancy (5 month&air tstudy).

Epithelium differentiation and activation of secoet

Data produced from the different analyses in oudytevealed that genes encodiigasein
and to a lesser exteatr andp-caseinsp-lactalbumin and3-lactoglobulin are expressed at
mid-pregnancy in the goat mammary tissue. Moreower show that EIf5, a member of the
Ets transcritpion factor family (epithelium-specifsubclass) which regulates a number of
epithelium-specific genes found in tissues contgrglandular epithelium, is also expressed
at mid-pregnancy. In the mouse mammary tissue, prititein synthesis is regulated by the
presence of two transcription factors: Stat5 arfl @ndersonet al, 2007). The presence of
EIf5 and milk protein gene transcripts in the goammary tissue at mid-pregnancy meets the
theory developed for mouse mammary tissue accotdinvghich at mid-pregnancy there are
sufficiently mammary epithelial cells differentidtdo express markers of milk synthesis
(Robinsonet al, 1995). Actually, milk protein genes are slightlypressed in the pregnant
goat mammary tissue as previously shown, usingranuno-histochemistry approach in the
pregnant mouse mammary tissue (Kanazawa & Kohn&fi02). Semiquantitative Western
blotting analysis ofos;- and B-caseins in epithelial cell fractions from mousenmaary
glands showed that intra-epithelial caseins aregmteat a trace level during initial stages of
pregnancy (between days 0 and 4), declined to Iéeweis during mid-pregnancy (days 6 to
8), and then rose to high levels during the laistitbf pregnancy (day 14). Conversely, at the
messenger level (our gPCR data) we have recorddteigoat a trend to a slight increase in
expression at mid pregnancy for casein encodingegerspeciallyCSN3 (k-casein).

However, it is worth mentioning that casein synthesn substantially be regulated at the
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level of translation (Choet al, 2004). Nevertheless, for both goat and miceag to be
mentioned that the expression of milk protein geeesains very limited during pregnancy as
compared with the outburst occurring at the on$dactation (more than 1,000-fold from
gPCR results), when the mammary gland is suppasée totally differentiated and produce
huge amounts of milk. The fold change obtained Wit microarray technology is more
limited (359-fold) though still consequent with;-casein transcripts between P110 and L40.
It is worth mentioning that this result is not cdetply in agreement with the microarray
analysis carried out by Funicane and coll. (20@8priofile gene expression changes in the
bovine mammary gland at the onset of lactation gighre Affymetrix Genechip Bovine
Genome Arrays (23,000 gene probes) since theserautport that none of the milk protein
genes showed significant changes in expression flate pregnancy (5 days before
parturition) to early lactation (10 days after patton). This is probably due (at least in part)
to the larger gap existing between the last stdgeemnancy taken into account in our study
(P110) which isca. 40 days ahead of parturition, instead of 5 daythe Funicane’s study.
However, it is worth mentioned that in mice, themssion of milk protein genes increases
progressively during pregnancy, especially in @& part of pregnancy, and that there is no

sharp increase at secretory activation (partufitexcept ford-casein (Andersost al, 2007).

In the pregnant goat mammary gland, milk proteinegewere not the only genes expressed.
The expression of genes involved in lipid biosystieand secretion was also recorded.
Indeed, the microarray analysis showed that adiioppADRP), acyl CoA:diacylglycerol
transferase 10GATY)), fatty acid binding protein 4~4ABP4) and fatty acid synthas&ASN

are expressed in the goat mammary gland all alaegnancy. This result which was
confirmed and validated in gPCR, is not really sisipg since fatty acid synthase activity has
been already measured in the pregnant mammary giaoows (Mellenbergeet al, 1973)
and rabbits (Mellenberger & Bauman, 1974) #&idRP mRNA was also found in pregnant
mouse mammary gland (Andersehal, 2007). Such a result can be interpreted by the fa
that during pregnancy, cell proliferation requitee synthesis of many membranous lipids
composed of long chain fatty acids (as reviewedlellenbergeret al, 1973). Thus, the lipid
synthesis activity observed in the goat mammarndaylduring pregnancy would not be
dedicated to milk synthesis and secretion but nretated to the cellular proliferation
associated with mammary gland development whichds)@eembrane biosynthesis. The
expression ofDGAT1 gene during pregnancy contributes to epithelialifgration and

alveolar development of the mammary tissue. This iagreement with the fact that mice
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lacking the DGAT1 enzyme have impaired mammary djldavelopment, characterized by

decreased epithelial proliferation and alveolaratigyment (Casest al, 2004).

Nevertheless, genes involved in milk lipid biosysdis asLPL, the long chain
acylCoA synthetase homolog AGSL) and lipinl LPIN1), as well as in lactose synthesis,
such azJGP2andB4GALT1(metacluster D and cluster 17) are only expresséattation in
the goat mammary gland (Table 11.5). Likewise, Akdlserine/threonine protein kinase which
plays a key role in the regulation of glucose tpmsand lipid metabolism (Andersat al,
2007; Schwertfegeet al, 2003) displays a significant increase in expmgsbetween P110
and L40 (metacluster D). ButyrophiliBTN1AJ which is supposed to be an activator of milk
secretion (Ogept al, 2004) followed the same pattern (Table 1.5 armglfe 11.3A). SREBF1
(Sterol regulatory element binding transcriptiootés 1) which represents a central node in
the milk lipid metabolism network and controls anption of most of the genes which
regulate milk fat synthesis in mice (Rudolphal, 2003) and cattle (Bionaz & Loor, 2008),
was also shown in our study to be a critical refgulaf transcription as many genes regulated
by this factor showed the same expression proli@XCA FASN LPL, ACSL1andINSIG)).

In addition,as;-casein geneGSN1S}), of which the expression profile is somewhatetiint
from that observed with the other casein transgrips confirmed by gPCR experiments
(Figure 11.3, pattern B), seems to be significamtkpressed only in lactation. This observation
is in agreement with the notion thay-casein could be necessary for caseins secretighei

goat mammary tissue (Charettal, 1999).

The comparison between the last pregnant develogaingage and lactation in our study and
the study carried out by Finucane and coll. (2G0®)ws only 3 common genes in the two top
50 genes differentially expressed (lactoperoxiddgmprotein lipase and lipin 1). The
Finucane et al. study stages compare 5 days bafat€l0 days after parturition, while our
study compare 40 days before and after parturifidrus, the comparison between these 2
studies helps to hypothesize that for tHO, LPL andLPIN1 genes the expression profile
changes at the parturition and these genes aregupated in lactation. While, for the genes
that show an increased expression in lactation ontur study CSN1S1CSN1S2LALBA
BTN1A1 FABP3 SCD, given the results on mouse mammary tissue (Aswoest al, 2007;
Rudolphet al, 2003; Rudolpret al, 2007), we can hypothesize that these transdofitsv

a progressive increase until parturition.
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Related to that, general biological functions asged with lactating mammary gland
validate the conclusion, supported by our studgt the lactating stage is characterized by
molecular transport, cellular movement and proteafficking. Thus, the activation of
secretion seems to appear only after parturitidhénmammary gland of ruminants as it is for

cow mammary gland (Finucamee al, 2008).

Expression of genes of immunity during pregnancyrksnatissue remodeling and
differentiation

This study describes the expression of immunesighaling genes in a pregnant mammary
gland of nulliparous ruminants. Genes with expa@sgrofile of IDID (increased expression
at mid and 110 days of pregnancy) code for protefnthe innate and specific immunity as
classified thereafter.

Genes of the innate immunity are coding for praeihthe complement systei@lQB CD2,
CD3E, CD69 CD84, CD96), interferons and interferon receptordiRK1l, IRF2, IRFS,
IFNARYJ), interleukins and interleukin receptoil& X8, IL2RG), chemokines and chemokine
receptors CCL5 CXCL1Q CXCRJ, receptor of natural killer celliK(RK1) or macrophages
(MSR2J. We also recorded the expression of genes cddmggceptors involved in the innate
response activation to viral infectiom(R3 or protein that are the effectors of the innate
immunity, such as lactoferrin and lyzosomal protsagcathepsin C). Genes of specific
immunity were mainly genes coding for immunoglobuleceptors with high affinity for Fc
portion of IgG FCGR3A or IgE  FCER1Q, or bovine MHC BoLA-A BoLA-DMB BoLA-
DRBJ). There were also effectors of the immune respomisle the expression of genes
encoding proteins of the multicatalytic proteinasEmplex immunoproteasomé®$MB8
PSME1 PSMEJ.

Several of the proteins quoted above are knowretohemoattractant or activator for blood
monocytes, memory T helper cells and/or eosinophitieed, IL18 acts on natural killer cell
activity, lymphocyte T helper 1 (Thl) interferonng@a (IFNy) production and Thl cell
proliferation (reviewed in ref Suzuket al, 2003). CCL5 is a chemoattractant for blood
monocytes, memory T helper cell and eosinophil®ffoot et al, 1999). When binds to
CXCR3, CXCL10 stimulates monocytes, natural kikerd T-cell migration (Romagnasei
al., 2001).

The expression of monocytes attractant by the gosgnant mammary gland suggests that
there is a migration of macrophages and eosinaggit from the blood to the mammary

tissue. This phenomenon has been already repartetbuse mammary gland development
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and was associated to matrix remodeling (reviewe@f. Goudon-Evanet al, 2002). Thus,
the goat mammary gland differentiation could cosgtiwo phases of tissue remodeling, one
at mid and one in the last third of pregnancy (R#@ P110), characterized by the
phagocytosis of one cell-type (adipocytes) or sapthe development and the differentiation
of another cell-type (epithelium). This hypotheisisonfirmed by the up-regulation of genes
coding for proteins working in the ruminant mammatgnd immune system when facing
mastitis exemplified by C1q and lactoferrin. Cleessential in the classical pathway of the
complement system (Rainard & Riollet, 2006), whsrkectoferrin has been reported to be
mainly expressed by the mammary epithelial cefimg the ducts and the cistern (Molenaar
et al, 1996) and to function as a iron captor prevenbagterial development (Rainard &
Riollet, 2006; Sordillo & Streicher, 2002). Othaoteins are specific of epithelial cells such
as TLR3 which is mainly described in intestinalteelial cells of normal mucosa (Cario &
Podolsky, 2000).

The notion according to which the goat mammary djlexpresses a large number of innate
immune genes in pregnancy, is consistent with dle@ ideveloped by Vorbadt al. (2006)
that the mammary gland originates in the innate imensystem. The innate immune system,
also known as nonspecific or nonimmune responssgns a first-line defense system that
provides organisms with various immediately avddatefense mechanisms during the early
stages of the defense system. Such a mechanisnarappeicial for a tissue exposed to
multiple etiological agents.

Moreover, clustering analysis shows a decreaserkssion in lactating goat mammary gland
of the IL4-signalling pathway (metacluster E), @dwerized by the down-regulation k4R
and NFATc2 genes. Proteins encoded by these genes are lyntphdcyelper 2 (Th2)
cytokines that participate to mouse mammary glaadetbpmentin vivo (Khaled et al,
2007). The secretion of these cytokines by mousemmey epithelial cells (MEC) represents
the induction of the differentiation process (Klibkt al, 2007), and shows the role for
immune cell signaling proteins in the MEC fate andction (Watson, 2008). The goat
mammary gland expresses at 46 days of pregnanogsg# the IL4-signalling pathway, this
suggests that at this stage, the differentiatioocgss would be already engaged. The
decreased expression of the genes encoding thetengrin lactation is consistent with the
notion that 40 days of lactation correspond to #-eastablished lactation stage, in which
MEC are fully differentiated and that the mammariang then does not express

differentiation markers.
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Taken together, all these data suggest an incremagaession in the mid-pregnant
goat mammary gland of a large number of genes emgquioteins of the immune system and
milk proteins. We can hypothesize that a commonleggr pathway exists for the expression
of immunity and milk protein genes. The increaseexpression of immune genes at mid-
pregnancy underlines the crucial role of immunetgns in the remodeling step of the

differentiation process.

[1.1.5.Conclusion

Regarding general mechanisms underlying goat maynrgand development, we can
conclude that during the first half of pregnance tmammary tissue is switching from a
stromal tissue to an epithelium. This notion is stabtiated by the down-regulation of
adipocyte specific geneg.. adiponectin orADIPOQ) and the up-regulation of chemokine
genes which are supposed to attract monocyteghetgoat mammary gland and participate
to its remodeling. The last half of pregnancy cancharacterized by the proliferation of the
mammary gland cells. As for numeral mammals (miabbits, cows), secretion in the goat
mammary gland is activated only after parturitittowever, since the induction of the
differentiation process seems to take place beférelays of pregnancy, getting an insight
into this mechanism would necessitate to scrediestadevelopmental stages during the first
third of pregnancy.

Genes of immunity with increased expression dupregnancy participate to the remodeling
step of the differentiation process. A subset esthgenes might be activated to provide the
neonate intestine and the mammary tissue of thatiag goat with non specific immunity.
More than protective function, immune genes exg@®s the mammary tissues participate to
the mammary gland development and differentiation.

Here, we provide gene expression profiles of theoleehmammary tissues. In
ruminants, the mammary epithelium is developinghie stroma. Molecular cross-talks exist
between these two histological structures. Theegfdr would be relevant to characterize
precisely their relative contribution in the diféetiation process. Powerful technologies, such
as laser capture microdissection make it possiifies is currently under investigation in our

laboratory.
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1.2. Comparaison directe 46 jours de gestation et 40 jos de

lactation

La description morphologique du développement dgldmde mammaire chez des
génisses effectuée par (Swanson & Poffenbarger9)19disse supposer que chez les
ruminants et donc possiblement chez la chevredadgl mammaire présenterait, en début de
gestation, un tissu fibreux contenant des celléj@théliales non différenciées, alors que la
glande mammaire en lactation serait constitué deles épithéliales différenciées ayant
développé un phénotype sécrétoire. Ces deux glamoesraissent donc fonctionnellement
tres éloignées. Dans 'analyse globale des cirdestde développement (décrite dans la partie
précédente), il n'était donc pas possible de r@alis comparaison directe entre le stade le
plus précoce de la gestation (46 jours de gesta@d®) et le stade de lactation (40 jours,
L40). En effet, dans le plan expérimental en bopecésenté dans I'article, si deux stades tres
différents sont comparés directement, cela induitdé@séquilibre du plan expérimental et une
diminution de sa puissance, en raison du poids tnoportant qu’aurait fait peser la
comparaison G46-L40 sur 'ensemble du dispositif.

Dans cette étude, la comparaison directe entredeas stades, nous a permis de
produire des listes de genes exprimés en débuestatgpn et en lactation et de confirmer le

plan expérimental de I'analyse précédente.

[1.2.1.Matériels et méthodes

[1.2.1.1. Préparation des cibles complexes

L’extraction des ARN totaux a partir de tissus maaires a suivi la méme procédure
que celle décrite dans la partie « Matériels ethdéés » du paragraphe II.1.
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Les ARN totaux extraits ont ensuite été traitéa ®Nase en utilisant le kit SV Total RNA
Isolation System (Promega, France). La quantitéRiNAa été évaluée par détermination du
ratio 260/280 nm au moyen d’un spectrophotométréygde nanodrop ND-1000 (Nanodrop
Technology, Nixor Biotech, France). La qualité deque échantillon a été estimée avec le
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, France), wilisant la puce Nano 6000. Le
Bioanalyzer permet d’'estimer la qualité d’'un échimm en donnant un RIN ou « RNA
Integrity Number », qui correspond, sur une échadlel a 10, a une estimation du degré de
d’intégrité de 'ARN. Les échantillons dont le RI&tait inférieur a 7,4 étaient considérés
comme étant de qualité insuffisante (en partie abtégg) et par conséquent écartés de
I'expérience.

Les ARN totaux ont ensuite été rétro-transcritsA®MN complémentaire (ADNCc) et
marqués directement en utilisant le kit « PronRdus Direct System » (Promega, France), en
suivant les instructions du fabricant. Brievemdes, ARN totaux ont été incubés pendant 10
min a 70 °C en présence d’amorces « random » etait@es oligo(dT) pour 'amorcage de la
réaction de rétro-transcription. Les marquagesfetafaient directement au cours de la
réaction de transcription inverse, pendant 2h &C42n utilisant 'enzyme ChipShdt
Reverse Transcriptase et les nucléotides modiig§®8 dCTP et Cy®5 dCTP). La réaction
de rétro-transcription était stoppée en incubamiééange réactionnel a 37°C pendant 15 min
en présence de RNase H. Cette enzyme est une hexandonucléase spécifique des
hétéroduplexes ARN:ADN. Elle hydrolyse la plus glanpartie de I'ARN aprés sa
transcription inverse en ADN.

Les ADNc marqués ont été séparés des cyanines moorporées sur des colonnes
ChipShot™ (Promega, France). La fréquence d'incorporations déuorochromes

(« Frequence of Incorporation » ou FOI) et la cotregion d’ADNc (en pmol/ul) ont été
estimées en mesurant les absorbances a 260 nmb80 650 nm, au moyen du Nanodrop.
Les ratios suivant ont été calculés : FOI (Cy3J(Al§s550 x 60) / 0,15) x 324.5) / (Abs260 x
37 x 60), FOI (Cy5) = (((Abs650 x 60) / 0,25) x 324/ (Abs260 x 37 x 60). Lorsque les FOI
étaient inférieures a 20 pour la cyanine 3 et 1 e cyanine 5, la qualité du marquage était
jugée insuffisante et les échantillons étaienttégjeCes valeurs sont les seuils fixés par
Promega pour garantir une qualité optimale de Beigmce de profilage expressionel sur

microarrays.
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[1.2.1.2. Hybridations des cibles complexes sur les lames
Operon

Les cibles complexes ont été hybridées a raisadbdemol de cible marquée, sur des
lames UltraGaps (Corning B.V. Life Sciences) coatdnle set de 8 329 oligonucléotides
bovin commercialisé par Opéron auquel étaient apb0 oligonucléotides représentant pour
'essentiel des génes impliqgués dans la lipogeriasenéro d’'accession GEO :GPL4594
(Ollier et al, 2007). Les oligonucléotides ont été déposésesitdmes en dupliquas (deux
spots par séquence oligonucléotidique) sur la folate « Biopuces » de la Genopdle de
Toulouse. Les 19 200 spots présents sur la lameesmmmdent a 8 379 genes différents
(sondes) dont 6 656 (soit 79,4 %) possédaient ummtation reconnue par le logiciel
Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

Les cibles ont été déposees sur les lames seloplam expérimental comparant deux
conditions, avec 3 répétitions biologiques effeetué&n dye-swap (soit 6 lames au total).
Avant I'hybridation, les lames ont été pré-hybrisléen utilisant le kit Pronto! Universal
microarray Hybridation (Promega, France). L’hybtida a été effectuée au bain marie
pendant 16h a 42°C dans des chambres a hybridationing (Corning Life Science, France).
Le lavage des lames a été réalisé en utilisargdkgions et les instructions fournies avec le
kit Pronto ! Universal microarray Hybridation (Prega, France). Le scan a été effectué sur le
scanner Genepix 4 000B de la plateforme Puces a ABNinstitut Pasteur (Paris) a une
résolution de 10 um. L'intensité du signal pour gt spot a été quantifiee sur le logiciel

Imagene (Biodiscovery, USA).

[1.2.1.3. Traitement des données issues de la quantification

Les fichiers quantifiés ont été normalisés engdilt la fonction «ormalisation» du
package « anapuce » du logiciel R qui procede diéapar une normalisation Lowess suivie
d’une correction des signaux par bloc.

La cohérence du fichier des signaux normalisés éa vérifiée en utilisant la fonction
«verifdonnee> développée sous R. Cette fonction calcule (i)clesfficients de corrélation
entre les lames, pour vérifier que les swaps ptésendes signaux opposes, (i) les
coefficients de corrélation entre les intensités slgnaux normalisés de toutes les lames, pour
vérifier que 'effet « lame » n’est pas plus fouegl'effet « échantillon » et que les répétitions
biologiques d’'une méme condition sont bien corléeette fonction trace également des

box-plot ce qui permet de visualiser rapidemefgsiames sont comparables entre elles.
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L’analyse différentielle a été faite en utilisaatfonction «DiffAnalysis» du package
« anapuce » sous le logiciel R, en classant leesgggar groupe de variance homogene
(Delmaret al, 2005). La correction des probabilités critiquesté effectuée par la méthode
de (Benjamini & Hochberg, 1995). Lorsqu’il existplusieurs spots correspondant a la méme
séquence oligonucléotidique, la moyenne des irttsndu signal a été calculée.

Le niveau d'expression de chaque géne a été évptug chaque stade de
développement en calculant I'intensité du signa&retonsidérant qu’un gene est (i) fortement
exprimé lorsque son intensité est supérieure a d®%intensité la plus élevée de I'ensemble
des données, (ii) faiblement exprimé lorsque stamsité est inférieure a dix fois I'intensité la
plus faible, (iii) moyennement exprimé lorsque sSotensité est comprise entre les deux

critéres précédents.

[1.2.1.4. Validation des différentiels d’expression sur une
vingtaine de geénes par PCRq

Les différentiels d’expression ont été validés poentains genes par la quantification
de leur transcrits en PCRq. Les systemes PCR a&saftda méthodologie étaient les mémes
gue pour la partie 11.1.

Pour comparer les résultats obtenus par PCR awecal#enus par la technique des
« microarrays », chaque donnée normalisée de latifjoation par PCRqg et du signal de
fluorescence correspondant sur « microarrays » éa cétibrée dans un premier temps
relativement a la valeur correspondante des chesmesactation. Ensuite la moyenne et
l'écart-type a 46 jours de gestation et 40 jours laetation ont été calculées et des

histogrammes ont été tracés.

[1.2.2.Résultats

[1.2.2.1. Analyse des puces a ADN

Afin de déterminer les différences d’expression geses entre la glande mammaire
en début de la gestation (G46) et celle en lactatigl0), une analyse différentielle a été
effectuée a partir des données issues de la coippardirecte des ARN extraits de ces deux
types de tissu, sur « microarrays » en dye-swagndlyse différentielle a été effectuée a
partir de trois répliquas biologiques, répétés napirement deux fois en Cy3 et Cy5 (dye-

swap).
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En classant les genes par groupe de variance homogieen fixant le seuil de
significativité a 1%, 575 sondes (soit 7% des seruésentes sur la lame) ont été déclarées
differemment exprimées entre 46 jours de gestattofD jours de lactation. Ces 575 sondes
représentaient 502 genes differents avec une daiorotaacceptée par le logiciel
d’interprétation biologique, Ingenuity Pathway Aysit (IPA).

Une seule sonde présentait un fort signal aux déankes physiologiques considérés.
Le géne correspondant spécifie la sous-unité 3 auptexe intégrateur (spliceosome)
participant a l'activité des petits ARN nucléairéenRNA) qui interviennent dans les
mécanismes d’épissage des ARN. Trois sondes étagsnfortement exprimées en lactation
et faiblement exprimées en début de gestation.s0rdes correspondent au précurseur de
I'a-lactalbumine et aux génes spécifiant les casaigest K. Les autres sondes présentaient
un signal moyen ou faible.

Parmi les sondes déclarées differemment exprim2@s, étaient surexprimées en
lactation et 280 I'étaient a 46 jours de gestat®inle seuil de difference d’expression était
fixé a deux, c'est a dire que I'expression d'un ggalans une condition est deux fois
supérieure a son expression dans l'autre condiitors 112 sondes étaient deux fois plus
exprimées en lactation qu’en gestation et 28 soltiEent deux fois moins exprimées en

lactation qu’en gestation.

De fagcon attendue, les genes surexprimés en lactaétaient représentatifs des fonctions
biologiques correspondant a la synthése des pesté&ndes lipides (cf. Tableau I11.7).
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Tableau 1I-7 : Liste des génes differemment exprimg au niveau du tissu mammaire entre 46 jours de
gestation et 40 jours de lactation. Le seuil de sidicativité est de 1% avec la correction des
probabilités par la méthode de Benjamini-Hochberg.

Nom du géne Code du Ln2(R/V) Ratio
géne d'expression
Genes surexprimés en lactation
Métabolisme des protéines
Synthése des protéines Caséine kappa CSN3 7,4 165,4
Alpha-lactalbumine LALBA 7,3 158,6
Caséine alpha S1 CSN1s1 6,3 76,3
Caséine beta CSN2 4,7 26,4
Beta-lactoglobuline LGB 4,3 20,0
Polymerase alpha 2 POLA2 1,0 2,0
Modifications post-traductionnelles DNAJ DNAJB11 4,5 22,7
DNAJC12 1,5 2,7
Defective in cullin neddylation DCN1 2,3 5,0
WD repeat domain 34 WDR34 2,0 4,1
Ubiquitin specific peptidase 46 USP46 2,0 4,1
Ubiquitin specific peptidase 9 USP9Y 1,0 2,0
Mouvement de protéines Recepteur de la particule de reconnaissance du signal SRPR 1,6 3,0
Trafficking protein complex TRAPPC4 1,6 31
Synthese des lipides Leptine LEP 3,3 9,7
Stearoyl-CoA desaturase SCD 2,7 6,5
Leptine receptor LEPR 2,3 51
Phosphatidylethanolamine-N-methyltransferase 2,0 4,1
Lipoproteine lipase LPL 2,0 4,0
Fatty Acid Binding Protein 3 FABP3 1,9 3,7
Lipidosine (Acyl-CoA synthase) ACSBG1 1,7 3,2
Glycerol-3-phosphate acyltransferase GPAM 1,4 2,7
Malate dehydrogenase 2 MDH2 1,2 2,3
Composants membrane du globule gras  Butyrophiline BTN1A1l 3,0 7,8
Mucine 15 MUC15 1,5 2,9
Milk fat globule-EGF factor 8 MFGES8 15 2,8
Geénes surexprimés en gestation

Mouvement cellulaire Flovoprotéine transfert d'électron ETFB -2,6 6,3
Lactophiline 1 LPHN1 -1,2 2,3
Synucléine alpha SNCA -1,1 2,2
Cycle cellulaire Protéine d'intéraction a la Thiorédoxine TXNIP -1,7 3,3
Sestrine 1 SESN1 -1,2 2,3
Organisation et assemblage cellulaire Protéine de liaison a la guanine GNB2L1 -1,0 2,0
Collagene type Il alpha 1 COL3A1 -2,4 52
Protéine de liaison au ribosome RRBP1 -2,1 4,4
Protéine de liaison au TGF beta LTBP3 -1,3 2,5
Thymosine TMSL3 -1,3 2,4
Collagéne type VI, alpha 2 COL6A2 -1,2 2,3
Domaine associé a la fas FADD -1,1 2,1

La fonction « synthese protéique » était caractéerigar des genes spécifiant (i) les
protéines du lait telles quenFlactalbumine, Ig-lactoglobuline et les caséinesos; 3 et a un
seuil de significativité supérieur la caséimme (P=0,012);, (ii) les protéines qui interviennent
dans le repliement et les modifications post-tréddnoelles des protéines telles qD&IAJ
DCN1 (« Defective in cullin neddylation », la nédylai étant une modification post
traductionnelle des protéines), le domaine répéi® 3% WDR34 facilitant la formation de

complexes multiprotéiques) et les peptidases dpaeifde I'ubiquitine (« Ubiquitin specific
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peptidase »USP46 USP9Y intervenant dans la dégradation de protéines) les protéines
responsables du transport inta-cellulaire des pre¢éelles que le récepteur de la particule de
reconnaissance du peptide signal (« Signal RedognPRarticle Receptor »SRPR et le

« trafficking protein complex »TRAPPCZ qui facilitent I'entrée des protéines dans laevoi
de sécrétion, et assurent leur orientation verétieulum endoplasmique.

La fonction « biosynthése lipidique » se caracténmr les génes spécifiant les
protéines qui contribuent ou interviennent dire@atdans la synthése des lipides tels que la
leptine et son récepteurLEP, LEPR, la stéaroyl-CoA désaturaseSCGD, Ila
phosphatidyléthanolamine-N-methyltransférase, pagdrotéine lipaseLfL), la « fatty acid
binding protein » FABP3J3, la lipidosine ACSBG]J, la Glycerol-3-phosphate acyltransférase
(GPAM) et la malate déhydrogénas®IiH2) et par les génes spécifiant les protéines
impliquées dans la sécrétion du globule gras tejiesla butyrophilineBTN1AJ, la mucine
15 MUCL15) et le « milk fat globule-EGF factor 8 MEGES).

Les genes surexprimés en gestation étaient repadigerdes fonctions biologiques,
définies par IPA, telles : le « mouvement cellida# « cycle cellulaire » et « organisation et
assemblage cellulaire ».

Les genes caractérisant la fonction « mouvemehilaee » spécifient : la sous unité
B d’'une flavoprotéine qui joue le réle d’accepteiglettrons de déshydrogénases (« Electron
Transfer Flavoprotein >ETFB) et intervient également dans le catabolisme drios acides
gras, la latrophiline 1LPHN1) qui appartient & une sous-famille des récepteamplés a des
protéines G, dotées de fonctions de signalisatiars mussi d’adhésion et enfin la synucléine
o (SNCA, une petite protéine (14 kD) non repliée, posstdes caractéristigues d’une
chaperonne (participe a la formation de compleX¢8FE dont la fonction premiere est de
médiatise I'ancrage des vésicules sécrétanes « porosomes » membranaires des cellules
eucaryotes) principalement exprimée dans le cerv€ate protéine qui est aujourd’hui
l'objet d’'une attention particuliere en raison densimplication dans des désordres
neurodégénératifs tels la maladie de Parkinson dErtaal, 2009), jouerait également un
réle clef dans le trafic cellulaire.

Les génes impliqués dans le cycle cellulaire spgttiun régulateur de transcription :
la protéine d’interaction a la Thiorédoxin@XNIP), et la sestrine 1SESNJ) qui régule
négativement la prolifération cellulaire.

Les génes participant a l'organisation et I'assepdldes cellules spécifiaient les
protéines du collagen€€QOL3Alet COL6AY, glycoprotéine sécrétée par le tissu conjonctif,
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la thymosine TMSL3 qui intervient dans l'organisation du cytosquieleét le domaine
associé a la fasADD), un activateur de I'apoptose.

Devant le faible nombre de genes surexprimés datigms (n=28), nous avons listé les
genes pour lesquels lintensité du signal en dédmit gestation était non négligeable
(supérieure a 10 fois l'intensité la plus faible tensemble des données). Les genes
remarquables de cette liste sont ceux spécifianpletéines du cytosquelette telles que les
actines ACTG], ACTN32, les myosinesMYH3 MYH7, MYH9 MYH1Q MYH14 MYL3
MYL4 MYO1Q MYRIP, MYO1Aet les kératineKRT6A KRT7, KRT14 KRT17etKRT20 ;
et certains genes des lactoprotéineSN2 spécifiant la caséinge et BLG spécifiant laf3-

lactoglobuline).

[1.2.2.2. Validation des données de microarray par PCR
guantitative en temps réel

Une vingtaine de génes spécifigues de la biosyatliss lactoprotéines, de la
lipogenése ou du développement de la glande mamroair été quantifiés par PCRqg. Ces
données ont ensuite été confrontées aux résulitdaus par la technique des « microarrays »
(Figure 11.6), avec les mémes échantillons biologs)

La confrontation des résultats entre les deux ni&hale quantification des transcrits
rend compte de quelques aberrations. Ainsi, le ment® transcrits du gene spécifiant
I’Acétyl CoA Carboxylase ACCO) est surestimé pour la lactation avec la PCRgpéiguant
par une valeur exagérée pour une chevre lactapgealtres résultats mettant en évidence un
biais entre « microarray » et PCRq s’observent pegidonnées d’expression obtenues sur les
génesADRP, SCD, DGAT1 MFGE8 GlyCAMY], LPO et EIf5. L'intensité du signal de la
sonde de ces genes est moyenne ou forte a larfojestation et en lactation sauf pour la
sonde spécifiant le ger&CD, ou le signal est faible sur toutes les lamesr Betie sonde, la
séquence oligonucléotidique a été comparée avgéneme bovin et elle ne matche pas avec
la séquence du gene de la SCD, cette sonde neté&raacplus la SCD. Les séquences
oligonucléotidiques des autres sondes ont égalerégntvérifiées sur le NCBI, aucun
probleme n’a été relevée. De plus, il N’y a pas aeirstion pour ces sondes sur les lames. Il
n’y a donc pas d’explication triviale a I'obsenatid’une expression non négligeable de ces
genes en début de gestation alors qu'il y a petrahscrits dénombrés en PCRq. Toutefois,
pour ces geénes la tendance suivie entre les deukodes d’analyse d’expression est
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similaire. Le résultat aberrant pour les donnéesni@orray obtenues pour la caséing
s’explique par une intensité du signal proche dutlate fond sur toutes les lames sauf pour
deux, correspondant a une chévre en lactation. ell ppurrait que la séquence
oligonucléotidique de la sonde correspondant@3al1S2it été déterminée dans une région
d’epissage alternatif, représentatif d’'un variaatcgtte caséine, et que les chévres analysées
ici ne soient pas de méme génotype pour ce gene.

Certains génes de la lipogeneése, tels que les gpeediant I'adipophilineADFP), la
FABP4 DGAT], la « fatty acid synthase FAS et la Stéaroyl CoA DesaturasedD sont a
la fois exprimés en gestation et en lactation avemombre de transcrits plus important en
lactation (de 2,5 a 10 fois plus en se basantesugliantifications de PCRQ). Les autres génes
guantifiés en PCRq spécifiant des protéines guigieent a la synthése et a la sécrétion du
globule gras tels que GlyCAM 1, la butyrophilineF®ES8 ne sont exprimés qu’en lactation.
De méme, tous les genes spécifiant les protéinelaiime sont exprimés qu’en lactation.
Certains genes spécifiant les protéines qui inkanent dans le développement de la glande
mammaire, tels que I'ostéopontine, 1d2 et la kérafi4 (protéine du cytosquelette, spécifique
des cellules myoépithéliales) sont exprimés a ia &m gestation et en lactation de fagon
équivalente. Par contre, les genes spécifiant Elf5a lactopéroxydase seraient quasi

exclusivement exprimés en lactation.
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Figure 11-6 : Comparaison des profils d’expressiord’une vingtaine de génes impliqués dans la synthésé

la sécrétion des lipides et protéines du lait ou ipliqués dans la mise en place du tissu
mammaire, obtenus par la technique d’analyse sur roroarrays (barres blanches) et en
PCRq (barres noires).
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[1.2.3.Discussion

[1.2.3.1. La glande mammaire lactante : dominance d’'un
épithélium sécrétoire actif

Les tissus mammaires caprins en lactation sur#eemi les genes spécifiant les
lactoprotéines telles que les caséinas;ldctalbumine et Ig-lactoglobuline. Ces génes sont
jusqu’a 150 fois plus exprimés en lactation qu’estgtion. Or, ces génes sont spécifiques de
la glande mammaire en lactation puisque ces pregéiaractérisent le lait (Tremblay al,
2003). Des études sur les tissus mammaires mukimde¢sonet al, 2007; Robinsoret al,
1995; Rudolphet al, 2003) et de rat (Nakhasi & Qasba, 1979) ont néoqgtre les génes
spécifiant les protéines du lait n’étaient pas em@s en début de gestation mais fortement
exprimés en lactation, bien que des traces dermggi et de caséin aient été détectées
dans les tissus mammaires murins en début de iges{finazawa & Kohmoto, 2002) et que
des traces de caséines et de leur ARNm l'aieneggait été dans les tissus mammaires de
lapine, en début de gestation (Shusteal, 1976).

Les genes associés a la maturation et a la sécrdée protéines sont également
surexprimés en lactation. Ces genes ne sont paffigpés des tissus mammaires lactants
mais caractérisent un tissu sécrétoire. Le récepleula particule de reconnaissance du
peptide signal §RPR et le « trafficking protein particle complex 4$PRAPPCJ sont des
molécules qui participent au passage de la proténeellement traduite du cytoplasme vers
le réticulum endoplasmique, mécanisme propre ao¥ejmes, telles que les lactoprotéines,
qui sont dirigées vers la voie de sécrétion (Mepkaal, 1992), et au transfert du RE vers le
cis-Golgi, en prenant part, en amont de I'assenabthrs « SNARE complex » a 'accrétion et
a la fusion des vésicules sécrétoires.

Les genes surexprimés dans les tissus mammairgasap lactation et spécifiant les
protéines impliquées dans le repliement et les fivations post-traductionnelles des
protéines DPNAJB11, DNAJC12, DCN1, WDR34, USP46, USRfYsont pas spécifiques des
protéines du lait. En effet, les protéines dudabissent essentiellement des phosphorylations
et des glycosylations qui font intervenir un certaombre d’enzymes au rang desquelles
figurent des kinases et des transférases (Metat) 1992).

La glande mammaire caprine en lactation sur-expriégalement des genes
spécifiqgues ou impliqués dans la synthése et dgdeétion des lipides du lait. En effet, les
genes spécifiant la leptinkEP), la stéaroyl-CoA désaturas€CD), la lipoprotéine lipase
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(LPL), la « fatty acid binding protein » FABP3, la glycérol-3-phosphate acyltransférase
(GPAM), la lipidosine ACSBGJ et la butyrophiline BTN1A) sont spécifiquement exprimés
dans les tissus de la glande mammaire en lact@emardet al, 2008; Bionaz & Loor,
2008).

D’autres genes qui ne sont pas directement im@igiads la synthese des lipides du
lait, mais participant a la synthese des lipidessd#iautres tissus, sont également surexprimés
en lactation. Ceci est le cas pour la phosphatidgiélamine-N-méthyltransférase qui
intervient dans la synthése des lipides membrama(ell et al, 1981), la malate
dehydrogénase, enzyme du cycle de I'acide citrigquiepermet la production de NADPH
utilisé dans la synthese des acides gras (HawkayoT, 1995) et la mucine 15 présente dans
la membrane du globule gras et dont le réle dansélerétion de celui-ci est encore
hypothétique (Heid & Keenan, 2005).

[1.2.3.2. La glande mammaire en gestation : dominance d’un
tissu conjonctif

Devant le faible nombre de génes significativen{@nfois) moins exprimés entre la
lactation et la gestation (28 génes), I'interpiétabiologique est assez difficile. Toutefois, les
genes spécifiant le collagene sont largement surmagp en gestation. Or, le collagéne est un
constituant majoritaire du tissu conjonctif de latrice extracellulaire. L’expression plus
importante des genes spécifiant ces glycoprotéamesiébut de gestation dans les tissus
mammaires caprins est en accord avec I'observéaiom par (Rudolphet al, 2003) sur les
tissus mammaires murins. En début de gestation, tiesus mammaires seraient
essentiellement composeés de tissu conjonctif exgrirdes genes du maintien de I'activité de
base d’une cellule, expliquant ainsi le faible noentle genes sous-exprimeés en lactation.

Le niveau d’expression, non négligeable (bien sapéau bruit de fond), en début de
gestation de génes des protéines caractéristigeesssl musculaire (myosine, actine et
cytokératine) ou de CEMCSNZ2 et BLG), suggére qu'a 46 jours de gestation les tissus
mammaires caprins contiennent, en plus du tissyoootif, des cellules représentatives de
tissus musculaires (probablement des cellules niyadiales) et de CEM. Ces génes ne sont
pas révélés par I'analyse différentielle puisquéagetation, les tissus mammaires contiennent
en plus grande quantité les mémes types cellujdiexpression de leurs marqueurs est donc

plus importante a ce stade physiologique. Comme aedté suggéré dans le premier article
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(cf. Partie 11.1), le déclenchement de la difféiation terminale de la glande mammaire

caprine aurait lieu en tout début de gestation.

[1.2.4.Conclusion

L’expérience de profilage expressionnel décritdessus était la premiere expérience
de ce type réalisée dans le cadre de ma thesemelleen évidence certains aléas de cette
technique tels que l'incidence du bruit de fonds t&fauts inhérents a la fabrication des
supports et au « design » des oligonucléotidess atte étude, les 21 genes validés par
PCRq ont permis de mettre en avant ces aléas mbtde qu’il est fortement recommande,
avec ce type de technologie, de vérifigrosterioriles génes déclarés differemment exprimés
et dans la mesure du possible, d’avoir une al@eori sur la nature des genes attendus, pour
pouvoir controler spécifiqguement leur profil d’erpsion.

Comme dans cette étude, le seuil de décision p@alagkr si un gene est
differemment exprimé était treés restrictif (1% avacorrection de Benjamini-Hochberg), vu
le nombre relativement limité de sondes sur la |§@&@79), le fait que 575 sondes ont été
déclarées differemment exprimées montre que ladglamammaire caprin en début de
gestation est trés differente de celle en lactatiom décision de ne pas inclure cette
comparaison dans le plan expérimental de I'expéeatécrite dans la partie 1l.1, était donc
judicieuse.

Pour conclure, nos résultats de comparaison indiqutairement que les tissus
mammaires caprins en début de gestation possestenatactéres d’'un tissu conjonctif alors
gue les tissus mammaires en lactation présententdeactéristiques d’un tissu sécrétoire
exprimant les genes de synthése et de sécrétioprdesnes et des lipides du lait, dont un
répertoire a pu étre dégagé a lissue de cetteeetddci est cohérent avec les observations
anatomiques faites sur la glande mammaire bovinpremiére gestation, par (Swanson &
Poffenbarger, 1979) dans lesquelles il est déarg tps tissus mammaires en début de
gestation ne contiennent pas de structure alvéoldirde produit de sécrétion. Toutefois,
I'étude du niveau d’expression de certains gends$ gours de gestation, indique, qu’'a ce
stade, les tissus mammaires sont plus complexes gig'su conjonctif puisqu’ils expriment a
un niveau non négligeable des genes représerdatifsllules myoépithéliales et de CEM.

Dans cette étude, I'utilisation de microarrays pmesurer simultanément I'abondance
de transcrits de milliers de génes a été explgta@ mettre en évidence une composition

cellulaire des tissus non révélée par une analysgparative.
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Ill.  Chapitre 3: effet de la mutation K232A au locus
DGAT1 sur les profils d’expression génique des tissus

mammaires bovin

Cette partie du travail de thése s’'inscrit danscdere d’'un programme national :
« Genomilk Fat », financé par 'ANR Genanimal estaiété Apis-Gene. Ce projet a été initié
en 2003, dans un contexte ou le lait et les prediétivés sont de plus en plus décriés par les
consommateurs en raison de la forte teneur ensgids saturés de la matiére grasse laitiere.
Les acides gras saturés sont suspectés provogsienaladies cardio-vasculaires lorsqu’ils
sont consommeés de facon excessive (Williams, 2000gst clairement établi que la
composition du lait (teneur en matiéres grasse@ejgue) peut étre modifiée efficacement
au moyen de leviers tels que l'alimentation aniig@tilliard et al, 2000) et la Génétique
(Grosclaudeet al, 1994; Khatkaret al, 2004). Le programme « Genomilk Fat » avait ainsi
pour objectifs d’étudier les effets de polymorphesngénétiques (Io€€SN1Sikchez la chevre
et DGAT1chez la vache), de I'alimentation et de I'intei@ctentre ces deux facteurs sur les
performances laitieres, la composition et les daretiques des structures supramoléculaires
du lait et les profils d’expression génique duuissammaire. C’est sur la partie bovine de ce
programme que le travail présenté ci-apres a pené&e basant sur le dispositif de détection
de QTL laitiers mis en place sur le domaine expénital du Pin-au-Haras (Inra, UE 326,

Orne, France).

.1. Facteurs de variation du taux butyreux et de la

composition en acides gras du lait des ruminants

M.1.1. Les facteurs environnementaux modulant la matiere
grasse laitiere

Le taux butyreux (TB) et la composition en acideasg(AG) des laits varient selon
différents facteurs tels que la race, le poterg@iétique, la parité, le nombre de jours de
lactation, I'état sanitaire et l'alimentation dearliimal ou d'autres facteurs attribués a
I'environnement de I'animal, parfois moins maithkss, tel que la photopériode.

Le TB augmente en début de lactation, puis dimaweours de la lactation.
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La teneur en acide butyrique (C4:0) atteint un mmaxn dans le premier mois de la
lactation puis diminue pour atteindre un minimumfende lactation (Parodi, 1974). Les
teneurs en AG a chaine courte, moyenne et satacéte(caproique, C6:0 a acide myristique,
C14:0) augmentent pendant les deux premiers mdes ldetation, restent constantes jusqu’au
cinquiéme ou sixieme mois puis diminuent jusqu'ditade la lactation (Decean & Adda,
1970; Parodi, 1974). L'acide palmitique (C16:0)iggoeu en cours de lactation (Decean &
Adda, 1970; Parodi, 1974). Les teneurs en acidesigtie (C18:0) et oléique (C18:1) sont
élevées en début de lactation, diminuent a midactaet augmentent a nouveau en fin de
lactation (Decean & Adda, 1970; Parodi, 1974). benbre de jours de lactation a peu d’effet
sur la teneur en acides conjugués de l'acide ligo& (« conjugated linoleic acid », CLA)
(Kelseyet al, 2003). De méme, la parité n'a pas d'effet sueteeur en CLA (Kelsegt al,
2003) ni sur la taille et la composition du globgjeas du lait (pour revue Couvreur &
Hurtaud, 2007).

L’alimentation constitue un moyen rapide et réusesipour modifier la teneur en
matiére grasse et la composition en AG des laitguteinants. Les modifications sont
dépendantes de la nature du fourrage, de son maecahservation, du ratio
fourrage/concentré et de la supplémentation demngaen lipides (Chilliard & Ferlay, 2004).
Ainsi, par comparaison avec I'ensilage de maipakeirage entraine une diminution du TB et
une augmentation de la production laitiere (Chilliat al, 2000; Regcet al, 2004). Une
alimentation a base de foin ou d’herbe, dont lammsition en AG est caractérisée par une
forte teneur en acide linolénique (40%) augmentdel@eur des laits en AG mono et
polyinsaturés (Couvreuwst al, 2003; Hurtaucet al, 2002; Regcet al, 2004; Sauvanét al,
2002).

Sur un régime a base d’ensilage de mais, une supptéation par des graines riches
en acide linoléique (C18:2) ou linolénique (C18@haines de tournesol ou de lin) provoquera
une diminution de la production laitiére et du TIBra que des graines riches en acide oléique
(graines de colza) ne modifient pas significativetnia production laitiere (Caspet al,
1988; Chilliard & Ferlay, 2004; Collombt al, 2004; Sauvanet al, 2002). La graine de
tournesol (riche en acide linoléique) entraine dimeinution plus importante de la teneur en
AG saturés dans le lait et une augmentation plde ftte celle en AG insaturés que les graines
de colza (riches en acide oléique), de lin (richeaeide linolénique) ou soja (riche en acide
linoléique) (Casperet al, 1988; Chilliard & Ferlay, 2004; Palmquist & Codral978;
Sauvantt al, 2002; Warcet al, 2002).
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La diminution de la teneur en AG saturés et l'augtaion de la teneur en AG
insaturés dépendent également de la dose et derrtae fd'apport des supplémentations
lipidiques. Ainsi, la graine de lin crue diminue im®le rapport AG saturés sur AG insaturés
gue la graine de lin extrudée ou traitée par mardes (Gonthieet al, 2005). Il en va de
méme entre la graine de lin broyée et la grainkndextrudée (Hurtauet al, 2006). L'apport
croissant de lin dans la ration entraine une autatien de la production laitiere et de la
teneur du lait en acide linolénique ainsi qu'unmidution du TB et de la teneur en AG
saturés (Hurtaudt al, 2006).

1.1.2. Les polymorphismes génétiques impactant la
composition des laits bovins

La notion de polymorphisme génétique s’'appliquesdae I'on observe a un locus
donné (c’est a dire un emplacement précis d’'unmbemme) au moins deux alléles différents
pour une méme espeéce. Le balisage du génome bawidifférents marqueurs (cartographie
du génome bovin, pour revue Leveziel & Cribiu, 200 permis lidentification de
nombreuses régions d’intérét impliguées dans lesgion d'un caractere quantitatif (ou
« Quantitative Trait Loci », QTL) affectant la coaogition générale et fine du lait, la
résistance aux maladies et la reproduction. L'ifieation des genes contenus dans une
région d'intérét peut permettre de connaitre lalesi mutation(s) causales expliquant la
variabilité du caractére associé a cette régionsdguiencage du génome bovin a permis une
avancee importante dans l'identification des marteti causales associées aux QTL. Il est
aujourd’hui possible, au moyen de puces dédiéeggdiser un génotypage des animaux
simultanément sur plus de 60 000 marqueurs moléesl@orrespondant a des mutations
ponctuelles, réparties sur I'ensemble du génome«agingle nucleotide polymorphism »
(SNP).

Chez les bovins, les QTL majeurs affectant la petidno laitiere ont été localisés sur
les chromosomes bovins (BTA) 1, 3, 6, 9, 10, 14e206. Les QTL caractérisant le TB ont
été positionnés sur BTA6 et BTA14 et ceux expliguamuantité de matiére grasse laitiere
sont localisés sur les BTA14 et BTA26. Les QTL etffat le taux protéique (TP) sont
localisés sur les BTAG6, BTA20 et BTA26 et ceux eypnt la quantité de matiére protéique
sur les BTA6 et BTA26 (pour revue Jiaagal, 2005 ; Khatkaet al, 2004).

Ces approches cartographiques et analyses de nkaiswvec des marqueurs

polymorphes n'ont pas encore permis d’identifies lehromosomes et/ou les régions
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chromosomiques impactant la composition fine en d&s laits, bien que les teneurs en AG
saturés et mono-insaturés des laits soient destéega héritables (Soyewt al, 2007).

Dans la plupart des cas, les génes contenus danada(ou fragment) chromosomique
correspondant du QTL, ne sont pas connus et lembre peut étre relativement important.
Dans certains cas cependant, on a pu identifigefe et la mutation ayant un effet sur le
caractere analysé. Pour les QTL affectant le THaoguantité de matiere grasse, les QTL
respectivement repérés sur les chromosomes BTABLBEt BTA26 ont été associés : a une
mutation non sens au niveau du g&BG2(Cohen-Zindeet al, 2005; Olseret al, 2007),

a une double mutation dans I'exon 8 du gb@AT1(Grisartet al, 2002; Winteret al, 2002)

et & une mutation dans le cinquieme exon du §Z@(Taniguchiet al, 2004).

l.2. Du QTL bovin affectant la quantité de matiere grase

laitiere a I'enzyme diacylglycérol acyltransferasel (DGAT1)

1.2.1. Du QTL affectant la quantité de matiére grasse
laitiere au gene DGAT1

Le balisage du génome bovin par des marqueurs saitailites a permis la détection
de nombreuses régions d'intérét ou QTL. Par la aughde recherche de QTL en schéma
« petites filles », Coppietemst al, (1998) découvrent, a partir d’'une population dehes
laitieres de race Holstein-Friesian, un QTL affatia production et la composition du lait
(TB essentiellement) dans la terminaison centraquéridu chromosome bovin 14 (BTA14).
L’existence de ce QTL a ensuite été confirmée piayénet al, 1999) sur une population
Holstein-Friesian d’Amérique du Nord et sur des dimh israéliennes, en recentrant la
position de ce QTL autour du marqueur D14S31. Rigual, toujours en 1999, densifient la
carte de la terminaison centromérique du BTAl4asitipnnant 25 marqueurs microsatellites
supplémentaires, ce qui leur permet de localisgQ€e sur une région de 4,5 a 5 cM, entre
les marqueurs ILST039 et BULGEOO4. Loeift al, (2001), sur des populations de races
Holstein allemande, Simmental allemande et SuigsmedB associent le QTL au marqueur
KIEL_08 et déterminent deux alléles notés 1 ete2génotype 2/2 étant caractérisé par une
augmentation de production laitiere (PL), de matgnotéique sécrétée (MP) et une baisse de
matiere grasse sécrétee (MG) et de TB. Fanil, (2002) reprécisent la zone de ce QTL
dans la région proximale du marqueur ILSTS39.

En 2002, une analyse de génomique comparative kenbrevin, 'homme et la souris
permet d'associer ce QTL bovin a une double muta(i@C— AA) qui affecte deux
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nucléotides successifs (10433-10434) de la séqudncgene (N° accession AJ318490
Genebank) spécifiant I'enzyme diacylglycérol acyisferase 1 (DGAT1) (Grisast al,
2002; Winteret al, 2002). Le gén®GAT], localisé dans la terminaison centromérique de
BTA14, est alors présenté comme un bon géne cangdwmlar expliquer le QTL dans la
mesure ou ce gene spécifie une enzyme qui catédyape ultime et limitante de la synthése
des triglycérides dans les hépatocytes (Mayeteid, 1989) et que l'invalidation de ce géne
entraine, chez la souris, I'absence totale detlaot§Smithet al, 2000). La double mutation
observée dans I'exon 8 du gdd&AT1bovin se traduit par la substitution d’un résigsime
par un résidu alanine (K- A) au niveau de l'acide aminé 232 de la protéige
polymorphisme est identifi€é comme la mutation K2324s dix-sept autres mutations
observées sur le gem¥GAT1 bovin sont des mutations affectant un seul nudédiSNP).
Elles se trouvent soit dans des séquences intresjggpit dans la région 5’ non traduite
(5" « UnTranslated Region », UTR) (Wintet al, 2002) et n’ont pas d’effet reconnu sur les
performances laitieres. L'alléle codant pour leiaatr K232 semble étre I'allele ancestral,
puisqu’il est présent de fagon exclusive dans dp&ees moins sélectionnées telles que le
Yak ou le Buffle (Winteret al, 2002). Cet allele est marqué par un TB, un TihetMG plus
élevés et une PL et une MP plus faible que ceurrebs pour l'alléle A232 (Grisadt al,
2002; Winteret al, 2002). L’hypothese de la mutation K232A comme atiah causale du
QTL « BTAl14 » a été confirmée pour le caractére sStB les races Holstein, Normande et
Montbéliarde (Boicharcet al, 2003), puis Holstein allemande (Kukhal, 2004), Holstein
Friesian néerlandaise et néo-zélandaise (Grgaat, 2004; Spelmaet al, 2002), Noires et
Blanches polonaise (Pareek al, 2005) bien que I'exclusivité des deux allelesoaEs a
cette mutation ait été remise en question (Benzestial, 2004). En effet, un découpage plus
précis du locuDGAT1 (Winter et al, 2004), a permis d’identifier 23 génes voisins de
DGAT1 contenant 55 positions polymorphes. Il est de plygposé, bien que non démontre,
gue le nombre de répétition d’'un VNTR localisé dengigion promotrice dBGAT1 puisse
étre aussi impliqué dans le QTL (Gautaral, 2007; Kihnet al, 2004). Bennewitz et coll.
(2004), avancent I'hypothése d’'un troisieme all@glicatif pour ce QTL. Cependant, a ce
jour, I'effet le plus marqué connu sur le TB resiteore la mutation K232A.

La fréquence de l'allele K est de 0,04 ; 0,13 &70dans les populations de race
Montbéliarde, Normande et Holstein francaise (Gaui al, 2007) alors qu’elle est de 0,6 ;
0,88 et 0,22 dans les populations Holstein-Friegiouvelle-Zélande), Jersey et Ayrshire
(Spelmaret al, 2002).
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1.2.2. Du géne DGAT1 a I'enzyme fonctionnelle

La séquence de l'unité de transcription du g&®AT1 bovin comporte 8 101
nucléotides. Elle contient 17 exons et 16 introestdille variable et spécifie un ARN
messager (ARNm) de 1 786 nucléotides (hors quelgAjoet avec une séquence non
codante 5’ partiellement déterminée). L'ARNmM estdtrit en une protéine de 490 acides
aminés (cf. Figure Ill.1). L'existence de varianfgpissage a été rapportée (Grisatrtal,
2004). Cet épissage différentiel qui conduit aidhation par « intronification » d’'un
segment de 66 nucléotides (représentant la quiaditéode I'exon 8, dans sa partie 3’) aboutit
a une isoforme protéique de 467 acides aminésemas une délétion interne de 22 résidus

d’acides aminés. Cette protéine semble dépounamidité (Grisartet al, 2004).

ADN (~8101 nt)

1 2 34 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 Numéroexon
191 88 41 86 53 106 114 75 104 39 42 45 113 66 88 63 156 Taille de I'exon
ATG TGA PP)
3414 1944 79 92 215 89 100 70 90 ~6573 74 87 8 8L 72 Taille de lintron
(pb)

ARNmM (1786 nt)

Séquence non codante Structure codante Séquence non codante
5’ partielle (14 nt) (1470 nt) 3’ (302 nt)
(A)n
AUG Codon STOP AAUAAA

Protéine mature (489 aa)
T

Figure 111-1 : Du géne DGATL1 bovin a la protéine maure.

A partir des numéros d’accession GeneBank pour leége, AJ318490 ; pour TARNmM, NM_174693 et pour
la protéine, NP_777118. aa : acide aminé ; ADN : @e désoxyribonucléique ; ARN : acide ribonucléique
nt : nucléotide ; pb paire de base.

La protéine DGAT1 est une enzyme ancrée dans la bmeema du réticulum
endoplasmique (Wilgram & Kennedy, 1963) dont laction est de catalyser I'étape ultime et
limitante (Mayoreket al, 1989) de la synthése des triglycérides (Figut2)l.C’est la seule
enzyme qui intervient de facon exclusive dans latt®se des triglycérides (Ozastal,

1989). Elle catalyse l'estérification d’'un acyl-Co&n positionsn-3 d’'une molécule de
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diacylglycérol. Son site actif se trouve sur laefaxytosolique du réticulum endoplasmique
(Bell et al, 1981; Coleman & Bell, 1978).

Chez la souris, I'enzyme fonctionnelle a un poidsiéoulaire d’environ 47 kDa et
peut contenir jusqu’a 9 domaines transmembranéaseset al, 1998). Dans le foie de rat,
la taille de la structure membranaire fonctionnel¢ de 72 kDa (Ozasa al, 1989) ou de
60 kDa lorsqu’elle est isolée (Anderssenal, 1994). Ces masses laissent supposer que la
structure fonctionnelle est composée de plusieb@$nes polypeptidigues (Anderssenal,
1994) comme démontré pour I'enzyme DGAT1 humaineur ptaquelle la structure
fonctionnelle serait un tétramere (Chezxigl, 2001).

La spécificité de 'enzyme DGATL1 pour les substeatgl-CoA et diacylglycérol varie
selon les tissus. Ainsi, dans la muqueuse intdstinienzyme DGAT1 catalyse
préférentiellement des réactions au cours desguédte diacylglycérols sont estérifiés en
position sn-2 par des acides linoléiques (C18:2amachidoniques (C20:4, Lehner & Kuksis,
1996). L'enzyme DGAT1 adipocytaire admet préfémdifgment comme substrat des
diacylglycérols contenant des acides oléiques eitippo sn-1 et sn-2 plutdt que des acides
gras a chaine courte ou saturée et n'admet pagl€Ca&d\ a chaine courte comme substrat
(Coleman & Bell, 1976). L'enzyme DGAT1 de I'hépayte de rat a une spécificité de
substrat pour I'octanoate (C8:0), le décanoate @14} les AG a longue chaine (Mayorek &
Bar-Tana, 1983), son activité augmente avec lesGa# C18:0, C16:0, C18:1 et C18:2 et
diminue avec les acyl-CoA C18:3 et C20:4 jusquia @thibée par I'acide eicosapentanoique
(C20:5n-3) (Rustaret al, 1988).

La spécificité de substrat de lI'enzyme DGAT1 dusudismammaire bovin est
caractérisée par les AG estérifiés en posisins8 des triglycérides du lait. Cette position est
occupée en quantité décroissante par le C4:0, 1®,dé C18:1, le C16:0 et le C18:0
(Breckenridge & Kuksis, 1968). Une étude relativatnancienne de l'activité de DGAT1,
mesurée sur un tissu mammaire de vache de ra@y Jardactation montre que cette enzyme
catalyse I'estérification d’AG a chaine courte des 1,2-diacylglycérols a chaine longue et
gu’elle incorpore préférentiellement les acyl-CoAyans, dans I'ordre C8:0, C16:0, C4:0 et
C18:0 (Marshall & Knudsen, 1976).

Dans I'adipocyte, I'expression du geBD&AT1 est stimulée par le glucose (Meegadtaal,
2002). De plus, dans les hépatocytes de rat liéetde 'enzyme DGATL1 est dépendante de
phosphorylation/déphosphorylation (Haagsreaal, 1982). Enfin, dans les tissus adipeux et
le muscle bovin, son activité est optimale poupthproche de la neutralité (Lozemanal,
2001).
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11.2.3. Effet d'une invalidation ou d’'une mutation sur le
gene DGAT1

L’invalidation du geneDGAT1chez les souris n'a pas d’incidence sur la vigbilies
souris ni sur la synthese des triglycérides. Ligb/trérides sont alors synthétisés par une autre
diacylglycérol acyltransférase, DGAT2 (Castsal, 2001) qui présente la méme activité que
'enzyme DGAT1.

Comparativement aux souris sauvages, les soungaddées » pour le germeGAT1
(ou Dgatl/-) sont plus maigres et résistantes au « diet-irdlobesity » (diabete de type 2)
di entre autres a une augmentation de la dépemsgéfique et de I'activité de I'animal
(Smith et al, 2000). Ces souris montrent également une terreanrigdycérides moindre de
leurs tissus, une sensibilité accrue a l'insulina & leptine (Chemet al, 2002) et présentent
une augmentation du métabolisme du glucose (CHa§)2La glande mammaire des souris
femelles dgatl- présente une incapacité a produire et sécrétdaitl (Smithet al, 2000),
suggérant que I'enzyme DGAT1 est cruciale pouadaation.

La mutation K232A de I'enzyme DGAT1 bovine entratmee diminution de la vitesse
maximale et donc de l'efficacité de 'enzyme erntalele K (AA) et I'allele A (GC) au locus
DGAT1 (Grisart et al, 2004). Cette mutation induit également une modifon de la
composition du lait dans le sens d’une réductionTBu(Grisartet al, 2002; Winteret al,
2002) et d’'une teneur moins élevée en AG saturéso(d le C16:0) et plus élevée en C14:0,
C18 insaturés et en conjugué de l'acide linoléiL®8:2) (Schenninlet al, 2008; Schennink
et al, 2007). La modification de la teneur en AG du thie a cette mutation s’expliquerait
par une altération de la spécificité de substratetheyme DGAT1 (Schenninkt al, 2007).

C’est dans ce contexte, qu’il a été entrepris diéuplus spécifiquement I'effet de la
mutation K232A sur les profils d’expression desegdans la glande mammaire bovine en
lactation. Les travaux effectués sont présentés dapartie qui suit, sous la forme d’un projet
d’article méme si toutes les analyses de donnéésygsont détaillées ne feront pas
obligatoirement partie intégrante d’'une premiérbligation, notamment la mise en relation
des données phénotypiques avec les données deriptomique qui feront une analyse en
tant que telle.
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1.3. Effet du polymorphisme K232A au locusDGAT1 sur
I'activité transcriptomique de la glande mammaire lovine :

Article 2 (en préparation)

[11.3.1. Introduction

La filiere laitiere connait actuellement une phasgque en partie due a la baisse de
consommation du lait liée a la teneur élevée edeacigras saturés de sa matiere grasse
(Matiere Grasse Laitiere, MGL), essentiellementstituée de triglycérides (97%, (Mulder &
Walstra, 1974). La consommation excessive d’acgi@s saturés peuvent entrainer chez
’homme des maladies cardio-vasculaires (Willia@800). L'une des enzymes intervenant
dans la synthese des triglycérides, et ayant utienatimitante sur cette synthese, est la
Diacylglycérol Acyltransferase 1 (DGAT1). Il a aontré chez la souris que I'invalidation
du géne spécifiant cette enzyme conduit a une abdetale de production laitiere (Smih
al., 2000). Chez les bovins laitiers, le locO&ATL est localisé dans la terminaison
centromérique du chromosome 14 (BTA14) ou un QTiecdéént la quantité de lait, de
matiére grasse (MG) produite et le TB a été détRwéchardet al, 2003; Coppieterst al,
1998). La difféerence de quantité de MG produitejsmegalement de taux butyreux (TB),
entre individus est pour partie expliquée par lbsstution de deux nucléotides successifs
(AA — GC) localisée dans le huitieme exon du gene DG@fTdonduisant aux deux formes
alleligues du gene les plus répandues (Grisiadl, 2002). Cette double mutation induit une
substitution Lysine/Alanine en position 232 de haine peptidique (K232A) de la protéine
qui a pour effet de modifier I'efficacité (Grisat al, 2004) et la spécificité de I'enzyme pour
ses différents substrats (Schennetkal, 2007). Ceci explique pour partie le changement de
composition en acides gras (AG) du lait observg$anhenninket al, 2007).

Notre objectif consistait d’une part a valider fatfde cette double mutation au locus
DGAT1sur les performances laitieres et sur la commrsign AG du lait des vaches choisies
a partir du dispositif mis en place au Pin-au-Haaisement Holstein x Normande,
(Larroqueet al, 2003), d’autre part a étudier son effet sur idetales globules gras, sur les
caractéristiques des micelles de caséines et aativité transcriptionnelle de la glande
mammaire, afin de mieux cerner les autres voiesalpofijues affectées par ce

polymorphisme.
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Pour plus de clarté, le génotype homozygote AA/ApsR32 ou K232) au locuSGAT1sera
appelé génotype «fort » (en référence au critéBg t le génotype GC/GC (Ala232 ou
A232), génotype « faible ».

[11.3.2. Matériels et méthodes

[11.3.2.1. Animaux

Douze vaches laitieres homozygotes au IdB@AT1 ont été identifiées au sein du
dispositif de détection des QTL laitiers du Pinkaras sur la base de leur génotype et de leur
degré de parenté. Ces animaux ont été obtenusapafert d’'embryons provenant de f&'2
génération (F2) d’'un croisement Prim’Holstein x NMande (Larroquet al, 2003). A chaque
vache de génotype homozygote « fort » (AA/AA) acueDGAT 1 était associé soit sa pleine
sceur (n=4), soit sa demi-sceur (méme pere, n=2)édetygpe homozygote « faible », au
méme stade de lactation, pour constitinefine 6 couples de vaches de génotypes opposeés.
Les vaches homozygotes pour l'alled (K232, génotype «fort ») étant rares dans la
population expérimentale du Pin-au-Haras, nousamawu constituer, en retenant tous les
animaux de ce génotype que 6 couples de vachesdapibaux criteres énonces.

Ces vaches étaient issues de deux péres diffecensdituant ainsi deux familles (cf.
Figure 111.2). En 2007, les vaches retenues ont téddsférées dans les Installations
Expérimentales de 'URH de I'INRA de Theix, afineffectuer les prélevements de lait et de
tissus de la glande mammaire. Lors des prélévemaex couples de vaches étaient &Ff 3
lactation (L3), un couple erf®lactation (L2) et trois couples efi®lactation (L1).

L’originalité de ce dispositif par rapport aux édsdprécédemment réalisées sur la
mutation K232A au locuBGAT1réside dans le fait que les vaches d’'un méme ecétpient
au méme stade et méme numéro de lactation, quélsent homozygotes et de génotype
opposé au locuBGAT], qu'elles se trouvaient dans un méme élevagecevagent le méme
régime alimentaire au moment des prélevements. Nous sommes efforcés a compenser de
la sorte le faible effectif par un dispositif exipéental extrémement homogene et controlé.

Les animaux étaient traits a 7h00 le matin et 116Gir.
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Figure 1lI-2 : Généalogie des animaux utilisés dankexpérimentation.
Tous les animaux ont été génotypés au locOEAT1. Toutes les vaches utilisées dans I'expérimentatigproviennent de deux péres différents.

Chaque accolade correspond a un couple de vaches.
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[11.3.2.2. Prélevements et analyses des échantillons de lait

Des prélevements de lait et de tissu mammaire jjgorsies) ont été effectués en
moyenne a 227 £ 18 jours de lactation.

La semaine précédant les prélévements, les penfmesdaitieres des animaux ont été
mesurées tous les jours, alors que les animauwaiesd ad libitum un régime de type
hivernal a base d’ensilage de mais. Les variablesurges étaient : la production laitiere
journaliere (PL en kg/j), les taux butyreux (TB)pebtéique (TP) et la teneur en lactose (TL
en g/kg), la quantité de cellules dans le lait ifghiers/ml), le poids de I'animal (en kg). A
partir de ces valeurs mesurées, étaient calcuEsgjlantités de matiere grasse (MG =
TB x PL), protéique (MP = TP x PL) et de lactosd_(MTL x PL en g/j) secrétees.

Les analyses portant sur la matiere grasse lai(df&L) ont été effectuées sur des
échantillons de lait de la traite du matin. Celpstant sur la matiére protéique ont éte

effectuées sur des échantillons de lait de laetidit soir.

> Analyse sur la matiére grasse laitiere

L’analyse de la composition en AG des laits a étiefa 'URH de I'INRA de Theix.
Celle de la taille des globules gras a été faitdlR STLO de Rennes.

La composition en AG des échantillons de lait ad&terminée apres extraction puis
méthylation des AG des laits lyophilisés, par chatzgraphie en phase gazeuse sur colonne
capillaire en silice fondue (100m x 0,25 mm, Tem&C 2000 Series, CP’Sil 88,
Chrompack), tel que décrit par Chilliaetlal, (2006). La teneur relative en chaque type d’'AG
a été déterminée a partir des chromatogrammes leolas# le rapport de l'aire du pic

correspondant a I'AG a I'aire totale des pics da®matogrammes.

Le diamétre des globules gras de chaque échantitdait a été mesurée a I'aide d’'un
Malvern Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, @eBretagne), en utilisant pour indice
de réfraction de la matiere grasse 1,458 a 633laser(He/Ne) et 1,46 a 466 nm (diode
électroluminescente) et pour indice de réfractier’eau 1,333. La taille des globules gras a
eté mesurée apres dilution des échantillons de(14lt vol.) avec 1 mL d’EDTA 35 mM,
tamponné a pH 7,0, dans le but de dissocier lesliescde caséines (Michalséi al, 2001).

A patrtir de la distribution de la taille des globsiigras (en % v/v) le logiciel du Malvern a
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calculé le diamétre moyen ¢= Z(N; x d* / Z(N; x d®) (avec N le nombre de globules gras

dans le groupe de diameétrg, de calcul donnant plus de poids aux gros glabgies.

> Analyse sur la matiére protéique

L'analyse de la composition en protéines majeures lhits a été effectuée a
'UGPL de Jouy-en-Josas. L’analyse de la taille dgselles de caséines a été faite a
'UMR STLO de Rennes.

La composition en protéines majeures des échanslibe lait a été déterminée
par chromatographie en phase liquide (« Reversesd?hagh Performance Liquid
Chromatography», RP-HPLC). Les protéines sont sgmselon leur hydrophobicité
sur une colonne de phase apolaire d'un Proteomé&REDb2 (Beckman Couter). Aprés
la traite, les échantillons de lait ont été écrémpé@s centrifugation (5 000g, 20°C,
20 min), puis réfrigérés a 4°C pour faciliter léraé de la couche de graisse. lls ont ensuite
éte aliquotés en fractions de 1 ml conservées &-28vant injection, les échantillons étaient
décongelés a température ambiante puis dilués @4dns/olumes d'une solution de
clarification (0,1M bis-Tris buffer, pH a 8,0, ur8#, citrate de sodium 1,3% et dithiothréitol
0,3%), dont le role est de déstabiliser les strastumicellaires et de dénaturer les protéines.
Les échantillons de lait clarifiés ont ensuite #téés sur seringue filtrante Acrodisc de 13
mm, Pall Corporation, USA (0,20 um). Un volume deB était injecté dans le systéme
HPLC constitué d’'une colonne de 250 x 4,6 mm Ju@te (Phenomenex, France) maintenue
a 47°C. Les analyses en RP-HPLC ont suivi la pre@décrite par Mirandat al, (2004).
Les protéines sont éluées par un gradient binaege sdlivant A (eau milliQ/acide
trifluoroacétique (TFA) ; 1000/1 ; viv) et de satwaB (acétonitrile/TFA ; 1000/0,8 ; v/v),
préalablement filtrés a 0,45 um (Millipore corp@rat Bedford, MA). L'élution des protéines
était obtenue progressivement en quatre étapedi€gta linéaires) : de 0% a 33% de solvant
B pendant 10 min ; de 33% a 40% de solvant B pant&s min ; de 40% a 42% de solvant
B pendant 10 min et de 42% a 52% de solvant B perita min. La colonne a ensuite été
lavée avec 100% de solvant B pendant 5 min ava@ttediééquilibrée aux conditions initiales
pendant 10 min. Le débit était de 1 ml/min et l@bance a 214 nm était enregistrée.

Les protéines et leurs variants génétiques ontdététifies en comparant les profils
chromatographiques des échantillons avec ceux obtenr des échantillons de lait de
génotype connu au locus des protéines majearéac{albumineB-lactoglobuline et caséines
K, B, 051 et asy). Les chromatogrammes ont été intégrés sur larernd®-60 min et les pics

d’intérét ont été quantifiés (en %) relativemetitae totale du chromatogramme.
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Pour I'analyse de la taille des micelles de casgifes échantillons de lait ont été
préalablement centrifugés 20 min a 20°C et 5 0@0 lg créme éliminée. Les laits écrémés
ont ensuite été filtrés sur des membranes de 0,&fpona’éliminer les globules gras résiduels.
La taille moyenne des micelles de caséines a é@sy par mesure de la diffusion de la
lumiere a l'aide d’'un Zetasizer 3000HS (Malverntiaments, Worcestershire, UK) d’un
angle de mesure de 90° et d’'une longueur d’ondé3®nm, dans le milieu dispersant de
Dalgleish (20 mM d’imidazole, 50 mM de NaCl et 5 mB&aCh, pH=7) dont l'indice de
réfraction et la viscosité sont respectivement @83 et 0,89 cP (centipoise) a la température
de 25°C.

[11.3.2.3. Prélevements et analyse des tissus mammaires

> Biopsie de tissus mammaires et extraction des
ARN

Les biopsies de tissus mammaires ont été effeceedes la méthode décrite par (Farr
et al, 1996) dans la partie supérieure de la mamell@gedron traite depuis la veille et
préalablement anesthésiée. Les biopsies ont &éesndans de I'eau physiologique (9g de
NaCL dans 1 L d’eau distillée) avant d’étre congsldans de I'azote liquide, puis conservées
a -80°C jusqu’a leur analyse. Les biopsies congetdd été broyées dans un Cryobroyeur
6750 (Fisher Scientific Bioblock), sous azote ldpii Les ARN totaux ont été extraits des
poudres résultantes par le réactif TRIzol en suiles instructions du fabricant (Invitrogen,
France). La phase aqueuse récupérée a ensuitaitété & la DNase sur des colonnes Cleanup
(Qiagen). Les ARN totaux ainsi extraits ont étésmymés a -80°C. La quantité d’ARN a été
évaluée en spectrophotométrie par déterminatioratio 260/280 nm sur le Nanodrop ND-
1000 (Nanodrop Technology, Nixor Biotech, Frand&).qualité de chaque échantillon a été
évaluée avec le Bioanalyseur 2100 (Agilent Techgieky France), en utilisant la puce Nano
6000. Les échantillons dont le RIN (« RNA Integriiymber ») était inférieur a 7,6 ont été

eliminés de I'expérience.

> Profilage d’expression génique sur microarrays

. Marquage des cibles complexes
La préparation des cibles complexes marquées a pgag ARN totaux extraits des

biopsies mammaires a été réalisée avec le kit « RNA Input Linear Amplification »

- 155 -



Chapitre 3

(Agilent Technologies, France) en suivant les umdtons fournies par le fabricant.
Brievement, les ARN totaux ont été rétro-transceitsADNc par I'enzyme MMLV-RT. Les
ADNCc ont été ensuite transcrits en ARNc. Cette étaprmet une amplification linéaire du
nombre de molécules d’ARNc synthétisés et I'incoation directe des cyanines liées a des
CTP dans les chaines nucléotidiques. Les ARNc néarqat ensuite été séparés des cyanines
non incorporées sur colonnes RNeasy (Qiagen, Frabadréquence d’incorporation (FOI)
des cyanines (pmol/ug) et la concentration d’ARplo@l/ul) ont été estimées en mesurant au
Nanodrop les absorbances a 260 nm, 550 nm et 65QeBratios suivants ont été calculés :
FOI (Cy3) = (Abs550 x 19) / (6 x Abs260) ; FOI (Cy5) = (Abs650 x 100) / A68. Lorsque
les FOI étaient inférieures a 8, les échantilldageét écartes.

L’hybridation des cibles complexes a été réalisédors un plan expérimental
comparant deux conditions, en considérant les esugé vaches décrits précédemment (cf.
Figure IlIl.2) comme des répétitions biologiqueseet effectuant des dye-swap pour les

répliquas techniques.

Pour cette expérience, les cibles complexes masqu#eteé hybridées, selon le méme
plan expérimental, sur deux types de lames a dligéotides (oligoarrays) bovins : les lames
4 x 44K commercialisées par Agilent (Agilent Teclugies, France) et les lames 22K
spottées au CRB-GADIE de Jouy-en-Josas (INRA, Eanc

. Hybridation des cibles complexes sur les lames boés
4 x 44k Agilent

Les cibles complexes ont été hybridées sur lesddmeines 4 x 44K commercialisées
par Agilent en suivant le protocole « Two Color kbarray-Based Gene Expression Array »
et en utilisant le kit Agilent « Gene Expressionbiglization ». Chaque cible marquée (825
ng) était déposée sur les réseaux aprés fragmamti@gtix] Fragmentation Buffer 30 min a
60°C). Les lames étaient hybridées 17h a 65°C epidans un four a hybridation (Agilent
Technologies, France). A lissue de I'hybridationde lavage, les cyanines fixées sur les
lames ont été protégées de lI'ozone par immersianl@®es 30s dans une solution de
stabilisation et de séchage (Agilent Technolodieance). Les lames ont été scannées sur un
scanner Agilent (Agilent Technologies, France)na tésolution de 5 um et en effectuant les
acquisitions a 10 et 100 % de la puissance dessldeption XDR, « eXtended Dynamic

Range »).
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. Hybridation des cibles complexes sur les lames bods 22K
du CRB-GADIE

Avant hybridation, les lames 22K bovines du CRB-GBEIINRA, France) ont été
pré-hybridées dans une solution de sérum alburorn@mé (BSA, 1 g pour 100 ml) 30 min a
50°C, puis rincées dans de l'eau ultra pure avé&ktred séchées. Chaque cible complexe
marquée (entre 2,7 et 6 pg) était déposée sur dewes aprés fragmentation ([1x]
Fragmentation Buffer 30 min a 60°C), en veillanteaque la méme quantité d’ARNc soit
déposée sur les deux lames d’'un dye-swap. Les laméasté hybridées 20h a 60°C et 10 rpm
dans un four a hybridation (Agilent Technologiegrfee). Aprés I'étape d’hybridation, les
lames ont été lavées a température ambiante déu® fminutes sous agitation orbitale dans
une solution (2X SSC, 0.1% SDS), avant d'étre ssgigement lavées deux fois 5 minutes
dans une solution (0,5X SSC, 0,1% SDS), puis 5 taghdans une solution (0.1X SSC, 0.1%
SDS), 3 x 5 minutes dans une solution (0,1X SSQ) minute dans de I'eau ultra pure, puis
séchées a I'air comprimé. Les lames étaient emfamrsees sur un scanner Agilent (Agilent

Technologies) avec une résolution de 10 um et lectggnnant I'option XDR.

L’intensité du signal fluorescent pour chaque gfthaque image a été quantifiée au moyen

du logiciel « Feature Extraction » v9.1.3.1 (Agtldechnologies, France).

> Quantification en PCRq

La validation des différentiels d’expression desegDGAT], CSN3(caséinek) et
CSN1SI(caséinensy) a été effectuée par PCR quantitative en temgs Péer cela, 500 ng
d’ARN total ont été rétrotranscrits en ADN complétare en présence de 0,5 ug de primer
Oligo(dT) 12-18 et de SuperScrptlll (Invitrogen, France). La PCR quantitative emips
réel a été realisée, en présence de SyBr Grees lemoonditions décrites par (Bevilaceia
al., 2006). Au total, 3 genes ont été validés par P@Rer la protéine ribosomale S24 et la
cyclophiline comme contrdles internes. Les pairamdrces dont les séquences sont données
au Tableau I1l.1 ont été déterminées a l'aide dyiclel « Primer Express » v2.0 (Applied
Biosystems, France). Afin d’éviter 'amplificatiade I'’ADN génomique, les amorces ont été
préférentiellement positionnées sur des jonctionsonEExon. Les amorces ont été
synthétisées par MWG Biotech (France). L’'analyse diennées de PCRq a été effectuée en
normalisant chaque quantification par les deux gé&uatroles internes (protéine ribosomale
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24S et cyclophiline) puis en calculant la moyenas datios pour chaque transcrit entre deux

individus d’'un méme couple.

Tableau IlI-1 : Amorces des systémes optimisés poudioser les transcrits en PCRq.

Chaque paire d’'amorce amplifie un ADNc cible (la tdle des amplicons variant entre 58 et 66 nucléotas).
Les paires d’amorces ont été déterminées avec lagiodel « Primer Express » v2.0 (Applied Biosystems)
I'exception du systeme ciblant le transcrit spéciéint la protéine ribosomale 24S dont le « design » &té
établi manuellement.

Geénes Amorces  Séquence 5'_3' Taille de I'amplicon
Caséine ag Forward TCC ACT AGG CAC ACAATACACTGA 61 nt
(CSN1s1) Reverse ~ GCC AAT GGG ATT AGG GAT GTC
Caséine kK Forward  AGG TGC AAT GAT GAAGAG TTTTTT C 66 nt
(CSNB3) Reverse ~ CCC AAA AAT GGC AGG GTT AA
DGAT1 Forward GGC GGT CCC CAA CCA 58 nt
Reverse GCA GGA GTG GAA GAG CCA GTA
Cyclophiline Forward TGACTT CACACG CCATAATGG T
Reverse CAT CAT CAA ATT TCT CGC CAT AGA
Protéine ribosomale 24S Forward  TTT GCC AGC ACC AACGTTG 66 nt

Reverse  AAG GAA CGC AAG AAC AGA ATG AA

[11.3.2.4. Analyse des données

> Analyse statistique des données phénotypiques

Les données phénotypiques (zootechnie et mesures les structures
supramoléculaires du lait) ont été traitées patyapade variance en utilisant la fonctilme
du package « nlme » développé sous R par J. PinbeD. Bates. Le modele mixte appliqué

aux variables phénotypiques était :
Y =yg+Mh+ §*Mg + P+ Egp

avec Y la variable phénotypique analysggeffet fixe du génotype g (n=2)% I'effet fixe
de la lactation | (n=3) yyt\)q I'effet de l'interaction du génotype g avec lat&on | (n=6) ;
P, I'effet aléatoire du pére p (n=2) e§H’erreur résiduelle du modeéle.

Lorsque l'interaction entre le génotype et la ldota était significative, les données
étaient de nouveau analysées en utilisant la mémeegure mais en retirant du modele
l'interaction, afin de valider I'effet du génotype de la lactation sur le caractére analyseé.

Dans le modéle d'analyse, nous avons considérdet’gfére comme aléatoire,
puisqu’il était difficile d’intégrer dans le modelassociation privilégiée entre deux vaches

(pleine ou demi-sceurs).
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> Analyse en Composantes Principales (ACP) sur
les données phénotypiques

Afin de visualiser les corrélations entre variabjggnotypiques mesurées sur les
individus, une analyse en composantes principaA&€Pj a été réalisée sur les données de
performances laitiéres, de taille des globules gtages micelles de caséines, des teneurs en
AG et de la teneur en caséing. Cette ACP a été effectuée en utilisant la fomcttdCA »
du package « FactoMineR » de R (&€al, 2008). Les variables qualitatives des individus,
retenues pour cette analyse, étaient le pere (ie2)enotype au IocuBGATL (n=2) et le

stade de lactation (n=3).
> Analyses des données issues des puces a ADN

. Réannotation des lames
Avant d’effectuer une analyse sur les données sssleés expériences de profilage

expressionnel, les sondes (séquences oligonudbims) présentes sur les lames du CRB et
d’Agilent ont été réannotées. Pour ce faire, chaspguence a été associée a un numeéro de

contig Sigenae hftp://www.sigenae.oryy permettant de récupérer via « Biomart» une

annotation GeneBank bovine ou Unigene humaine.

. Normalisation, vérification de I'ensemble des donres et
concaténation des données des deux types de lame

Les données issues des deux types de lame (CRBjikn® ont été normalisées
séparément. Cette normalisation a été effectuée ulisant la fonction spécifiée
«normalisation » du package «anapuce » sous le logiciel R qui gu®cpar une
normalisation Lowess suivie, uniqguement pour leses du CRB, d'une correction des
signaux par bloc. La cohérence du fichier des sigmmrmalisés a été vérifiée en utilisant la
fonction verifdonneedéveloppée sous R. Cette fonction calcule (i) desfficients de
corrélation entre les lames, pour vérifier quesheaps présentent des signaux opposes, (ii) les
coefficients de corrélation entre les intensités slgnaux normalisés de toutes les lames, pour
vérifier que l'effet lame n’est pas plus fort queffiet échantillon et que les répétitions
biologiques d’'une méme condition sont bien corldeénalement, cette fonction trace des
box-plot permettant de visualiser rapidement sldeses sont comparables entre elles.

Apres vérification des ensembles de données n@ésaissus des deux types de lame,

nous avons décidé de concaténer les deux jeuxfponer une « super lame » contenant a la
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fois les sondes de la lame CRB et celles de la lagilent. Le nouveau jeu de données a éte
entierement reveérifié avec la fonctigarifdonnee

Cette concaténation a été réalisée dans I'objagetgfimplifier I'analyse (un seul fichier
a analyser) et d’effectuer la correction de I'errdu test multiple (« False Discovery Rate »,

FDR) sur toutes les sondes disponibles et expkdées I'expérience.

¢ Analyse différentielle
Cette « super lame » a été soumise a une anal§éeediielle en utilisant la fonction

DiffAnalysisdu package « anapuce » sous le logiciel R. Lasmpthoisies étaient de classer
les genes par groupe de variance homogene (Detads 2005), de corriger les probabilités
critigues par la méthode de Benjamini et Hochb&@gnjamini & Hochberg, 1995) et de
calculer la moyenne des informations des spotespandant a la méme sonde.

De plus, le niveau d’expression des genes a étlié&vpour chaque génotype, en
calculant I'intensité du signal dans chaque ca@3(et Cy5). Un gene a été considéré
comme (i) fortement exprimé lorsque son intendist Supérieure a 10% de l'intensité la plus
élevée observée dans I'ensemble des donnéesaifilernent exprimé lorsque son intensité
était inférieure a dix fois l'intensité la plus liée, (i) moyennement exprimé lorsque son
intensité était comprise entre les deux criterésdutents. Nous avons choisis ces critéres de

classification aprés observation du signal de plusi spots sur les lames.

¢ Interprétation biologique
Pour déterminer les principales fonctions métalelsy affectées par le

polymorphisme au locuBGAT], la liste des genes differemment exprimés a éfpitae
dans le logiciel «Ingenuity Pathway Analysis » A)JPv6.0 (Ingenuity® Systems,

www.ingenuity.con et I'interprétation biologique s’est faite & pades résultats issus des

analyses effectuées avec ce logiciel.

> Mise en relation des données phénotypiques avec
les données de transcriptomique

Afin de mettre en relation les données phénoty@quet les données de
transcriptomique, une analyse en composantes pales (ACP) a été effectuée sur
l'intensité moyennée par animal du signal des géleetarés differemment exprimés entre les
deux génotypes au loci¥GAT1,en utilisant la fonction #CA »du package « FactoMineR »
de R (Léet al, 2008). Les variables qualitatives des individeemues pour cette analyse

étaient le pere (n=2), le génotype au lo€SAT1 (n=2) et le stade de lactation (n=3).
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Ensuite, les coordonnées des individus sur I'axelgariminait le génotype au lociBEGAT1

ont servi de variable qualitative pour une analygge variance réalisée sur les données
phénotypiques avec la fonctionaev » du package « stats » de R. Nous avons pu ainsi
déterminer si les coordonnées de l'axe avaient fiet eignificatif sur les variables

phénotypiques analysées.
11.3.3. Résultats
[11.3.3.1. Données phénotypiques

> Effet du polymorphisme au locusDGAT1 sur les
performances laitieres et les caractéristiques
physico-chimiques des laits

Pour déterminer si le génotype au lodSAT1 exerce un effet significatif sur les
performances laitieres des animaux et sur la tddle structures supramoléculaires du lait
(globules gras et micelles de caséines), une ANQVAté appliquée sur les données en
paramétrant I'effet pere en effet aléatoire.

Dans notre étude, le génotype au lo€MSAT1 n'a pas d’effet significatif sur la
production laitiere, le taux protéique, la teneuarlactose ni sur les quantités de matieres
sécrétées (matieres grasse et protéique et lactasguantité de lactose sécrétée a toutefois
tendance a étre plus élevée avec le génotype faiblecusDGAT1 (949 g/j contre 769 glj,
cf. Tableau IIl.2). La taille des micelles de cagéi n’est pas affectée par le polymorphisme
au locusDGAT1 En revanche, les globules gras sont en moyergrefisativement plus
petits dans le lait des individus de génotype kiéab (4,3 um contre 4,9 um, avec P<0,01
apres élimination de I'effet de I'interaction enkeegénotype et la lactation).

Les individus de génotype « faible » se caractétigenc par un TB plus faible (41,6 g/kg
contre 51,6 g/kg), des globules gras de tailleiB@ivement plus réduite et une tendance

(non significative, mais marquée) a une augmentat®la quantité de lactose sécrétée.
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Tableau IlI-2 : Effets du génotype au locusDGAT1 sur les performances zootechniques, la taille des

globules gras et des micelles de caséines
(ML : quantité de lactose secrétée, MG : matiére grsse, MP : matiére protéique, NS : effet non signdfatif
a 5%, Pc : probabilité critique, PL : production laitiere, TB : taux butyreux, TGG : taille globules gas,
TL : teneur en lactose, TMC : taille micelles de cséines, TP : taux protéique, * effet de l'interactin
génotype X lactations : écart-type)

Génotype "Fort"

Génotype "Faible"

AA/AA, K232 (6)  GCIGC, A232 (0) Pc
PL (kg/j) 16,0 (2,7) 19,3 (6,3) NS
TB (g/kg) 51,6 (2,8) 41,6 (2,4) P<0,001
TP (g/kg) 34,5 (2,9) 32,6 (1,3) NS
TL (g/kg) 47,8 (3,9) 49,6 (2,2) NS
Cellules (milliers/ml)  206,3 (291,3) 255,7 (354,6) NS*
Poids (kg) 681,3 (46,3) 670,2 (58,3) NS
MG (g/j) 826,2 (159,8) 792,5 (221,8) NS
MP (g/j) 553,9 (119,4) 625,8 (196,9) NS
ML (g/j) 768,5 (167,3) 948,7 (275,9) NS
TGG (um) 4,9 (0,5) 4,3(0,2) P<0,01*
TMC (nm) 167,1 (12,0) 164,9 (13,2) NS

. Effet du polymorphisme au locus DGAT1 sur la

composition en acides gras des laits

La composition en AG des laits prélevés deux joawant la biopsie des tissus

mammaires a été déterminée par chromatographida&semazeuse. L'effet du génotype au

locusDGAT1sur la composition en AG des laits a été déterraméppliquant une ANOVA,

l'effet « pére » étant aléatoire. Les laits desividdis de génotype « faible » contenaient
significativement moins de C14:1 et C1&i%9 et plus de C14:0, C18cisl1, C18:1cisl2,
C18:2n-6, C18:3n-3 que les laits des individus de génotype « fort abf@au 111.3). Les

index de désaturation des acides caprique (Cl8@jstique (C14:0) et palmitique (C16:0)

étaient significativement plus faibles avec le ggpe « faible » au locuBGATL1 La somme

des acides caprique, laurique (C12 :0) et myristigst significativement plus élevée pour le

génotype « faible » au lociGATL

Ainsi, les individus de génotype « faible » se ctasent par un lait plus riche en AG

saturés a chaine moyenne (de C10:0 a C14:0) eGelorgs et insatures.
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Tableau I1I-3 : Effet du polymorphisme au locus DGAT1 sur la composition en acides gras des laits
Génotype "Fort" Génotype "Faible"

Acide gras (%) AA/AA, K232 (o) GC/GC, A232 (a) Pc
C14:0 12,74 (1,07) 13,61 (0,40) P<0,1
Cl4:1 1,19 (0,07) 0,992 (0,08) P<0,01
C16:1 cis9 1,54 (0,14) 1,15 (0,13) P<0,01
C18:1 cisll 0,47 (0,10) 0,57 (0,04) P<0,1
C18:1 cis12 0,17 (0,04) 0,22 (0,03) P<0,1
C18:2 n-6 1,13 (0,14) 1,44 (0,21) P<0,05
C18:3 n-3 0,27 (0,04) 0,35 (0,03) P<0,01
sl0etl2etl4* 21,41 (2,31) 22,88 (1,23) P<0,1
index10** 9,06 (1,06) 7,84 (0,25) P<0,05
index14** 8,49 (0,80) 6,73 (0,49) P<0,01
index16** 4,26 (0,49) 3,44 (0,10) P<0,01

* s10etl12et14 = C10:0 (%) + C12:0 (%) + C14:0 (%)

** | es index de désaturation sont calculés comndéjimé pour I'exemple suivant :
index14 = C14:kis9(C14:1cis9+ C14:0)

o = écart-type, Pc = probabilité critique

. Détermination des variants protéiques et de la congsition
en protéines majeures des laits

La séparation des différentes protéines et de leamsnts dans les conditions RP-
HPLC utilisées dans cette expérience, n'a pasoétdetnent concluante, en particulier pour
les protéines majeures du lactosérum. En efietlattaloumine n’a pu étre individualisée du
variant B de Ig3-lactoglobuline (Figure 111.3). En revanche, la aggiion des variants A et B
de la caséin&, des deux variants de la caséing et des quatre variants de la casdnest
excellente. Il convient de noter que dans ces tiomdi les variants B et C de la caséme
ne peuvent étre distingués. Le génotype au |&SN1S]1spécifiant la caséines;, n'a pas

été déterminé sur les animaux de cette étude.
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Figure 111-3 : Analyse de la fraction « protéines majeures » des laits en RP-HPLC.
kappaB = caséinek variant B, kappaA = caséinek variant A, Alpha S2 = caséineqas, Alpha S1 B/C =
caseéineds; variant B et/ou C, Beta B = caséin@ variant B, Beta A1l = caséing3 variant Al, Beta A2 =
caseéinef variant A2, Beta A3 = caséingd variant A3, BetalLg C =f -lactoglobuline variant C, AlphalLa +
BetalLgB =a-lactalbuline et -lactoglobuline variant B, BetaLg A =B -lactoglobuline variant A.

Le Tableau lll.4 indique, pour chaque animal, leérotypes pour les protéines majeures.

Tableau llI-4 : Phénotypage (variants protéiques) ds animaux du dispositif pour laB-lactoglobuline et les
caséinex et par analyse des laits écrémés en RP-HPLC.

Génotype au locu8GAT1 Numeéro de l'animal  Caséine Caséiné3 B-lactoglobuline
1 AB BA2 AB
) 4 AA AlA2 BB
Génotype « Faible »
10 AB A2A2 AB
GC/GC, A232
8 BB A2A2 AB
6 BB BAl AA
I A AB BA2 AB
5 BB BB AB
Génotype « Fort » 11 AB A2A2 AA
AA/AA, K232 7 BB BAl AB
3 AB AlA2 AA
9 AB A3A3 AA
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Sur la base de ces analyses phénotypiques, onem@bpas d’individu homozygote
AA pour la caséin et pas davantage d’homozygote BB pouf{emctoglobuline dans le
groupe « génotype fort » au locD&AT1 et il 'y a pas d’homozygote A3A3 et BB pour la
caséine3 dans le groupe «génotype faible ». De plus, tss individus semblent
hétérozygotes pour la caséiog, sauf un individu de génotypeGAT1 « faible ». Or, le
polymorphisme génétique d’'une protéine peut avoimpact sur la quantité de cette protéine
(pour revue Martiret al, 2002). Il est donc impossible, dans notre étddeséparer I'effet du
génotype au locuDGAT1 des effets des génotypes au loci spécifiant letopaotéines
majeures. Nous devons souligner ici les limitesdie dispositif qui comporte un effectif
insuffisant d’animaux. Cela étant dit, seuls lesi IBLG et CSN3ont a ce jour pu étre
associés, en bovin, a des variations d’expresgioliagson avec les formes alléliques qu'ils

présentent.

. Analyse en composante principale sur les données
phénotypiques

Les corrélations entre les performances laitiel@daille des globules gras et les
teneurs pour les acides gras qui varient selogmetype au locuDGAT1ont été visualisées
a l'aide d’'une analyse en composante principaleRAC

Les deux premiers axes de I'ACP expliquaient emvB@% de la variabilité. Dans ce
plan, la population d’individus de génotype « fortait plus dispersée que celle de génotype
« faible ». En fixant le seuil de décision pour ssiver une variable a 5% (option proba =
0,05 de la fonction #CA »du package « FactoMineR »), c’est la deuxieme dgio& qui
discrimine significativement les animaux en fonatidu génotype au locUBGATL Les
autres variables qualitatives (pére et stade dwtlan) n’étaient pas discriminées a ce
seuil. Au seuil de 5%, la premiere dimension ntéfzas caractérisée par les variables
gualitatives du modele (génotype, pere et lactation

Le co6té positif de la deuxieme dimension représdese individus de génotype
« faible » (GC) et le cb6té négatif les individusgdmotype « fort » (AA) (cf. Figure 111.4). Sur
cet axe, se répartissaient dans le sens positifv@ent au génotype « faible ») les variables
guantitatives teneurs en AG C14:0, C18dns4 et somme du C10:0, C12:0 et C14.0, le TL
et la teneur en lactose. Dans le sens négatif duiglme axe (représenté par le génotype
« fort ») se répartissaient les variables qualiéatitaille du globule gras, TB, teneurs en C14:1
et C16:1cis9 et les index de désaturation du C10:0, C14:Q1ét@
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Figure 1ll-4 : Analyse en composante principale sufes variables phénotypiques.
A : répartition des individus dans le plan contenahles deux premiéres dimensions (67% de la varialitié

expliquée) - B

répartition des variables qualitaives dans le plan contenant les deux premiéres

dimensions. dGC = génotype « faible » au loclEGAT1 GC/GC, A232 ; dAA = génotype « fort » au locus
DGAT1 AA/AA, K232. En vert les variables caractérisantés individus de génotype « faible ». En rouge les

variables caractérisant les individus de génotype fort ». D43 = taille des globules gras
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Les individus de génotype « faible » se caract@riskonc par une teneur en AG
C14.0, C18:4ransA et somme du C10:0, C12:0 et C14:0, une tenelactose et un TL, plus
élevés. Les individus de génotype « fort » se ¢araent par une taille des globule gras, un
TB, des index de désaturation pour C10:0, C14:016:0 et une teneur en C14:1 et C16:1
cis9, plus élevés. Les autres variables quantitatieese distribuaient pas sur cet axe, avec un

seuil de décision fixé a 5%.

> Résultats de I'analyse trancriptomique

Apres normalisation, la cohérence des deux jewtodmées provenant des deux types
de lame ont été veérifiés en appliquant la fonctorerifdonnee> développée sous R, basée
sur les corrélations entre lames et entre intengt€ signal pour chaque individu. Aprés
vérification, ces deux ensembles de données ontctéaténés. Le nouvel ensemble a été
entierement reverifié (cohérence) et est équivadenne « super lame » comportant 43 061
séquences oligonucléotidiques (sondes) différempais correspondent a 26 934 contigs
« Sigenae » différents, soit un taux de recouvreéraetre les lames CRB et Agilent de 25%,
dont 14 567 se rapportent a des genes différenit §5% du génome bovin) ayant une
annotation acceptée par le logiciel d’interprétatiologique IPA.

Pour déterminer les genes differemment exprimés des deux génotypes au locus
DGAT1,une analyse différentielle avec un modele de magamixte (Delmaet al, 2005),
basée sur la fonction RiffAnalysis» du package « anapuce » de R, a été appliquée sur
'ensemble des données. Cette méthode construigrdepes de génes. Dans chaque groupe,
les génes ont une variance homogéne. La multipldittest a été prise en compte, en ajustant
les probabilités avec la procédure de Benjaminifthecg (Benjamini & Hochberg, 1995) qui
contrble les faux positifs. Comme la fonctioikfAnalysis» est figée sur une comparaison
de deux conditions, et ne permet pas de mettrevanable en aléatoire, nous avons essayé
une analyse de variance gene a géne en modeélistet & pere » en aléatoire. Cela n'a en
rien modifié I'ordre des génes déclarés différemimexprimés. Nous avons donc décidé de
rester sur 'analyse différentielle utilisant lanfion «DiffAnalysis» du package « anapuce ».

Avec un seuil de significativité fixé a 10%, 1 9%bndes (soit 5% des sondes
présentes dans le jeu de données) présentaieiritansité du signal différente entre les deux
génotypes au locuBGATL Ces sondes correspondaient a 1 496 génes diféagant une
annotation acceptée par IPA. 984 sondes (soiengyé08s différents) étaient surexprimées et
1 007 sondes (soient 798 genes différents) étaarg exprimées, pour le génotype « faible ».

Devant le nombre important de genes a analyses agans fixé une limite supplémentaire
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en introduisant un différentiel d’expression de (gb plus ou en moins). En imposant cette
limite, nous avons restreint a 270 « sondes » (@}itgénes) surexprimées et 268 « sondes »
(soit 228 genes) sous-exprimées pour le génotyfaile ». Nous avons ensuite vérifié que
ce panel de genes était associé aux mémes fonatiétaboliques que le pool de genes
déclarés differemment exprimés au seuil 10% sangelidans la grandeur du différentiel

d’expression.

Les genes surexprimés pour le génotype « faible bo@isDGAT1 caractérisent les
fonctions biologiques : métabolisme lipidique, Miooie des petites molécules et
métabolisme des glucides (cf. Tableau IlI.5). Gestayénes caractérisent une seule fonction
biologique, d’autres participent a toutes les fanr biologiques.

La majorité des genes surexprimés chez le génokyfable » au locudDGAT1
spécifient des protéines spécialisées dans ladmisynthese des lipides du lait. Dans cette
voie métabolique, la captation des lipides parliute épithéliale mammaire était représentée
par les génes spécifiant la lipoprotéine lipasBL) et la CD36. La synthése des AG est
corrélée a la surexpression de l'acétyl-CoA carbtasgy ACACA et leur transport
intracellulaire est associé aux « fatty acid bigdproteins » 3 et 4FHABP3 FABP4. La
synthése des diacylglycérols est révélée par kxpuession des genes spécifiant la glycolyse
kinase GK), I'l-acylglycérol-3-phosphate O-acyltransféras€dA&PATE et la glycérol-3-
phosphate acyltransféras&sKAM). La lécithine rétinol acyltransférasd. RAT) et la
phosphatidyléthanolamine N-méthyltransféraseENIT) spécifient des protéines qui
participent a la synthése des lipides membranaires.autres genes surexprimés spécifient
des protéines impliquées : (i) dans la sécrétipmitijue, c’'est le cas de I' « ATP-binding
cassette, sub-family G, member 2ABCG2, de la butyrophilineETN1A) et de la mucine 1
(MUC1) et (ii) dans la régulation de la synthese et a@esécrétion des lipides telle le
« peroxisome proliferator-activated receptor gameoaactivator 1 alpha sPPARGC1A

Certains génes spécifiant les protéines du laiedtagalement surexprimés avec le
génotype « faible » au locUBGATL1 C’était le cas pour di-lactalbumine I(ALBA) qui
participe aussi a la synthese du lactose et leSressis; et o, (CSN1Sket CSN1S2données

non montrées).
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Tableau III-5 : Fonctions métaboliques déterminéegar « Ingenuity Pathway Analysis » sur les génes
significativement surexprimés avec le génotype «ifde » (GC/GC, A232) au locus

DGAT1
Symbole du  Protéine codée par le gene Ln2(R/V) Ratio Numéro dela  Numéro Intensités du
gene d'expression sonde d'accession signal
Geénes sur exprimés pour le génotype GC/GC, A232 A232/K232
Biochimie des petites molécules
ALDH18A1 aldehyde dehydrogenase 18 family, member Al 0,59 1,51 A_73_100261 XM_872596 moyen/moyen
CTNS cystinosis, nephropathic 0,72 1,65 A 73120818 XM_864412 moyen/moyen
DIO2 deiodinase, iodothyronine, type Il 0,75 1,68 A_73 113164 CB456458 moyen/moyen
ENPP3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 0,63 1,54 A 73114715 XM_607852 moyen/moyen
ENTPD4 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 4 0,61 1,53 A_73 115993 AW430479 moyen/faible
FAH fumarylacetoacetate hydrolase (fumarylacetoacetase) 0,77 1,70 A _73_111280 XM_585546 moyen/moyen
FOLR1 folate receptor 1 (adult) 0,98 1,97 A_73_104769 XM_589186 moyen/moyen
LPO lactoperoxidase 0,93 1,90 A_73 120322 NM_173933 fort/fort
MTHFR 5,10-methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) 0,88 1,85 A_73.108814 NM_001011685 moyen/moyen
v-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
MYCN neuroblastoma derived (avian) 0,65 1,57 A_73_101570 XM_869019 faible/faible
v-myc myelocytomatosis viral related oncogene,
MYCN neuroblastoma derived (avian) 0,60 1,51 OLIGO_03338 CN441227 faible/faible
PAH phenylalanine hydroxylase 0,87 1,83 A_73_104247 XM_587738 moyen/moyen
PAPSS1 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 0,68 1,60 A_73_105307 NM_001034210 moyen/moyen
PAPSS1 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate synthase 1 0,66 1,58 Bt00002409 CK773516 moyen/faible
solute carrier family 16, member 1 (monocarboxylic acid
SLC16A1 transporter 1) 0,86 1,82 Bt00005209 CK778726 faible/faible
solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate
SLC1A2 transporter), member 2 0,70 1,63 A_73_100861 (CB448035 moyen/moyen
solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
SLC25A4 nucleotide translocator), member 4 0,66 1,58 A_73 119975 NM_174658 moyen/moyen
SLC34A2 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 1,62 3,07 A 73118765 NM_174661 moyen/moyen
SLC34A2 solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2 0,60 1,52 A_73_105601 NM_174661 faible/faible
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+
SLC7A5 system), member 5 0,98 1,97 A_73_108397 NM_174613 moyen/moyen
solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+
SLC7A5 system), member 5 0,92 1,89 OLIGO_07994 DN512890 moyen/moyen
Métabolisme des glucides
HPSE heparanase 1,17 2,25 A_73_104774 NM_174082 moyen/moyen
Métabolisme lipidique et biochimie des petites molécules
ABCD1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1 0,63 1,55 A_73_102327 XM_593152 moyen/moyen
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 1,14 2,20 Bt00007511 CK941351 moyen/moyen
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 1,10 2,14 A_73 111728 NM_001037478 fort/moyen
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 1,09 2,13 Bt00006951 CK848971 moyen/moyen
ABCG2 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 0,94 1,92 OLIGO_07799 AW462521 moyen/faible
ACACA acetyl-Coenzyme A carboxylase alpha 0,70 1,63 A 73111542 NM_174224 moyen/moyen
ADFP adipose differentiation-related protein 0,63 1,55 A_73_ 115567 NM_173980 fort/fort
ADFP adipose differentiation-related protein 0,62 1,54 OLIGO_06432 CV976041 moyen/moyen
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 6
AGPAT6 (lysophosphatidic acid acyltransferase, zeta) 0,84 1,79 A _73_119291 XM_866018 fort/fort
ALOX15 arachidonate 15-lipoxygenase 1,49 2,81 A_73_102134 NM_174501 fort/moyen
ANG angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 0,85 1,80 A 73112116 NM_001040590 moyen/moyen
BTN1Al butyrophilin, subfamily 1, member A1 0,72 1,65 OLIGO_12085 M35551 moyen/moyen
BTN1A1 butyrophilin, subfamily 1, member Al 0,70 1,63 A 73114446 NM_174508 fort/fort
CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a 0,94 1,92 A_73_100290 XM_605438 fort/fort
CIDEA cell death-inducing DFFA-like effector a 0,93 1,90 Bt00007235 CK849502 moyen/moyen
CYP1Al cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 1,10 2,15 A_73_107233 XM_588298 moyen/faible
CYP26A1 cytochrome P450, family 26, subfamily A, polypeptide 1 0,94 1,92 A 73112278 XM_584484 faible/faible
GFRA2 GDNF family receptor alpha 2 1,28 2,42 A_73 113101 NM_001015595 moyen/moyen
MUC1 mucin 1, cell surface associated 0,65 1,57 A_73 115084 NM_174115 fort/fort
NCOA4 nuclear receptor coactivator 4 0,73 1,66 A_73_109490 XM_603681 moyen/moyen
PCCB propionyl Coenzyme A carboxylase, beta polypeptide 0,60 1,51 A 73119213 NM_001038548 moyen/moyen
RETSAT retinol saturase (all-trans-retinol 13,14-reductase) 1,16 2,23 A_73_100979 XM_865332 moyen/faible
thyroid hormone receptor, beta (erythroblastic leukemia viral
THRB (v-erb-a) oncogene homolog 2, avian) 0,92 1,89 A_73_106879 BM031001 moyen/moyen
Biochimie des petites molécules et métabolisme des glucides
BSG basigin (Ok blood group) 0,59 1,50 A_73_109550 XM_585535 moyen/moyen
solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter),
SLC5A1 member 1 0,69 1,61 A 73102890 NM_174606 moyen/moyen
TSTA3 tissue specific transplantation antigen P35B 0,67 1,59 A _73_105235 XM_590801 moyen/moyen
Métabolisme lipidique, biochimie des petites molécules et métabolisme des glucides
ADIPOR2 adiponectin receptor 2 0,77 1,71 A_73_104090 BMO087193 moyen/moyen
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) 1,00 2,00 A_73_108146 BF603212 moyen/moyen
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) 0,80 1,74 A _73.103328 NM_174010 faible/faible
fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-
FABP3 derived growth inhibitor) 0,71 1,63 A _73_111582 NM_174313 fort/fort
FABP4 fatty acid binding protein 4, adipocyte 0,79 1,73 A_73_113342 CB537957 moyen/moyen
GK glycerol kinase 0,63 1,55 A_73 107388 XM_582365 faible/faible
GPAM glycerol-3-phosphate acyltransferase, mitochondrial 0,92 1,89 OLIGO_13062 NM_001012282 moyen/faible
GRK4 G protein-coupled receptor kinase 4 0,59 1,50 A 73 118972 XM_590012 moyen/moyen
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LALBA lactalbumin, alpha- 1,15 2,22 A_73_113728 NM_174378 fort/fort

LPL lipoprotein lipase 0,90 1,87 A_73_108260 XM_616349 fort/fort
lecithin retinol acyltransferase (phosphatidylcholine--retinol O-

LRAT acyltransferase) 1,02 2,03 A_73_107724 NM_177503 moyen/moyen
lecithin retinol acyltransferase (phosphatidylcholine--retinol O-

LRAT acyltransferase) 0,94 1,93 A_73 117341 NM_177503 moyen/faible

PEMT phosphatidylethanolamine N-methyltransferase 0,83 1,78 A_73.102178 NM_182989 faible/faible
peroxisome proliferator-activated receptor gamma,

PPARGC1A coactivator 1 alpha 1,70 3,24 A _73.108828 NM_177945 moyen/moyen

PRKAR2B protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, beta 0,65 1,57 A_73 112893 AW357054 moyen/moyen

PTHLH parathyroid hormone-like hormone 1,48 2,80 A_73 100098 NM_174753 moyen/moyen

Les genes sous-exprimés pour le génotype « faildaractérisent les fonctions
métaboligues : signalisation et interaction ceitelamort cellulaire, mouvement cellulaire et
prolifération et croissance cellulaire (cf. TabldHib). Ces génes spécifient des protéines qui
peuvent étre classées en plusieurs catégories :

1 - les protéines du cytosquelette, représentéddepéiératines 4, 6A, 8 et 1IBRT4 KRT6A
KRT8 et KRT18, la tropomyosine TPM4), les actines ACTB ACTGJ, la thymosine
(TMSB10 et la « syntenin xSDCBB ;

2 - les protéines participant a la modification tgoaductionnelle des protéines telles la
protéine de liaison des lipopolysaccharides («@d@gsaccharide binding protein kBP) et
'enzymefl,4-galactosyltransferasB4GALTY ;

3 - les protéines de la réponse immunitaire, remtées par des protéines du complément
(C3,C4B, C4BPA CFB), des interleukinedl(18BP, IL13RAJ ILIRN), un interféron IF130),

une chémokineGXCL5, une intégrine ITGB6), I'annexine 1 ANXA) et des protéines du
complexe majeure d’histocompatibilitBqLA-A ;

4 - les protéines du métabolisme lipidique parrsiieelles figurent des protéines de captation
des LDL et des chylomicrons avec I'«oxidized lovendity lipoprotein » QLR1) et
I'apolipoprotéine E APOE), des enzymes de dégradation des lipides ave®reghycéride
lipase MGLL) et une lipasel{PG) et enfin une enzyme de synthese des acyl-CoAu®ng
chaine avec l'acyl-CoA synthétase chaine longueSL5.

Le gene spécifiant 'enzyme DGAT1 était égalemegniicativement sous-exprimé

pour le génotype « faible » au lodD&AT1(1,3 fois moins exprime).
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Tableau I11I-6 : Fonctions métaboliques déterminéegar « Ingenuity Pathway Analysis » sur les génes
significativement sous-exprimés avec le génotypefaible » (GC/GC, A232) au locus

DGAT1
Symbole du Ratio Numéro dela  Numéro Intensités du
gene Protéine codée par le géne Ln2(R/V) d'expression sonde d'accession signal
Geénes sous exprimés pour le génotype GC/GC, A232 K232/A232
Signalisation et interaction intercellulaire
C4BPA complement component 4 binding protein, alpha -2,62 6,15 A_73_110994 NM_174252 moyen/faible
C4BPA complement component 4 binding protein, alpha -1,40 2,64 Bt00007906 CK950150 faible/faible
CD68 CD68 molecule -0,78 1,71 A_73_106271 XM_868351 faible/faible
BoLA-A major histocompatibility complex, class I, A -0,74 1,67 Bt00007214 CK849467 moyen/faible
LTF similar to lactotransferrin -1,54 2,91 A_73_116655 NM_180998 fort/fort
LTF lactotransferrin -1,54 2,91 OLIGO_12250 L08604 moyen/moyen
LTF lactotransferrin -1,49 2,82 Bt00007015 CK849101 moyen/faible
SBNO2 strawberry notch homolog 2 (Drosophila) -0,64 1,56 OLIGO_04958 BF043642 faible/faible
Mort cellulaire
ABCC4 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 -1,18 2,27 A_73 102571 XM_866262 moyen/faible
ABCC4 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4 -0,99 1,99 A_73_109426 XM_592737 moyen/moyen
1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 2 (lysophosphatidic
AGPAT2 acid acyltransferase, beta) -0,86 1,81 A_73_118412 XM_589558 moyen/moyen
ALDH1A3 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 -1,03 2,05 A_73 103806 BE485574 moyen/moyen
ATXN3 ataxin 3 -0,76 1,69 A_73_113215 XM_589821 moyen/faible
ATXN3 ataxin 3 -0,62 1,54 A_73_108214 XM_866678 faible/faible
BIK BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing) -0,79 1,73 A_73_114020 AW668663 faible/faible
CYBA cytochrome b-245, alpha polypeptide -0,63 1,55 A_73 106554 NM_174034 moyen/moyen
DDAH2 dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2 -0,59 1,50 A_73_120146 NM_001034704 moyen/moyen
UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
GALNT2 acetylgalactosaminyltransferase 2 (GalNAc-T2) -0,60 1,52 A_73_118965 AV594534 moyen/moyen
HSPA1B heat shock 70kDa protein 1B -0,84 1,79 A_ 73116780 BP106912 moyen/moyen
RBP1 retinol binding protein 1, cellular -1,58 2,98 A_73_116738 NM_001025343 moyen/moyen
RBP1 retinol binding protein 1, cellular -1,22 2,34 OLIGO_10638 DN532441 moyen/faible
SRGN serglycin -0,66 1,58 A_73_106384 NM_001025326 moyen/moyen
Mouvement cellulaire
CAP1 CAP, adenylate cyclase-associated protein 1 (yeast) -0,64 1,56 A_73_112859 NM_001035010 moyen/moyen
IL18BP interleukin 18 binding protein -0,59 1,50 A_73 119324 XM_869739 moyen/moyen
KRT6A keratin 6A -0,76 1,70 OLIGO_06876 M14056 moyen/moyen
KRT6A keratin 6A -0,70 1,63 A_73_101433 NM_001008663 fort/fort
MGLL monoglyceride lipase -0,78 1,72 A_73_104056 AW655967 moyen/moyen
S100A2 S100 calcium binding protein A2 -0,69 1,61 A_73.100329 NM_001034367 faible/faible
SDCBP syndecan binding protein (syntenin) -0,84 1,79 A_73_117643 XM_588222 moyen/moyen
serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase,
SERPINA3  antitrypsin), member 3 -0,76 1,69 A_73_105596 NM_174768 faible/faible
TPM4 tropomyosin 4 -0,92 1,89 A_73_106180 XM_868523 moyen/moyen
Prolifération et croissance cellulaire
ADRA1B adrenergic, alpha-1B-, receptor -0,66 1,58 Bt00001112 CK771135 moyen/faible
AEBP1 AE binding protein 1 -0,62 1,54 A_73_111975 NM_174839 moyen/moyen
aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha hydroxysteroid
AKR1C3 dehydrogenase, type Il) -2,50 5,65 A_73 100344 NM_181027 moyen/moyen
ARID5B AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) -0,93 1,90 A_73 113220 CB165266 moyen/moyen
EIF3I eukaryotic translation initiation factor 3, subunit | -0,87 1,83 OLIGO_10068 DN642122 moyen/moyen
FER1L3 fer-1-like 3, myoferlin (C. elegans) -0,71 1,64 A 73 117391 XM_591300 moyen/moyen
IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 -0,81 1,75 A_73_101156 XM_868154 moyen/moyen
KRT4 keratin 4 -0,66 1,58 A_73_100681 XM_880337 faible/faible
OSMR oncostatin M receptor 0,76 1,69 A 73 108457 CB434425 moyen/moyen
PDGFC platelet derived growth factor C -0,67 1,59 A_73 115702 BE756651 moyen/moyen
PKP1 plakophilin 1 (ectodermal dysplasia/skin fragility syndrome) -0,85 1,80 A_73_115167 NM_174145 moyen/faible
TACC2 transforming, acidic coiled-coil containing protein 2 -0,62 1,54 A_73 118627 XM_880503 moyen/moyen
TACSTD2 tumor-associated calcium signal transducer 2 -1,64 3,11 A_73_116592 XM_589840 moyen/moyen
ZFP36L1 zinc finger protein 36, C3H type-like 1 -0,76 1,70 A_73 109640 XM_865938 moyen/moyen
ZFP36L2 zinc finger protein 36, C3H type-like 2 -0,98 1,97 A_73_121434 CB419229 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire et mort cellulaire
KRT18 keratin 18 -1,16 2,23 A_73.118812 XM_582930 moyen/moyen
LBP lipopolysaccharide binding protein -1,29 2,45 Bt00006600 CK848266 moyen/faible
LBP lipopolysaccharide binding protein -1,15 2,22 A_73_104583 NM_001038674 moyen/moyen
TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein -0,60 1,52 A_73 118891 NM_174627 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire et mouvement cellulaire
C4B complement component 4B (Childo blood group) -1,06 2,08 A_73 113565 XM_584742 moyen/moyen
C4B complement component 4B (Childo blood group) -0,70 1,63 Bt00003648 CK775755 faible/faible
LYPD3 LY6/PLAUR domain containing 3 -0,65 1,57 A_73_116891 BP108674 faible/faible
PLXNC1 plexin C1 -0,66 1,58 A_73_112305 XM_596354 faible/faible
RND3 Rho family GTPase 3 -0,63 1,54 A_73 112008 XM_592424 moyen/moyen
serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1,
SERPING1 (angioedema, hereditary) -0,80 1,74 A_73 109408 NM_174821 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire et prolifération et croissance cellulaire
ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5 -0,95 1,93 A_73_113054 XM_591964 moyen/moyen
IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 -0,60 1,51 A_73 100295 AW657053 moyen/moyen
LIPG lipase, endothelial -0,68 1,60 A 73 100558 XM 591948 faible/faible
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RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa -1,16 2,24 A_73_117206 XM_590677 moyen/moyen
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa -1,02 2,03 Bt00007790 CK948092 faible/faible
RGS2 regulator of G-protein signaling 2, 24kDa -0,73 1,65 OLIGO_09600 CK957537 faible/faible
TACSTD1 tumor-associated calcium signal transducer 1 -0,75 1,68 A_73_108385 NM_001035290 moyen/moyen
Mort et mouvement cellulaire
BAGALTS5 UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5 -0,77 1,70 A_73_106983 CB419409 moyen/moyen
CD53 CD53 molecule -0,64 1,56 A_73 119885 NM_001034232 moyen/moyen
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -2,86 7,24 A_73_119569 XM_865491 fort/moyen
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -1,73 3,31 Bt00007310 CK849654 moyen/faible
CHI3L1 chitinase 3-like 1 (cartilage glycoprotein-39) -1,00 2,00 OLIGO_12367 BT021835 faible/faible
Mort cellulaire et prolifération et croissance cellulaire
EPHB6 EPH receptor B6 -1,51 2,85 A 73 118831 XM_608259 moyen/moyen
FZD1 frizzled homolog 1 (Drosophila) -0,60 1,52 A_73 100213 XM_600754 moyen/moyen
IER3 immediate early response 3 -0,93 1,90 A_73_118970 XM_869173 moyen/moyen
IHPK2 inositol hexaphosphate kinase 2 -0,72 1,64 A_73 120783 NM_001034317 moyen/moyen
LDHA lactate dehydrogenase A -0,73 1,66 A_73_119375 NM_174099 moyen/moyen
runt-related transcription factor 1 (acute myeloid leukemia 1; aml1
RUNX1 oncogene) -0,67 1,59 A_73_112916 CB440904 faible/faible
SCIN scinderin -1,08 2,11 A_73.102891 NM_174177 moyen/faible
SCN3B sodium channel, voltage-gated, type lll, beta -1,31 2,49 A_73_102756 XM_588340 moyen/moyen
TMSB10 thymosin, beta 10 -0,66 1,58 Bt00000870 CK770743 moyen/moyen
TMSB10 thymosin, beta 10 -0,62 1,53 OLIGO_11135 CR550876 moyen/moyen
Mouvement cellulaire et prolifération et croissance cellulaire
ACTB actin, beta -0,79 1,73 A_73_102689 NM_173979 fort/moyen
ACTG1 actin, gamma 1 -0,88 1,84 A_73_114078 NM_001033618 fort/fort
ANKRD1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) -0,72 1,64 A_73_103476 NM_001034378 faible/faible
BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3 -0,63 1,55 A_73 108331 XM_610447 moyen/moyen
BHLHB2 basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 -0,99 1,98 A_73_118295 NM_001024929 moyen/moyen
CFB complement factor B -1,72 3,30 A_73 118840 NM_001040526 moyen/moyen
NEURL neuralized homolog (Drosophila) -0,68 1,60 A_73_107600 BI849329 moyen/faible
Signalisation et interaction intercellulaire, mort cellulaire et mouvement cellulaire
OLR1 oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1 -0,99 1,99 A_73_113527 NM_174132 faible/faible
SDC4 syndecan 4 -0,95 1,93 A_73_116016 XM_584869 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire, mort cellulaire et prolifération et croissance
cellulaire
HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 -0,72 1,65 A_73_116548 NM_001014912 moyen/moyen
ILIRN interleukin 1 receptor antagonist -0,95 1,93 A_73 101356 NM_174357 moyen/faible
KRT8 keratin 8 -1,27 2,41 A_73_108833 NM_001033610 fort/moyen
KRT8 keratin 8 -1,09 2,12 OLIGO_11338 DNB825510 moyen/faible
NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa -1,06 2,09 A_73_107257 NM_001014923 faible/faible
RASSF5 Ras association (RalIGDS/AF-6) domain family 5 -0,67 1,59 A_73 101269 AW632383 moyen/moyen
v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B, nuclear factor of
RELB kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 3 (avian) -0,61 1,53 A_73 106104 XM_600955 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire, mouvement cellulaire et prolifération et croissance
cellulaire
CLDN11 claudin 11 (oligodendrocyte transmembrane protein) -0,61 1,52 A_73_118193 NM_001035055 faible/faible
CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 -1,04 2,05 A_73 106079 NM_174300 faible/faible
GRP gastrin-releasing peptide -0,82 1,76 OLIGO_04190 DN287080 faible/faible
MMP19 matrix metallopeptidase 19 -0,82 1,76 A 73118915 XM_612530 faible/faible
Mort cellulaire, mouvement cellulaire et prolifération et croissance cellulaire
ANGPTL4 angiopoietin-like 4 -1,72 3,30 A_ 73101924 XM_587033 moyen/moyen
ANGPTL4 angiopoietin-like 4 -1,18 2,27 Bt00005718 CK846487 faible/faible
caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta,
CASP1 convertase) -0,59 1,50 A_73_121388 XM_592026 faible/faible
DEFB1 defensin, beta 1 -0,67 1,59 A_73_120710 NM_175703 faible/faible
ETV6 ets variant gene 6 (TEL oncogene) -0,61 1,53 A_73_107505 NM_001015514 moyen/moyen
ITGA2 integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor) -0,80 1,74 A_73.101455 CB467551 faible/faible
S100A4 S100 calcium binding protein A4 -0,65 1,57 A_73_118905 NM_174595 moyen/moyen
SOD2 superoxide dismutase 2, mitochondrial -0,87 1,82 A_73 102060 NM_201527 moyen/moyen
Signalisation et interaction intercellulaire, mort cellulaire, mouvement cellulaire et prolifération et croissance cellulaire
ANXAL annexin Al -0,72 1,64 A 73114465 NM_175784 moyen/faible
ANXAL1 annexin Al -0,67 1,59 Bt00007197 CK849435 faible/faible
APOE apolipoprotein E -0,74 1,68 A_73 100548 NM_173991 moyen/moyen
C3 complement component 3 -0,61 1,53 OLIGO_06959 CB461274 moyen/faible
CLU clusterin -1,79 3,46 A_73_120760 NM_173902 fort/moyen
CLU clusterin -1,51 2,84 OLIGO_03474 CN441848 moyen/moyen
CLU clusterin -0,99 1,99 Bt00006868 CK848824 faible/faible
CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa -0,63 1,55 OLIGO_11225 NM_001004024 faible/faible
DDR1 discoidin domain receptor family, member 1 -0,88 1,83 A_73 113008 XM_879506 moyen/moyen
DKK3 dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis) -0,62 1,53 A_73_116904 XM_583102 moyen/moyen
EFNA1 ephrin-Al -0,83 1,78 A_73 112586 NM_001034292 moyen/moyen
EGR1 early growth response 1 -1,49 2,81 A_73_111154 XM_601394 moyen/moyen
ELF3 E74-like factor 3 (ets domain transcription factor, epithelial-specific ) -0,88 1,84 A 73115898 XM_585288 moyen/moyen
v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2,
ERBB2 neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian) -0,66 1,58 A_73 100116 XM_870743 moyen/moyen
ERBB3 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian) -1,26 2,40 A_73_120913 BP107912 fort/moyen
FHL2 four and a half LIM domains 2 -0,59 1,50 A 73113241 XM_878142 moyen/moyen
FOS v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog -1,71 3,27 A 73 101038 NM_182786 moyen/moyen
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FOS v-fos FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog -0,87 1,82 OLIGO_09217 CV983373 faible/faible
ITGB6 integrin, beta 6 -1,70 3,24 A_73_104506 NM_174698 moyen/faible
MET met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) -0,91 1,88 A_73 116287 NM_001012999 moyen/moyen
MET met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor) -0,69 1,61 Bt00005375 CK845891 faible/faible
MSR1 macrophage scavenger receptor 1 -0,64 1,55 A_73 102799 NM_174113 moyen/faible
PIK3R1 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha) -0,90 1,86 A_73_112809 CB464624 moyen/moyen
PIK3R1 phosphoinositide-3-kinase, regulatory subunit 1 (p85 alpha) -0,59 1,50 Bt00003677 CK775806 faible/faible
PTGES prostaglandin E synthase -0,94 1,92 A_73_111837 NM_174443 moyen/moyen
S100A10 S100 calcium binding protein A10 -0,59 1,51 A_73 104422 NM_174650 moyen/moyen
S100A9 S100 calcium binding protein A9 -0,93 1,90 A_73_110650 XM_611685 faible/faible
ST6GAL1 ST6 beta-galactosamide alpha-2,6-sialyltranferase 1 -0,65 1,57 A_73 110203 U30854 moyen/moyen
TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa -0,60 1,52 A_73_112587 XM_588272 moyen/faible
THBS2 thrombospondin 2 -0,86 1,82 A_73.102889 NM_176872 moyen/faible
TMSB4X S100 calcium binding protein G -0,95 1,94 A_73_106202 NM_001002885 fort/fort

TNC tenascin C (hexabrachion) -0,80 1,75 A_73.108252 XM_612563 faible/faible
TNFRSF1B tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B -0,69 1,61 A_73_113320 NM_001040490 moyen/moyen
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 -0,60 1,51 A 73 118327 NM_174484 moyen/moyen

> Résultats des quantifications en PCR(

Afin de valider les données observées avec la igobandes puces a ADN, les
transcrits des génes spécifiant DGAT1, les caséignest K (choisis arbitrairement) ont été
quantifiés par PCRq. Les ratios entre les deux typee au locuBGAT1ont été calculés sur
les quantités de transcrits normalisées. Ces ratitsnus en PCRq ont été comparés avec
ceux obtenus avec la technique des lames de \@rieidure 111.5). La PCRq a confirmé les
résultats obtenus sur microarrays. On note poutroesgenes une bonne concordance entre
les techniques. L'alléle « faible » au lodD&AT1est associé a une quantité de transcrits plus
faible, alors que les messagers issus des genaifiamdes caséiness; etk sont au contraire
en plus grand nombre (ratios génotype « faiblengtype «fort» de 0,6; 1,5et 1,3

respectivement).
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Figure IlI-5 : Comparaison des quantifications en FCR quantitative (histogramme blanc) et en
microarray (histogramme noir) exprimées en moyennales ratios de transcrits DGAT1
entre génotypes (GC, A232 / AA, K232). Les barreserticales représentent I'écart-type.

> Relation entre génes differemment exprimés et
données phénotypiques

Pour mettre en relation les genes différemmentiedgs entre les deux génotypes au
locusDGATlavec les données phénotypiques, une ACP a éigéealr I'intensité moyenne
du signal des 538 sondes differemment exprimées aveseuil de significativité de 10% et
une limite sur rapport d’expression de 1,5 fois.dramiére dimension de I'ACP explique
53% de la variabilité et discrimine les deux gépety 533 sondes, 270 avec des coordonnées
négatives et 263 avec des coordonnées positivestéasent la premiere dimension. Les
individus de génotype « faible » se distinguent gas coordonnées négatives sur cette
dimension, alors que les individus de génotyperkofmont des coordonnées positives. Les
coordonnées des individus sur la premiere dimensirété importées en qualité de variable

gualitative pour une analyse de variance effectuedes données phénotypiques.

Les teneurs en AG C8:0, C10:0 et C14:0 étaientifgigtivement plus élevées alors
que les teneurs en AG C14:1, C16i49et C17:1 étaient significativement plus faiblege@v
des coordonnées négatives, associées dans cefiseaaa génotype « faible » (cf. Tableau
l11.7). Les index de désaturation des AG C10:0, 0%kt C16:0 étaient significativement plus

faibles avec des coordonnées négatives, de méme lpotaille des globules gras. En
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revanche, les teneurs en caséingset B étaient significativement plus élevées avec des

coordonnées neégatives, et donc avec le génotypible #.

Tableau IlI-7 : Résultats sur la mise en relation és données transcriptomiques et phénotypiques.

Seules les variables phénotypiques significativemiertifférentes entre les coordonnées négatives et
positives de I'ACP sont présentées dans ce tabledde sont indiquées ici que les 15 premiéere sondesiq
caractérisent le plus chaque direction de la premié dimension sont indiquées dans ce tableau.

Dimension 1 négative (« Faible », GC/GC, A232) Dime nsion 1 positive (« Fort », AA/AA, K232)
Variables phénotypiques

moyenne (ecart-type) moyenne (ecart-type) Pc
C8:0 (%) 1,57 (0,13) 1,48 (0,14) P<0,1
C10:0 (%) 4,09 (0,29) 3,73 (0,61) P<0,1
C14:0 (%) 13,52 (0,21) 12,66 (1,24) P<0,05
C14:1 (%) 1,05 (0,13) 1,16 (0,09) P<0,1
C16:1cis9 (%) 1,26 (0,19) 1,50 (0,24) P<0,05
C17:1 (%) 0,17 (0,02) 0,19 (0,01) P<0,05
s10etl12et14 22,77 (0,84) 21,25 (2,69) P<0,1
index10** 8,01 (0,35) 9,10 (1,23) P<0,05
index14** 7,12 (0,79) 8,37 (1,14) P<0,05
index16** 3,66 (0,35) 4,15 (0,67) P<0,05
TGG (um) 4,52 (0,44) 4,76 (0,57) P<0,05
Teneur caséine as; (%) 28,14 (1,45) 27,04 (1,80) P<0,05
Teneur caséine 3 (%) 34,98 (1,24) 34,05 (1,48) P<0,1
Top 15 des sondes expliquant le plus la 1ére dimension

CIDEA (cell death-inducing DFFA-like effector a) GALC (galactosylceramidase)

CIDEA (cell death-inducing DFFA-like effector a) PIK3IP1 (phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1)

ATP13A4 (ATPase type 13A4) DDR1 (discoidin domain receptor family, member 1)

FAM46C (family with sequence similarity 46, member C) FzD7 (frizzled homolog 7 (Drosophila))

DNAJC12 (DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12) MET (met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor))

FABP3 (fatty acid binding protein 3, muscle and heart) OLR1 (oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1)

AGPAT®6 (1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 6) KRTS8 (keratin 8)

BRP44L (brain protein 44-like) IHPK?2 (inositol hexaphosphate kinase 2)

ABCG2 (ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2)  RIN2 (Ras and Rab interactor 2)

BDH1 (3-hydroxybutyrate dehydrogenase, type 1) ITGB6 (Integrin B6)

MCFD2 (multiple coagulation factor deficiency 2) BIK (BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing))

TMEM®64 (transmembrane protein 64) SASH1 (SAM and SH3 domain containing 1)

NUCB?2 (nucleobindin 2) NFE2 (nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa)

RUNDC1 (RUN domain containing 1) TACSTD2 (tumor-associated calcium signal transducer 2)

MYBPC1 (Myosine Binding protein) ERBB3 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3)

SLC34A2 (solute carrier family 34 (sodium phosphate), member 2)  LTF (lactotransferrin)

* ACP = Analyse en Composante Principale ; Pc =bpbilité critique ; TGG = taille globules gras ;
sl0etl2etl4 = C10:0 (%) + C12:0 (%) + C14:0 (96) tes index de désaturation sont calculés commig)iréd
pour I'exemple suivant : index14 = C1&9(C14:1cis9+ C14:0)

Comme la totalité des sondes entrées dans I'an@@e discriminait les individus
selon leur génotype au loc&SATL nous avons choisi de présenter uniquement lege¢ui
premieres sondes les plus discriminantes.

Les coordonnées négatives de I'axe 1 se caradedrigzar des genes représentatifs du
meétabolisme lipidique RKABP3 AGPAT6 ABCGZ2 BDH1), du transport intra-cellulaire
(ATP13A4 DNAJC12 MCFD2, NUCB2 et de I'apoptoseJIDEA).

Les genes les plus explicatifs des coordonnéediyesside I'axe 1 spécifient des
protéines qui participent a I'adhésion cellulaiBDR1, OLRY, ITGB6), I'apoptose IHPK2,
BIK), la transduction du signaFZD7, MET, RIN2 TACSTD2, l'organisation cellulaire
(KRT8), la régulation de la transcriptioNFFE2) et a la régulation négative du cycle cellulaire
(SASH) et de I'apoptoseHRBB3J.
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111.3.4. Discussion

[11.3.4.1. Points forts et points faibles du protocole
expérimental

Cette étude est la premiére du genre, conduite themche laitiere, portant sur
impact du polymorphisme au lociGAT1sur des caractéres laitierssetr I'expression de
plusieurs milliers de genes dans la glande mampetingtilisant des couples de vaches pleine
ou demi-sceurs de génotypes homozygotes opposédoauselLors des prélevements, les
animaux eétaient conduits dans un milieu extrémemaenh contrélé, sur une méme
installation expérimentale. lls recevaient le mérégime alimentaire et étaient au méme
nombre de jours de lactation.

L’hybridation des cibles marquées a été effectugelsux types de lame. L'utilisation
combinée de ces deux supports a permis d’augmdémteoombre de genes étudiés par
comparaison a l'utilisation d’'un seul type de larhes 14 567 génes (avec une annotation
IPA) distincts présents sur les deux lames cumulépggsentent environ 55% du génome
bovin. La concaténation des 2 fichiers des deurgyge lames a permis, apres validation de
la procédure (vérification de la cohérence des feixlonnées avant et aprés concaténation),
de traiter toutes les sondes de la méme facgonteaimscompte de leur origine, en appliquant
le test multiple sur 'ensemble des données digpesi A ce jour, nous n‘avons pas trouvé
d’études équivalentes décrites dans la littéralyant procédé de la sorte. De plus, la
redondance de certains géenes entre les deux tgpksng (taux de recouvrement de 25%) a
permis de valider les différentiels d’expression s genes lorsqu’ils étaient déclarés
differemment exprimés entre les deux génotypeseftat, lorsque les intensités d’'une sonde
étaient significativement différentes entre lesxdgénotypes, cette différence se retrouvait
pour une autre sonde du méme gene, avec le mémeaemriation.

Par ailleurs, le différentiel d’expression de trgenes CSN1S1CNS3et DGATY) a
éte validé par trois systemes de quantification P&€Rq. La validation du différentiel
d’expression de quelques autres génes permettnzaldier, pour partie, I'expérience des

puces a ADN réalisée dans cette étude.
L’impossibilité de dissocier les effets des polyptusmes des lactoprotéines majeures

de I'effet de la mutation K232A au locil¥5AT], pour I'analyse de la quantité des protéines,

montre une des limites de notre étude qui estildefanombre d’animaux du dispositif. En
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effet, certains variants protéiques sont uniquerpedgents pour 'un des génotypes au locus
DGATL comme par exemple le variant AA de la cas&rgi n'a été détecté qu’une seule
fois sur les 11 laits individuels analysés, chezingividu de génotype « faible ». Or, le
polymorphisme génétique des protéines peut impéetdveau d’expression allélique et donc
la quantité de protéine (pour revue Maminal, 2002). Nous ne pouvions donc pas conclure
guant a I'existence d’un lien entre le polymorphesau locuDGAT1et la quantité de caséine
K. Pour conclure, il faudrait augmenter 'effectdsdanimaux en veillant a croiser et équilibrer

les génotypes au locus des protéines majeuregéntiype au locUSGATL

Dans cette expérience, nous avons essayé d'asspairedes méthodes statistiques,
une liste de genes déclarés différemment exprimés des données phénotypiques. Pour
cela, nous avons appliqué une ACP sur les géenesl'dapression est affectée, puis nous
avons effectué une analyse de variance (ANOVA)esidonnées phénotypiques, a partir des
coordonnées des individus sur I'axe de I'’ACP guicdminait le plus le génotype au locus
DGATL Cette méthode est hautement critiquable puisigutekte trés dépendante du choix
de la personne qui analyse les données, et neanpas permis d’extraire un sens biologique
a nos observations. De nouvelles méthodes d’andkydsologie intégrative sont en cours de
construction dans de nombreux laboratoires desstpie (& la Station d’Amélioration
Génétique Animale, SAGA, INRA de Toulouse, par eglnet pourront étre appliquées a

'ensemble des données produites dans cette erpérie

[11.3.4.2. Le dysfonctionnement de I'enzyme DGAT1 par la
mutation K232A implique d’autre voie de synthése por
les lipides du lait

Les résultats montrent que le génotype « faible »oausDGAT1 est corrélé a une
composition de la matiere grasse laitiere pluserieh AG longs et insaturés, ainsi que des
index de désaturations (caractérisant l'activitdadstéaroyl CoA désaturase 1) plus faibles
pour les acides C10:0, C14:0 et C16:0. Ces obsenstvaient déja été faites par Schennink
et al. (Schenninlkt al, 2008; Schenninkt al, 2007) qui supposaient alors que la variation de
la composition de la matiére grasse laitiere liégpalymorphisme K232A au locuBGAT1
était induit par un changement de spécificité dessat de I'enzyme consécutivement a la
mutation qui transforme un résidu Lysyle en résflanyle. Or, la modification de la
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composition en AG du lait s’accompagne surtout d’diminution significative du TB pour le
génotype « faible » qui serait imputable, selors@tiet al, (2004), a une perte d’efficacité
de I'enzyme DGATL. Cette enzyme catalysant I'eBt@tion d’'un acyl-CoA en position 3
d’'une molécule de diacylglycérol, une diminution Hefficacité de I'enzyme devrait
s’accompagner d’'une accumulation de diacylglycédalss la cellule épithéliale mammaire.

Dans les cellules, il existe deux voies possiblegilidation du diacylglycérol. La
premiére concerne des voies de synthese des #iglgs alternatives a DGAT1 faisant
intervenir soit une enzyme de transfert d’AG ertteeix molécules de diacylglycérol, la sn-
1,2(2,3)-diacylglycérol transacylase (Lehner & Kigks1993), soit une seconde enzyme
diacylglycérol acyltransferase, la DGAT2 (Castsal, 2001) qui posséde la méme activité
que I'enzyme DGAT1. La deuxieme voie métaboliqudisaint le diacylglycérol est la
synthese des phospholipides membranaires faissanvamir différentes enzymes souvent
concurrentes de I'enzyme DGAT1 (Belt al, 1981). Toutes ces voies alternatives peuvent
expliquer la modification de composition en AG abvge entre les deux génotyd@&AT1

En effet, 'enzyme sn-1,2(2,3)-diacylglycérol tranglase transfert un AG d’un
diacylglycérol vers une autre molécule de diacygtpl, générant un triacylglycérol et un
monoacylglycérol (Lehner & Kuksis, 1993). Dans &t,l les positions sn-1 et sn-2 des
triacylglycérols sont préférentiellement estérifigmar le C16:0, le C14:0, le C18:1 et le C18:0
(Breckenridge & Kuksis, 1968), ce qui expliquergibur partie, 'augmentation significative
de la teneur du lait en C14:0 avec le génotypebiefa au locUDGATL

Dans notre étude, le gene spécifiant I'enzyme DGATt deux fois plus exprime
avec le génotyp®GAT1 « faible » (donnée non montrée, P=0,11). L'activde I'enzyme
DGAT?2 purifiee a été étudiée uniquement cMertierella ramannianalun champignon) et
est plus importante pour les acyl-CoA a chaine moge(C12:0) et les diacylglycérols a
chaine courte et moyenne (C6:0, C8:0 et C10:0)dfkzabalet al, 2001). Si I'on s’accorde
une comparaison entre 'activité de DGAT2Mertierella ramannianaet celle du bovin, la
spécificité d’activité de DGAT2 expliquerait pouartie I'élévation significative de la teneur
du lait en AG en C10 et C14 avec le génotype ddaibll a été montré sur des cellules HeLa
une colocalisation entre les enzymes Stearoyl Cégauirase 1 (SCD1) et DGAT2 (Mah
al., 2006). On peut faire I'hnypothese que cette cdisation puisse également exister dans le
tissu mammaire et que les acylCoA désaturés p8CR1 servent directement de substrat a
'enzyme DGATZ2, expliquant ainsi 'augmentation d&S a chaine longue et insaturée avec
le génotypdDGAT1« faible ».

-178 -



Chapitre 3

Ce génotype se caractérise également par des gtobrds plus petits. Or, les globules
gras sont des structures composées de triglycéeidedés de deux couches membranaires
(pour revue Couvreur & Hurtaud, 2007). A quantg@lé de matiére grasse, plus les globules
gras sont petits, plus la surface membranairengsbiitante. Or nous n'avons pas observé de
différence en terme de quantité de matiere grass@tge entre les deux géenotypESATY,
ce qui suggere qu'il puisse étre nécessaire deupmdiavantage de membrane avec le
génotype « faible ». Avec ce génotype, les genésifignt les enzymes phosphatidylcholine-
retinol O-acyltransférase (LRAT) et phosphatidyéetblamine N-methyltransférase (PEMT)
qui participent a la synthése des phospholipidesniongnaires (Bellet al, 1981), sont
significativement surexprimés. Les diacylglycératcumulés dans le tissu des animaux de
génotype «faible » pourraient servir a la synthéke phospholipides membranaires

nécessaires a la sécrétion des globules gras s@eglite taille.

Au-dela d’'une modification de la spécificité de suktrat de 'enzyme DGAT1 par
la mutation K232A (Schenninket al, 2007), le changement significatif de compositicen
AG du lait s’expliquerait par 'emprunt de voies alternatives du métabolisme du
diacylglycérol dans le tissu mammaire, telles queal synthése des triglycérides par
d’autres enzymes que DGAT1 et la synthese des phbstipides membranaires qui
constituent environ 3% des lipides du lait. On s’aendrait avec le génotype « faible » a
une augmentation de la teneur du lait en phospholides, hypothése que nous n’avons

pas eu la possibilité de vérifier.

[11.3.4.3. La mutation K232A au locus DGAT1 modifie
I'activité métaboligue du tissu mammaire par une
augmentation de sensibilité du tissu a l'insuline

L’analyse transcriptomique révéle une augmentatiten I'expression des genes
participant au métabolisme des glucides et a lthege des lipides du lait avec le génotype
« faible » au locudDGATL1 De plus, 'ACP sur les genes differemment expsnahtre
génotypes montre que le géene spécifiant le CIDESErdnine le plus les animaux selon le
génotype au locuBGATL1 Ce géne est surexprimé avec le génotype « faiblghez des
souris obéses insulino-résistantes, il y a unerdition de 50% des transcrits provenant du
gene CIDEA, par comparaison aux souris non-obéses (Nordsebral, 2005). La perte

d’efficacité (Grisartet al, 2004) et le changement de spécificité de sub&ctenninket al,
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2007) de I'enzyme DGAT1 induit par la mutation K232augmenterait la sensibilité des
tissus mammaires a l'insuline chez les individusgéeotype « faible » comme cela a été
montré chez des souris déficientes en enzyme DGE&hi&net al, 2002).

Cette hypothese se vérifie par la surexpressioec de génotype « faible », de
plusieurs génes dont I'expression dépend de l'insuiels que les génes spécifiant DGAT2
(Meegallaet al, 2002) et I'adiponectine (Chest al, 2003).

La surexpression de I'adiponectine chez les indizide génotype faible apparaitrait
comme un élément clé dans le mécanisme daugmemtale la sensibilité des tissus
mammaires a l'insuline. Chez des souris normaleffags avec du tissu adipeux de souris
invalidées pour le genBGAT], une augmentation de la sensibilité a linsulinee da la
sécrétion de facteurs tels que I'adiponectine @mabipocytes greffés, a été observée (€hen
al., 2003). Cela signifie donc que la présence d’atdptine en quantité plus importante dans
les tissus mammaires des vaches de génotype e fafimurrait expliquer la sensibilité accrue
de ce tissu a l'insuline.

Par ailleurs, il a été montré chez la souris quigmentation de la teneur en
adiponectine du sérum est corrélée a une plus grarmabilisation des réserves corporelles
(Yamauchi et al, 2001). Ceci pourrait étre valable aussi chez Vashes de génotype
« faible » pour lesquelles la teneur des AG lortgasaturés augmente dans le lait. Ces AG
auraient pour origine la mobilisation des réseoaporelles de I'animal.

De plus, les tissus mammaires des individus detgpacx faible » sur-expriment des
genes de la synthese du lactoS&( LALBA, de la captation, de la synthése, du transport et
de la sécrétion des lipides du la¥36, LPL, ACACA, FABP3, FABP4, GPAM, AGPATS,
ADFP, BTN1Al, ABCQ2et de la synthése et de la sécrétion des pratéindait CSN1S1,
CSN1S2, LALBA Les souris invalidées pour le geB&AT1 montrent une augmentation de
la dépense énergétique et du métabolisme glucid{§ugth et al, 2000). Dans le tissu
mammaire, le métabolisme glucidique serait égal¢miéecté et détourné vers la synthése de
lactose, en réponse a une sensibilité accrue slassta I'insuline, expliquant 'augmentation
de la quantité de lactose et donc de lait séché¢z tes individus de génotype « faible ».
Schennink (communication personnelle) confirme tiatale la mutation K232A au locus
DGAT1sur la quantité de lactose sécrétée, dans leddens augmentation avec le génotype

« faible ».

Les individus de génotype « faible » présenteraientine sensibilité accrue a

linsuline qui se manifesterait par la surexpressio des genes spécifiant le CIDEA,
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'adiponectine et les protéines intervenant dans laynthese et la sécrétion du lactose, des

lipides et des protéines du lait.

[11.3.5. Conclusion

La mutation K232A au locuDGAT1 situé sur le chromosome BTA14 entraine une
modification de composition en AG des laits ver® weneur plus élevée en AG longs et
insaturés chez les individus de génotype « fail@&/GC, A232). Cette modification aurait
pour effet d'induire une réorientation des voiessginthése des lipides du lait (triglycérides et
lipides membranaires). La tendance a l'augmentatiea quantités de lait et de lactose
sécrétées observée chez les individus de génotyfable» s’expliquerait par une
surexpression des genes spécifiques de la voigrdbese du lactose, représentative d’'une
sensibilité accrue des tissus mammaires a linsuli@ette hypothése reste a valider en
opérant des analyses complémentaires sur ces,tigsusau niveau transcriptionnel, en
mesurant par PCRq I'expression de genes sensilties@ine (CIDEA, DGATZ2 ADIPOQ),
gu'au niveau protéique, en comparant les deux gpeetDGAT1 par électrophorése
bidimensionnelle différentielle multiplexée (2D-DER

Les limites de cette expérience résident danstéefaffectif en animaux du dispositif,
ce qui a rendu impossible I'observation d'un ligrire la mutation K232A et la quantité des
différentes protéines majeures du lait, alors quaport avait été établi entre le TP et le
QTL au BTA14 (Boicharcet al, 2003). Par ailleurs, la mise en relation entseedennées
phénotypiques et les profils d’expression des gerest avérée peu concluante puisque la
discrimination des individus selon leur génotypexpliquait par tous les genes entrés dans le
systeme, alors que nous attendions une liste plisite au seuil fixé. Il serait intéressant de
trouver d’autres méthodes pour I'intégration deyge de données telles que la méthode de
sélection de données (« Partial Least Square egres, PLS) développées par Lé Cao (Lé
Caoet al, 2008).
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L’émergence de nouvelles technologies a haut-aghitu concept d’analyse globale
(ou intégrée) pour progresser dans la compréhensidonctionnement des tissus mammaires
(approche transcriptomique et protéomique) et deesiets sur la composition fine du lait
(AG et protéines), modifie assez profondément laigra d’aborder I'étude de I'organisation
et du fonctionnement des organismes et donc desgoirdes actions de recherche. En effet,
les approches exploratoires, basées sur |'utilipaties disciplines en « omiques », génere un
ensemble de données qui une fois analysé, pernpeisde de nouvelles hypothéses quant a la
compréhension des mécanismes biologiques qui sogemt, aux niveaux moléculaires et
cellulaires, la synthese et la sécrétion du lait.

Par ailleurs, la demande sociétale, avec I'appari’'un consommateur de plus en
plus soucieux de sa santé et de l'origine des piodw’il achéte et consomme, change la
facon de penser et de gérer les filieres. Dandliéaef laitiere, il devient indispensable de
comprendre les mécanismes de mise en place endgolinement de la glande mammaire,
afin de déterminer les leviers qui permettront delifter et/ou d’adapter la composition du

lait.

Les travaux auxquels j'ai participé, dans le cattrana these, prennent en compte ce
contexte et ces nouveaux enjeux, qu’il s’agisseprhgramme relatif a la différentiation
terminale des tissus mammaires caprins au coursadgestation (manuscrit 1) ou du
programme « Genomilk Fat », financé par 'ANR Genmeah et les partenaires professionnels
(Apis-gene), dont I'objectif est d’étudier I'effde polymorphismes génétiques (lo€SN1S1
chez la chévre et lociBGAT1chez la vache), de l'alimentation et de l'intel@actentre ces
deux facteurs, sur le fonctionnement de la glan@nmaire et sur la composition et les
caractéristiques des structures supramoléculaitedad (globules gras et micelles de

caséines).

Ces travaux de these se caractérisent par la gidindesité du matériel biologique
disponible et mis en oeuvre. En effet, nous avangpns le cadre du projet caprin, étudier 5
stades de développement dont le début de la gestatet dans le cadre du programme

« Genomilk Fat », comparer deux génotypes oppobkésndzygotes pour deux alleles
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différents) au locu®GAT], responsables de phénotypes contrastés, en mad&er8 et de
profils en AG.

Pour obtenir le maximum d’information sur ce ma€biologique, nous nous sommes
attaché a produire, avec les outils disponiblessaldes profils d’expression génique au
moyen de puces a ADN. Les résultats majeurs issuesl travaux de these sont avant tout la
production de 2 ensembles de données, dont I'amalyartielle, a permis une avancée
significative dans la compréhension des mécanisimdsgiques qui se mettent en place dans
la glande mammaire pendant la gestation, chez @arehet des voies métabolique qui sont
affectés par le polymorphisme au lodD&ATL, chez la vache. En second lieu, les travaux
réalisés dans le cadre de cette thése m’ont pefamsorcer une réflexion sur la technologie
des puces a ADN.

Réflexion sur la technologie des puces a ADN

Avec I'évolution des technologies et le développetrBoutils nouveaux, nous avons
été amenés a utiliser 3 types de puces a ADN dentsbndes (oligonucléotides) ont été
déposées (spottées) ou synthétiseesitu. Par ailleurs, le matériel et les équipements anis
disposition sur la plateforme PIiCT de I'lnra de yem-Josas, ou les expériences ont été
réalisées, a également évolué, ce qui m’a permtsster différents protocoles de marquage,
d’hybridation, différentes procédures d’acquisitiiimage et de quantification des signaux.

Cette expérience m'a permis de mieux cerner leBculifes et les piéges de la
procédure expérimentale, de réaliser que cettentdopie était encore insuffisamment
stabilisée et devait étre adaptée, a chaque neuegpérience, au type et au lot de lames
utilisés. Cela a nécessité beaucoup d’effort ebriBgation et une grande partie du travail a
été consacrée a l'adaptation des protocoles expataux au type de support et aux
equipements disponibles.

Ainsi, ma premiére expérience de transcriptomiqué gvait pour objet la
comparaison « début de gestations» « lactation » (G46-L40) a été réalisée sur dexel
« spottées » sur la plateforme Biopuces de la G#aaope Toulouse-Midi Pyrénées et sur
lesquelles avait été déposés un set de 8 329 oldwtides synthétisés par la société Operon
complété par une série de 50 oligo représentatdsitant de genes exprimés dans le
tissu mammaire (numéro d’accession GEO GPL4594lie(Oét al, 2007). Ce premier
support a permis de comparer I'expression d’envi6od56 genes différents, ayant une

annotation acceptée par le logiciel d’interprétatiologique, IPA.
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L’étude de la différentiation terminale du tissunmmaaire caprin sur 5 stades de
développement s’est appuyée sur des lames 22K émvanoduites au CRB-GADIE de I'lnra
de Jouy-en-Josas, sur lesquelles avaient été speté sets de sondes oligonucléotidiques
« Operon » (8 329 ) et « Illlumina » (13 303). Qeetyle support, considérablement enrichi en
sondes pour atteindre un répertoire de plus deORleéments, par défaut d’annotation ne
permettait la comparaison des tissus que sur envifb000 génes différents ayant une
annotation acceptée par IPA (9 973 précisémerit386b du génome bovin).

Pour analyser l'effet de la mutation K232A au locD&ATL, sur lactivité
transcriptionnelle du tissu mammaire bovin, nousnawutilisé simultanément les lames 22K
bovines du CRB et les lames 4 x 44 K bovines comiaksées par la société Agilent
(Agilent Technologies). La combinaison des répegtide génes représentés sur ces deux
lames revenait a étudier I'expression d’envirorb®4 genes différents ayant une annotation

acceptée par IPA, soit environ 55% du génome bovin.

La diversité du matériel expérimental utilisé ouweatre pistes de réflexion
relativement a la technologie des puces a ADN aewteurs pour I'étude du transcriptome.

a) 'une des études conduites s’appuie sur desidations en systéme hétérologue,
c’est-a-dire que la cible complexe et les sondestté&ps provenaient de deux espéces
différentes (chévre sur bovin). Cette pratigue dassiquement utilisée lorsque peu de
données génomiques sont disponibles pour I'espckéé et lorsque les deux espéeces sont
phylogénétiquement proches et présentent une faméarité de séquence (Bar-@t al,
2007). Actuellement, les programmes de séquencagegénomes n’incluent pas encore le
génome caprin et le faible nombre de séquencesneapdisponibles dans les bases de
données, nous a conduit a utiliser des puces bmvirgevalidité de I'approche hétérologue :
hybridation d’ARN caprin sur lames bovines a éttmdétrée par (Ollier, 2007), dans le cadre
de sa thése (Université d’Auvergne, Clermont-FetrBnou I'hybridation croisée de tissus
mammaires caprin et bovin en lactation sur des $almavines (Operon) a montré une
corrélation de 93% entre les tissus des deux espéce

b) L'utilisation de différentes puces a ADN et d#eatents matériels de laboratoire au
cours de ces trois années de thése est le reflae dvolution et d’'une amélioration de la
technologie des puces a ADN. L’hybridation des lameéOperon » en chambre manuelle a
impliqué une grande intervention du manipulateorsatjue le protocole expérimental utilisé
avec les lames Agilent était tres automatisé, étintet reproductible. Le point central des

puces a ADN est donc une homogénéité du traiterdestlames, tant sur le protocole
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expérimental, que sur l'acquisition et la quandifion des images, dans le but d’obtenir des
résultats reproductibles d’un manipulateur a umeaut de réduire au maximum les biais liés
a la manipulation. Nous avons systématiquementre®sene meilleure comparaison des
lames entre elles avec les lames a sondes syegmtissitu (lames Agilent). La vérification
de la reproductibilité des résultats avec ces larpesnettrait de réduire les colts
expérimentaux en autorisant I'hybridation d’'unels@ondition par lame.

c) L'augmentation du nombre de genes étudiés ersanke fois a été permise par la
combinaison de différents sets oligonucléotidiqees une lame et la combinaison de
plusieurs lames dans une étude. Ainsi, le nombrgéaies différents analysés, ayant une
annotation acceptée par IPA, est passé de 6 655 g&ec la lame « Operon » a 14 567 génes
en combinant les lames « CRB » et « Agilent ». eCefbservation souligne la marge de
progression existante et la possibilité d’amélidreformation d’une puce d’expression par la
combinaison de différents répertoires.

d) L'utilisation de différents logiciels pour infeéter biologiguement les données
générées par la technique des puces a ADN redisieténtion d’annotations adaptées. Or,
'annotation des sondes présentes sur les lamfa#t separtir des séquences oligonucléotiques
70-mer (lames « Opéron » ou « CRB ») ou 60-mer dfarAgilent). Il est donc parfois
impossible d’obtenir une annotation précise deotads, en terme de géne, si le contig auquel
appartient la séquence n'a pas encore été assagiégane. C’est pour cette raison que le
nombre de genes ayant une annotation acceptéee pagitiel d’'interprétation biologique
IPA, est souvent bien inférieur au nombre de sowlifésrentes présentes sur la lame. Ainsi,
une amélioration de I'annotation des genes exprideés le tissu mammaire permettra de
perfectionner I'interprétation biologique des doaséroduites dans le cadre de cette these.
Le projet d’annotation des genes exprimés dangréifts états physiologiques du tissu
mammaire est I'un des objectifs de I'InternatiodMilk Genomics Consortium initié par la
« California Dairy Research Foundation» et [I'Ums®® de Californie Davis
(http://lactoknow.ucdavis.edy/ auquel contribuent, pour la France, l'lnra et dentre

National Interprofessionnel de 'lEconomie Laiti¢@NIEL).

Sur le plan conceptuel, les deux projets qui m'été confies m'ont permis de
découvrir la construction de plusieurs plans expéntaux et les différentes analyses
possibles des données issues d’'une expériencentnetitgeu la technologie des puces a ADN.
Deux types de plans expérimentaux ont été constiluin en boucle permettant d’effectuer

une analyse cinétique pour suivre les differentiepes du processus de différenciation
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terminale du tissu mammaire au cours de la gestaf@utre en comparaison deux a deux
confrontant les génes differemment exprimés eeptdebut de la gestation avec la lactation et
entre les deux génotypes au IoGSAT1 L'analyse des données a été effectuée grace a des
collaborations étroites avec des biostatisticieasldMR 518 d’AgroParisTech et de la
Station d’Amélioration Génétique des Animaux (SAGA)Inra de Toulouse, permettant la
conception de différentes méthodes d'analyse desinéls. Ainsi, la fonction
«normalisation» du package « anapuce » développée sous R pabért/a été adaptée aux
fichiers de quantification du logiciel « Feature tfagtion » (Agilent Technologies). La
fonction «verifdonnees a été crée afin de vérifier un fichier de dosngermalisées par la
fonction «normalisation». Les données normalisées et vérifiées ont ééysdes soit par
régression linéaire pour l'analyse cinétique, gmt analyse différentielle en utilisant la
fonction «DiffAnalysis» du package « anapuce » pour les comparaisons aeleux. Par
ailleurs, nous avons ordonné les génes selon i@ de leur signal, pour évaluer leur
niveau d’expression dans différents états physiglegs du tissu mammaire. De plus, les
génes dont I'expression variait entre plusieursdid@ns ont été soit regroupés en profil de
méme expression dans le cas de I'étude cinétiquieasalysés en ACP, afin de déterminer

ceux qui discriminaient le plus les deux génotygetocusDGATL

Pour l'interprétation biologique des données, nausns d’abord utilisé le logiciel
« DAVID » (Dennis et al, 2003), accessible gratuitement sur Internet s gai logiciel
« Ingenuity Pathway Analysis », accessible sousntie, mais proposant une plus grande
fonctionnalité dans I'analyse des données.

Mise a part les normes MIAME (« Minimum InformatioAbout a Microarray
Experiment ») pour la publication des données aepa ADN (Brazmat al, 2001), il n’y a
pas de regles établies pour 'analyse des donAédesi, 'analyse d'un ensemble de données
par différents laboratoires et méthodes n’aboyiaa forcément aux mémes conclusions en
terme de nombre de genes différemment expriméss Rantravail de thése, pour chaque
projet, differentes méthodes d’analyse ont été mx@htées. A chaque fois, les analyses
procuraient une hiérarchie comparable des geniEsatiiment exprimés. Il a donc été décidé,
pour la présentation du matériel et des résultts) utiliser que des outils accessibles par la

communauté scientifique (des fonctions publiéedspar exemple).
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Réseaux de genes modifiés lors de la difféerendateyminale de la glande mammaire
caprine

L’étude de la différenciation terminale de la glanchammaire caprine au moyen
d’'une analyse transcriptomique comparant cing stade développement (4 stades de
gestation et un stade de lactation) a été effectmédeux étapes. La premiere a consisté a
comparer directement deux stades supposés biokment trés différents : le début de la
gestation (46 jours de gestation) et la lactatood0 jours, ce qui correspond a un stade de
lactation bien établi (comparaison G46-L40). Laxdeme étape a comparé cing stades de
développement en une étude cinétique.

De la premiére analyse, il est ressorti une liggeggéines surexprimés dans la glande
mammaire en lactation et en début de gestationista sur la glande mammaire lactante
contient tous les génes déja identifies commeveta@ant dans la synthese des constituants du
lait, & savoir les genes spécifiant les lactopnat®i(les caséinesallactalbumine et Ig-
lactoglobuline) et les genes spécifiant les enzyeteles protéines de la synthése et de la
sécrétion des lipides du lait (leptine, stéaroyAQtesaturase, lipoprotéine lipase, « fatty acid
binding protein », glycérol-3-phosphate acyltrareté, butyrophiline, mucine 15 et « milk
fat globule-EGF factor 8 »). La liste sur la glandammaire caprine en début de gestation
(G46) contient des genes représentatifs du tissijowctif (collagéne et thymosine), des
cellules myoépithéliales (actine, myosine et kéetet de la CEM (caséifig, ce qui indique
gue méme en tout début de gestation, les tissies glande sont déja trés hétérogenes. Dans
cette étude, I'hypothese que les deux glandes c@epasont extrémement différentes a
également été validée, confirmant ainsi le planéerpental de la deuxieme étape de ce
travail, ou la comparaison des cing stades de dppement n’effectuait pas la comparaison
directe du début de la gestation (G46) avec lataxct (L40).

La deuxieme analyse de ce projet a tracé les prdfdxpression des génes sur cing
stades de développement, avec pour objectif dexmiemprendre les mécanismes et les
facteurs locaux participant a la différenciatiomntmale de la glande mammaire caprine.
Cette analyse a permis [lidentification de 1696nege dont I'expression varie
significativement entre les cing stades comparés. genes dont I'expression diminue au
cours de la gestation et en lactation spécifierst pl@téines, telles que l'adiponectine et
PPARy, caractérisant les adipocytes. La surexpressiihet 110 jours de gestation des genes
de la réponse immunitaire innée et spécifique, &rsuiggérer que les tissus mammaires se
caractériseraient par un tissu immunitaire séctétlms facteurs d’attraction des cellules
immunitaires (macrophages) qui participent au etage des tissus, a savoir la destruction
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des adipocytes et la mise en place et le développerdes cellules épithéliales. La
différenciation ultime du tissu mammaire en tiséarétoire n'apparait qu’aprés la parturition,
et se caractérise, entre autres, par la surexpresis genes spécifiant les acteurs de la
synthese et de la sécrétion des lipides du lantérvention des génes spécifiant des protéines
de I'immunité innée dans le remodelage des tissasimaires caprins pendant la gestation
renforce I'hnypothese de Vorbaeht al, (2006) qui considere que la glande mammaire faurai
pour origine fonctionnelle le systeme immunitainmé et que la fonction premiére du lait
serait une fonction protectrice avant de remplie danction nutritionnelle. La lactation
pourrait, selon ces auteurs, trouver son originesdan processus qui partage un certain
nombre de voies de signalisation avec la réactiflarmmatoire. La premiere partie de la
gestation apparait cruciale dans le processus fiiéreticiation terminale de la glande
mammaire des ruminants, avec I'idée que le déckmeht de la différenciation aurait lieu en
tout début de gestation. Les genes de 'immunitéqgigeraient activement a ce processus de

différenciation.

Effet du polymorphisme au locus DGATL1 sur l'acéivites tissus mammaires bovins et les
caractéristiques du lait

L’étude sur I'effet du polymorphisme K232A au lodd&AT1sur les performances laitieres,
la composition et les caractéristiques des strastaupramoléculaires du lait (globules gras et
micelles de caseéines) et I'activité transcriptidiende la glande mammaire bovine, a révélée
un impact profond de cette mutation sur le métabwdi des tissus mammaires.

Ces résultats ont été obtenus a partir d’'un dipcestpérimental bien défini et
contrélé, dans lequel tous les animaux étaient kggaies pour la mutation K232A, étaient
élevés dans une méme installation expérimentateyvagent le méme régime alimentaire et
étaient au méme stade de lactation au moment ddévpments. A chaque animal de
génotype GC/GC (A232), correspondait soit sa pleiaur, soit sa demi-sceur de génotype
AA/AA (K232), constituantin fine 6 couples de vaches. Les animaux étaient issua de
deuxieme génération d’'un croisement Prim’HolsteiNormand a l'origine du dispositif de
détection de QTL laitiers du Pin-au-Haras (Larrogual, 2003).

L’analyse des performances laitieres et de la caitipa du lait a confirmé I'effet de
la mutation K232A sur le taux butyreux (TB) et angposition en acides gras (AG) des laits.
A savoir une baisse significative du TB et des AGhaine moyenne et insaturés (C14:1 et

C16:1) et une augmentation des AG a chaine moyehrsaturée et longue et insaturée
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(C14:0, C18:Xisl], C18:1cisl12, C18:2 n-6 e€£18:3n-3) avec le variant A232. Les globules
gras étaient également plus petits avec ce variant.

Le faible effectif d'individus, n'a pas permis, dacette expérience, de mettre en
evidence une relation entre la mutation K232A stténeurs en protéines majeures, puisqu’il
était impossible de dissocier le génotype au lates protéines majeures du génotype au
locusDGAT1et que de nombreux facteurs affectent la quaddéiséprotéines majeures.

L’analyse du transcriptome a partir d’ARN extraiss biopsies de glande mammaire
a montré que les genes spécifiant les acteurs aes de synthese du lactose, des lipides et
des protéines étaient affectées par le polymorphis&82A dans le sens d’une surexpression
chez les individus de génotype GC/GC (A232). Cesenlations semblent indiquer que les
tissus mammaires de ces individus présenteraieat semsibilité accrue a une hormone
meétabolique : l'insuline. Cette augmentation desgslité a déja été observée dans le tissu
adipeux de souris invalidées (KO) pour le g8®AT1 (Chenet al, 2002). Ces résultats et
cette hypothése restent cependant a confirmer rs@ffactif d'animaux plus important et a
valider en analysant de facon plus précise I'exgioesde genes clés du métabolisme des
glucides et des acides gras, mais aussi des peet¢am favorisant la captation des acides

aminés).

Confirmation de l'importance de certains genes dendifférenciation et le fonctionnement
de la glande mammaire

Les études conduites sur la différenciation terfeina la glande mammaire caprine et
sur I'effet du polymorphisme au loci¥GAT1sur le fonctionnement de la glande mammaire
bovine ont permis de répertorier quelques genes ltxpression est naturellement affectée
par des changements de I'état physiologique diafedg mammaire.

L’enzyme DGATL1 est nécessaire au développement aloden la glande mammaire,
puisque son invalidation entraine une diminutionaerolifération des cellules épithéliales
dans les tissus mammaires murins (Casteal, 2004). Notre étude sur la différenciation
terminale des tissus mammaires caprins, a réevédeggene DGAT1 est exprimé tout au long
de la gestation avec une forte surexpression ¢atiac. De plus, la mutation K232A au locus
DGATlaffecte toutes les voies de synthese des consfitda lait dans les tissus mammaires
bovins, soulignant le role essentiel de I'enzymeééeopar ce géne dans le fonctionnement de
la cellule épithéliale, la production et la séa@tdu lait.

Notre étude sur les chevres confirme égalemenblie de la caséines; dans les

mécanismes de sécrétion des constituants du laieftet, 'expression du genéSN1S]1
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spécifiant la caséines; n'a été observée qu’en lactation, contrairement awtres genes
spécifiant les lactoprotéines majeures (notammestdutres caséines) dont certains sont
exprimeés de facgon significative a mi-gestationt€ebservation est en cohérence avec l'idée
gue les mécanismes de sécrétion des constituanksitdseraient actives uniqguement a la
parturition et dépendraient, pour ce qui conceesenticelles de caséines, de la présence de la
caséinaig:. (Chanatet al, 1999) avaient déja souligné I'importance de cedi&éine dans les
mécanismes de sécrétion des caséines. Par ailtkams, cette étude, la biosynthése et la
sécrétion des lipides du lait ne sont égalemenwvées qu'a la parturition. Ce travalil,
confirme donc le lien entre synthese et sécrétemlghides et des protéines du lait, lien déja
établi par I'étude du polymorphisme au locus caséiachez la chévre (Grosclaua al,
1994).

L’étude sur la mutation K232A décrit un doublemdatnombre de transcrits du gene
spécifiant la-lactalboumine avec le variant GC (A232), en liene@awne tendance a
laugmentation du taux de lactose et de la quanté&éactose sécrétée. Cette observation
renforce l'idée selon laquelle cette protéine quodifie l'activité de I'UDP-Galactosyl
transférase pour favoriser son activité lactoserage est un élément régulateur déterminant
de la quantité de lactose sécrétée dans le laisifiter, 1997).

Le géne spécifiant le transporteur moléculaire ABGE3t faiblement exprimé a mi-
gestation et fortement en lactation dans les tissusimaires caprins (données non publiées).
De plus, c’est un des genes qui discrimine le f@ugenotype au loculBGAT1chez la vache.
Or, une mutation au loculBCG2a été associée a une modification des taux presigt
butyreux et de la quantité de lait (Cohen-Zindeal, 2005; Olseret al, 2007). Au dela de
son role de transporteur et de protecteur contsexémobiotiques (Robegt al, 2009),
ABCG2 apparait, dans notre étude, comme un fa@Hactant les synthéses protéiques et

lipidiques dans la glande mammaire.

Perspectives

Le travail réalisé au cours de cette these n’estnguamorce dans la compréhension
des mécanismes de différenciation et de fonctioemérde la glande mammaire. Il a été
souligné I'implication de facteurs de I'immuniténigée dans la différenciation des tissus
mammaires caprins, et renforcé la notion de I'exise d’'un lien étroit entre les voies de
synthése des lipides, protéines et lactose daris$ées mammaires bovins.

Toutefois, I'approche utilisée ici est une appro@ssentiellement transcriptomique

qui étudie uniquement les transcrits dans un tissest-a-dire les ARN, caractérisant
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Discussion générale et conclusions

'expression du géne mais pas la fonctionnalitéaeuantité des protéines traduites. Il est
donc nécessaire de compléter cette approche paresaméthodes d’analyse des tissus, telles
gue la protéomique, la métabolomique ou la biologw@lulaire pour confirmer les
observations.

Par ailleurs, 'annotation des sondes présentemtesupuces a ADN est encore tres
partielle. Une avancée dans cette voie permettraitfiner I'analyse, de préciser et de
compléter certains réseaux de genes.

De la confrontation des résultats issus des deudeét auxquelles jai participé, il
ressort quelques géenes clés dont I'implication dardifférenciation et le fonctionnement de
la glande mammaire reste a approfondir. Il seraéressant de comparer les répertoires de
génes établis dans ce travail avec d'autres répestode geénes issus d’'analyses
transcriptomiques réalisées sur la glande mamnragies dans d’autres especes. Ceci pourrait
étre fait par l'intermédiaire de la base de donm@&ése en place par I'International Milk
Genomics Consortium, qui s’est notamment donnélgettif.

A la faveur de l'étude portant sur les effets dematation K232A de I'enzyme
DGATL, nous avons tenté de mettre en relation desiées de transcriptomique avec des
données phénotypiques (performances laitieres, asitqn et caractéristiques des structures
supramoléculaires du lait). Cet essai n'a pasatgdeiment probant, puisque gu’il utilisait une
technique « maison », a partir d'une liste de gémékectionnés (genes differemment
exprimés). Il est envisageable de renouveler I'eepée, en effectuant une analyse
discriminante utilisant des outils, non disponibless de notre étude, dédiés a la mise en
relation de données phénotypiques avec des domleégranscriptomique tel que le « sparse
PLS regression » (Lé Cast al, 2008).

L’'unité productrice du lait est la cellule épittad# mammaire. Or, cette cellule fonctionne
en lien étroit avec son environnement, le strortractire fibreuse conjonctive qui contient
des fibroblastes et d’autres types cellulaires. dreslyses transcriptomiques présentées ici ont
toutes porté sur le tissu mammaire, pris dansdaagté. Il serait intéressant d’analyser plus
précisément a quels types cellulaires se rappolsngenes dont I'expression est modulée
dans les difféerents états physiologiques étudigsci @ourrait étre réalisé en utilisant la
technologie de microdissection laser qui permes&ectionner, pour isoler et analyser, un
type cellulaire a partir d’'une coupe de tissu (EmisBeick et al, 1996). Une telle démarche a

déja été engagée dans I'équipe ou ce travail cethé&té réalisé.
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Annexes

Annexe 1 : Nomenclature des principaux acides gratu lait

Nomenclature Nom

Acides gras saturés

C4:0 Acide butyrique
C6:0 Acide caproique
C8:0 Acide caprylique
C10:0 Acide caprique
C12:.0 Acide laurique
C14:0 Acide myristique
C15:0 Acide pentadécanoique
C16:0 Acide palmitique
C17:.0 Acide margarique
C18:0 Acide stéarique
Acides gras monoinsaturés

C14:1 cis-9 Acide myristolégiue
C16:1 cis-9 Acide palmitoléique
C18:1 cis-9 Acide oléique
C18:1 trans-11 Acide vaccénique

Acides gras polyinsaturés

C18:2 cis-9, cis-12 Acide linoléique
C18:2 cis-9, trans-11 Acide ruménique
C18:3 cis-9, cis-12, cis-15  Acide linolénique
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Annexe 2 : Communications

Polymorphisme au locus DGAT1 et activité transcriptionnelle du tissu mammaire
bovin en lactation.*

Faucon, F. 23; K., Duhem %; J.C., Mocquot ?; P., Martin 8

Centre Interprofessionnel d’Economie Laitiére (CNIEL)

2Institut de I'Elevage, Paris

3Unité Génomique et Physiologie de la Lactation (GPL), Inra, Jouy-en-Josas

Diplomée de I'Ecole Nationale Supérieure AgronomigieeRennes (ENSAR), Félicie FAUCON est spéciale@®iologie Production et
Physico-Chimie du lait. Au cours de son cursus, @liéalisé deux stages de recherche :

- établissement de corrélation entre analyse sesilgoeit analyses physiques comprenant le dévelogpiediun plan expérimental appliqué
a l'analyse de la texture des fromages (Aula de Wuitod Lacteos a Lugo, Espagne)

- étude de I'impact des supplémentations lipidique$alimentation de la vache sur les propriétéssporchimiques de la matiére grasse
laitiere (MGL) et sur les paramétres zootechniquksté Mixte de Recherche sur la Production du UAIRA, St-Gilles, en collaboration
avec 'UMR Science et Technologie du Lait et de LOeNRA, Rennes)

Problématique :

Observation : baisse de Ia

onsommation du lait due a sa teneur

clevée en acides gras saturés (AG). I QTL affectant la quantité de MGL
onséquence sur I'économie de toute

la filiere laitiere

La recherche de QTL (Quantitative

rait Loci) sur Igs bovins laitiers a ), [ss4s2p
permis de découvrir dans la ¥ y
erminaison  centromérique  du!f¢teEt DOATL _“m BOPY gt

hromosome bovin 14, un géne ® (GenBank, GenelD 282609)

ffectant la quantité de MGL :
DGAT1 (Diacylglycerol Double substitution :

cyltransferase 1). La mutation AA  --GGCAGGTAAGAAGGCCAAC... —p .. Ala-Gly-Lys-Lys-Ala-Asn... =) Variant K
n GC entraine une baisse du taux
butyreux (TB)

Des études sur les chévresnt mis  Eigure 1 : QTL, mutation causale et dysfonctionnement d'une protéine, exemple du

n ewdgnce un lien Etroit entre cnromosome bovin 14 (Heyen et al., 1999; Kappes et al., 1999; Grisart et al., 2002; Spelman et al., 2002;
biosynthese, transport et sécrétion deSwinter et al., 2002 : Boichard et al., 2003)

micelles de caséines et des globules
ras du lait

...GGCAGGTGCGAAGGCCAAC... — .. Ala-Gly-Lys-Ala-Ala-Asn... T=pVariantA ¥ TB

Quelles sont les conséquences d'une double subdtitn au niveau de I'exon 8 du géne DGATL1 sur le fationnement de 14
cellule épithéliale mammaire (CEM) et sur I'organistion de la micelle de caséines et du globules gpas

fo) 0,

B L DGAT1 ° b

}—o{ ; o % R}—a—[o

o O CoAs —(R CoA-SH 0>_ =

1,2-diacylglycerol Triglycéride Moyens mis en ceuvre :

Figure 2 : l'enzyme DGAT1 catalyse I'étape - Animaux : Utilisation dutissu mammairede 6 vaches laitieres pleines sceurs
limitante de la synthese des triglycérides (Mayorek et en fin de lactation, de génotype contrasté au I@B#4T1. Ces vaches ont été
al., 1999 ; Kamoun et al., 2003) obtenues par transfert embryonnaire a partir desani issus du programme de

détection des QTL laitiers du Pin au Haras (croesgmtiolstein*Normande)

- Entranscriptomique : analyse des différentiels d’expression de la Ciglbn

le génotype grace a desices a ADN puis validation de ces différentiels par
PCRq

- En protéomique : analyse des différentiels d’expression de la CEMrsée
génotype paglectrophorése bidimensionnell{E2D) et/ouchromatographie
en phase liquide (HPLC), puis identification de ces différentiels rpa
spectrométrie de masse

* Cette thése s'insére dans le projet GenoMilkFat (ABE), soutenu financiérement par 'ANR et visant adéu I'impact des facteurs génétiques et
alimentaires sur les caractéristiqgues de la MGL etesuptopriétés techno-fonctionnelles des constituantsitigniicelles de caséines, globules gras,
lactosérum). Elle est réalisée dans I'unité GPL de-&miyosas en convention CIFRE avec I'Institut de I'&ggy

30-31 mai 2006

Institut National de la Recherche Agronomique

8¢me séminaire des thésards du département de Génétique Animale, Limoges, 30-31 mai 2006
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Genes impliqués dans le développement et la difféere  nciation

fonctionnelle de I'épithélium sécrétoire mammaire ¢ aprin

Y2Faucon, F., “Zalachas, E., °Robin, S. et *Martin, P.

! Institut de I'Elevage, Paris

2 Unité Génomique et Physiologie de la Lactation (GPL), Inra, Jouy-en-Josas

% Unité Mixte de Recherche 518 du département Mathématiques et Informatique Appliquées (MIA),

AgroParisTech, Paris

Le développement de I'épithélium sécrétoire mamenair sa différenciation fonctionnelle
s’opérent au cours de la gestation sous l'effet inén de stéroides ovariens, d’hormones
peptidigues hypophysaires et de facteurs de croissaSi I'effet de ces molécules est
(relativement) bien connu, I'effet de facteurs d&denciation exprimés localement reste, en
revanche, assez peu documenté. Des résultatseamsedbtenus a partir d'une comparaison
de profils transcriptionnels mammaires de chévaes0 et 110 jours de gestation (banques
SAGE, microarrays, RT-PCR quantitative en tempd),ré@mnt révélé un fort différentiel
d’expression du géne spécifiant la caséind'expression des caséines ayant été rapportée
chez plusieurs especes (rongeurs notamment) as deula gestation, ce résultat n’est pas
surprenant en soi. C'est d’avantage par le camdpécifique (caséine) et I'ampleur du
phénomene qu'’il est remarquable.

Pour apporter des éléments de réponse a cettevatiserune analyse transcriptomique
étendue a 5 stades physiologiques (4 stades detigasG45, G70, G90, G110 et lactation) a
été entreprise. Un plan d’expérience appropriééands en place pour réaliser un suivi
longitudinal des profils d’expression génique awrsode la différenciation du tissu
mammaire. Auparavant, la faisabilité de la démaixléé évaluée en comparant le stade le
plus précoce de la gestation (G45) a la lactati@n.comparaison de ces deux stades de
développement s’est faite sur trois "dye-swap" enfandant I'effet « individu » avec la
réplication technique, et en utlisant des lames Bsquelles a été spotté le set
d’oligonucléotides bovin Operon. L'analyse statjgg a fait apparaitre que sur le référentiel
de 8 379 genes spottés, 6 923 peuvent étre anagsdsambiguité (83%). Parmi les genes
exprimes, 4% le sont de fagcon équivalente danddas tissus. Apres correction statistique de
Benjamini-Hochberg, 299 genes ont été déclarésrdifiment exprimés entre le début de la
gestation (45 jours) et la lactation. L'interrogatides bases de données montre que le tissu en
gestation surexprime des genes correspondanttavitdaes cellules du tissu conjonctif. En
revanche, le tissu mammaire lactant surexprimaegdaes connus pour étre impliqués dans les
voies de biosynthése des protéines et des acidsslgriait.

Journées ABIES — 21 ,22 mars 2007
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Effets du polymorphisme au locus DGAT1 sur l'activié transcriptionnelle du tissu
mammaire bovin au cours de la lactation - Impact sula composition et sur la qualité
nutritionnelle des fractions protéiques et lipidiques du lait.

Résumé :

La filiere laitiere, secteur clé de I'industrie agalimentaire, est aujourd’hui confrontée a des
remises en questions majeures. Le lait et parfiiient sa fraction lipidique, du fait de sa
richesse en acides gras (AG) saturées (62 % du pmtalsdes acides gras du lait d'apres Precht
et al.,, 1999) supposés athérogenes lorsqu'ils sordonsommés (Legrand et al., 2001;
Bingham, 2002), est la cible dattaques répétéescatnait une désaffection des
consommateurs dont les répercussions économigquesausidérables. Pour remédier a cette
situation, la stratégie envisagée par les acteerl diliere est de développer une politique
d’acquisition systémique de connaissances suitletlaa matiere grasse de fagon a proposer
un ensemble cohérent d'outils qui permettront dxéela le profl en AG aux
recommandations nutritionnelles, en exploitant plesticité de composition obtenue sous
I'effet de facteurs génétiques et de certainesques d’élevage (alimentation, notamment),
qui peuvent éventuellement étre combinés.

L'étude approfondie de la synthése du lait dé@# mteractions mécanistiques fortes entre
voies de biosyntheése, d’assemblage et de sécrdi®rronstituants majeurs du lait (globules
gras et micelles de caséines, en particulier) (bftagt Keenan, 1998). Afin de mieux
comprendre ces interactions, le projet de these &igréciser I'impact de la mutation K232A
au locus DGAT1 affectant I'activité de I'enzyme sfi€e par ce gene sur la composition du
lait, au travers d’'une analyse fonctionnelle dsuimammaire.

Pour ce faire, le programme consistera d’abordreérg un corpus de données informatives
en procédant a une analyse expressionnelle (tiptmoe et protéome a partir des techniques
de puces a ADN, de PCR quantitative en temps t@békectrophorése) du tissu mammaire.
Cette étude s’inscrit dans le cadre d’'un programpine large (Geno Milk Fat) soutenu par
I'ANR.

1*" colloque Doc’J, Jouy-en-Josas, 22-23 mai 2006
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58" Annual Meeting of the European Association for Aninal Production, Dublin,
Ireland, 26-29 August 2007
Session 34, theatre 8, p.347 of the book 13.

Genes involved in development and functional diffemntiation of caprine mammary
secretory epithelium

F. Faucort?, E. Zalacha$, S. Robifiand P. Martirf , 'Institut Elevage, Paris, 75012,
France ,2Unité Génomique et Physiologie de la Lactation, A\NBouy en Josas, 78352,
France ,*Unité Mixte de Recherche 518, AgroParisTech, Pa#§05, France
Development of mammary secretory epithelium and its functional differentiation occur
during pregnancy under combined actions of ovarian steroids, pituitary hormones and
growth factors. If the effect of these molecules is relatively well known, effect of
differentiation factors expressed locally is not enough characterized. To understand
local regulation of mammary tissue development and differentiation we realized
transcriptional analysis on 5 physiological stages (4 during pregnancy and 1 during
lactation). An appropriate experimental design was drawn to follow gene expression
profiles during differentiation of mammary tissue. We first validated experimental
feasibility by comparing expression pattern of mammary tissue from the first
pregnancy (45 days) and from lactation stages. Using 3 goats per stage, this
comparison was done on 3 dye-swaps, utilizing oligoarrays. Statistical analysis
revealed that among the 8 379 genes spotted, 299 genes were differentially
expressed between pregnancy and lactation. Data bases examination confirmed that
genes controlling cellular activity of conjunctive tissue were over-expressed during
pregnancy while genes implicated in milk protein and fatty acid biosynthesis were
over-expressed during lactation.
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Différenciation fonctionnelle de I'épithélium sécrétoire manmaire caprin
Functional differentiation of caprine mammary secretory epihelium

FAUCON F. (1, 2), ZALACHAS E. (2, 4), ROBIN S. KBARTIN-

(1) Institut de I'Elevage, Paris

MAGNIETTE M.L. (3) et MARTIN P. (2, 4)

(2) Unité Génomique et Physiologie de la Lacta{@L), Inra, Jouy-en-Josas
(3) Unité Mixte de Recherche 518 du département Mattiques et Informatique Appliquées (MIA), AgroPaeshi, Paris
(4) Plateforme d’Instrumentation et de Compétent@mncriptomique (PICT), Inra, Jouy-en-Josas

INTRODUCTION

Le développement de I'épithélium sécrétoire mamenair
sa différenciation fonctionnelle s'operent au codses la
gestation sous I'effet combiné de stéroides ovayien
d’hormones hypophysaires et de facteurs de craissan
(Gilbert, 2006). Si I'effet de ces molécules esatigement
bien connu, I'effet de facteurs de différenciatexprimés
localement reste, en
(Henninghausen et Robinson, 1998). Pour progreizses

revanche, assez peu documentépar une forte expression a G70 est observé

2. RESULTATS

Quatre profils ont été obtenus (cf. tableau 1).prefil 1
contient des génes dont le signal est plus intan&&0 et
L40. Ce profil caractérise I'essentiel des protgide lait a
I'exception de la caséine beta (profil 2) et debleta-
lactoglobuline absente du répertoire. Le profilaBactérisé
poar un
quinzaine de protéines dont la lactoferrine ett@opontine.

la connaissance de ces mécanismes, une analyse due profil 4 correspond a un ensemble de geénes dont

trancriptome étendue a 5 stades physiologiques éa ét
entreprise.

1. MATERIEL ET METHODES
1.1. ANIMAUX

Un échantillon de tissu mammaire de douze chévres
gestantes (Alpine et Saanen) réparties sur quetdes de
gestation (45 jours, G45 ; 70 jours, G70 ; 90 jp®BS0 et
110 jours, G110) et de trois chévres primipare® jodrs

'expression s’accroit considérablement
lactation. Parmi ceux-ci on peut noter
significatif d’enzymes de la lipogenese.
Ces profils ont été validés par PCR quantitativetesnps
réel pour les protéines indiquées dans le tableau 1

pendant la
un nombre

Tableau 1Profil d'évolution de la quantité des transcritscaurs
du développement de la glande mammaire
N°

Graphe Geénes associés

de lactation (L40) a été prélevé aprés abattageutiesaux.

G46 G70 G90 G110 L4Q

Les tissus ont été immédiatement lavés dans ungicol
PBS avant d'étre congelés dans I'azote liquideoaservés
a -80°C.

Caséine alpha S1, caséine alpha S2,
alpha-lactalbumine, caséine kappa

V| A

1.2. TECHNIQUE DES PUCES A ADN

Les ARN totaux ont été extraits a partir des édlians de
tissu mammaire en utilisant le TRIzol Reagent ¢hogen
Life Technologies) puis traités a la DNase sur cp&s

Cleanup (Qiagen) afin d'éliminer 'ADN génomiquea L
quantité et la pureté des ARN extraits ont été e a
partir des mesures d'absorbance sur NanoDrop ND-100
(Nixor Biotech) a 260, 280 et 230 nm. Leur inté&frit été
vérifiée sur Bioanalyseur 2100 en utilisant leRNA 6000
nano LabChip (Agilent Technologies). Seuls les A&t

le RNA Integrity Numbe(RIN) était supérieur a 7 ont été
retenus. Les ARN totaux de chaque échantillon dsuti
mammaire (10pg) ont été rétro-transcrits et marques
des fluorochromes (cy3 et cy5, Amersham Biosciences
Europe) en utilisant le kit SuperSript Indirect cBN
Labeling System (Invitrogen Life Technologies) seles
instructions du fabricant. La quantité des ciblesquées et
purifiées et I'efficacité des marquages ont étéeméinées
apres mesure des absorbances a 260, 550 et 65Qanm.
qualité des marquages a été évaluée sur gel dsgar@%.
380ng de chaque cible marquée (correspondant a0 p
de cyanine) ont été hybridés sur 18 lames de seion un
plan expérimental en boucle (Kerr et Churchill, 200_es
sets d’'oligonucléotides bovin Illlumina et Operon été
déposés sur les microarrays utilisés (CRB, INRAnEe).

1.3. EXTRACTION ET ANALYSE DES DONNEES

Les lames ont été scannées a l'aide d’'un scanniemg
Les images ont été quantifiées avec le logicieltirea
Extraction (Agilent Technologies). A partir des dées
brutes extraites de I'analyse des huit premierese$a les
profils d’expression des genes des protéines detale la
lipogenése ont été tracés.

14°™Me3R, 5-6 décembre 2007, p.135

Caséine beta
2 / %\/
Lactoferrine, ostéopontine
3 // \
Acétyl-CoA carboxylase (ACC),
Adipophiline (ADRP), butyrophiline,
4 éé DGATL1, FABP, Stearoyl Coenzyme A
——

desaturase (SCD), lipoprotein lipase
(LPL), Fatty acid synthase (FAS)

3. DISCUSSION

La présence de transcrits de génes codant pour des
protéines du lait a 70 jours de gestation chezhevie
suggere que la cellule épithéliale mammaire a ratten
stade de différenciation suffisant pour synthétises
constituants du lait. Cette observation a déjdaité chez
la souris en gestation.

Par ailleurs, il a été observé dans le tissu manentaiprin
a 70 jours de gestation la présence de protéinefaitiu
(données non publiées). La différenciation s’étaitdionc
jusqu’au processus de traduction.

CONCLUSION

D'autres expériences en morphologie et en protéoeiq
sont actuellement en cours. Leurs résultats sartiligés
une fois 'ensemble des 18 lames analysées aftédager
une vision globale et intégrée de la différenciatitu tissu
mammaire chez la chévre gestante.

Gilbert, S.F., 2006 Development Biology, chap. 17
Hennighausen, L., Robinson, G.W., 199&enes Dev., 12, 449-
445

Kerr, M.K., Churchill, G.A., 2001 . Biostatistics, 2, 183-201
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EXPRESSION DE GENES DE L'IMMUNITE DANS LE TISSU MAM MAIRE CAPRIN GESTANT
FAUCON F.*?, REBOURS E.!, HELBLING J.-C.}, BEVILACQUA C.}, AUBERT J.®, MARTIN-MAGNIETTE
M.L.2, ROBIN S. % et MARTIN P.1

'Unité Génomique et Physiologie de la Lactation (GPL), équipe GEL-PICT, Inra, Jouy-en-Josas
%Institut de I'Elevage, Paris
3Unité Mixte de Recherche 518, AgroParisTech, Paris
felicie.faucon@jouy.inra.fr

INTRODUCTION

Le développement du tissu mammaire et sa
différenciation fonctionnelle s’opéerent au cours de la
gestation sous l'effet combiné de stéroides
ovariens, d’hormones hypophysaires et de facteurs
de croissance (Gilbert, 2006). Si l'effet de ces
molécules est relativement bien connu, I'effet de
facteurs de différenciation exprimés localement
reste, en revanche, assez peu documenté
(Henninghausen et Robinson, 1998). Pour
progresser dans la connaissance de ces
mécanismes, nous avons entrepris d'analyser le
transcriptome du tissu mammaire, a différents
stades de gestation et en lactation.

MATERIEL ET METHODES

Animaux
Des préléevements de tissu mammaire ont été
effectués, sur douze chévres gestantes a 4 stades
de gestation (46 jours, G46; 70 jours, G70; 90
jours, G90 et 110 jours, G110) et sur trois chevres
primipares, a 40 jours de lactation (L40). Les
échantillons de tissus prélevés ont été conservés a -
80C.

Analyse des profils d’expression
Les ARN totaux, extraits (TRIzol Reagent,
Invitrogen Life Technologies) ont été traités a la
DNase sur colonnes Cleanup (Qiagen). 10ug
d’ARNt ont été retro-transcrits et marqués (Cy3 et
Cy5, Amersham Biosciences Europe) selon le kit
Superscript™ Indirected cDNA labelling System
(Invitrogen Life Technologies). La quantité et la
qualité des ARNt et des cibles marquées ont été
controlées (NanoDrop ND-100, Nixor Biotech et
Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies). Les cibles
marquées (380ng) ont été hybridées par paires sur
lames (18) selon un plan expérimental en boucle
(Kerr & Churchill, 2001). Ces lames fournies par le
Centre de Ressources Biologiques GADIE (INRA,
Jouy-en-Josas), contenaient 22 000 sondes
géniques bovines. Les données extraites (scanner,
logiciel FeatureExtraction, Agilent Technologies) ont
été normalisées (Anapuce) puis analysées par
régression linéaire afin d’établir le profil d’expression
de chaque géne. Les génes de profil semblable ont
été regroupés (fonction KMC, logiciel TMeV) et les
fonctions biologiques des groupes identifiées a
l'aide du logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
(Ingenuity Systems)

PCR quantitative en temps réel
Les systemes spécifiques des génes analysés ont
été concgus avec le logiciel PrimerExpress (Applied
Biosystems) et les analyses (SYBR Green PCR

MasterMix) effectuées sur un appareil SDS 7900
Applied Biosystems.

RESULTATS

Trois profils ont été plus particulierement analysés
(Tableau 1). Le premier correspond a des génes
présentant un signal plus intense a G70 et G110 qui
interviennent dans la réponse immunitaire. Le profil
2, représente des génes plus exprimés en lactation
et participant au métabolisme lipidique. Le profil 3
correspond a des génes dont I'expression s’'accroit
sensiblement a G70 et L40. Ces genes codent des
protéines impliquées dans le métabolisme des
carbohydrates (dont le lactose).

Tableau 1 Evolution de la quantité des transcrits au cours du
développement et de la différenciation de la glande mammaire

N° | Profils Fonctions biologigues IPA

G46 G70 G90 G110 L40

Réponse immunitaire et immunité

2| LA

Métabolisme lipidique, transport
moléculaire

Métabolisme des carbohydrates et
des acides aminés

. s
DISCUSSION/CONCLUSION

L’expression des génes du métabolisme lipidique et
de la synthése du lactose en lactation confirme que
la différenciation totale du tissu mammaire
n’intervient qu'aprés la parturition, les génes de la
lipogenése et de la synthése du lactose ne
s'exprimant que dans le tissu mammaire en
lactation comme cela avait été décrits chez la souris
ou le lapin (Anderson et al., 2007). Cette étude met
en évidence la présence de transcrits spécifiant des
molécules impliqués dans la réponse immunitaire en
milieu de gestation. Cette observation suggére que
le tissu mammaire aurait déja acquis a cette étape
les propriétés d'un épithélium avec un systéme
immunitaire fonctionnel, tel que décrit par Sordillo et
Streicher en 2002. Ceci va dans le méme sens que
la constatation de transcrits des lactoprotéines dans
la glande mammaire de souris gestantes (Robinson
et al., 1995).

Ainsi, le tissu mammaire aurait atteint un certain
degré de différenciation en milieu de gestation.

Anderson, S.M., et al., 2007. Breast Cancer Res, 9, 204-218
Gilbert, S.F., 2006. Development Biology, chap. 17
Hennighausen, L., Robinson, G., 1998. Genes Dev., 12, 449-55
Kerr, M.K., Churchill, G.A., 2001. Biostatistics, 2, 183-201
Robinson, G.W. et al., 1995. Development, 121, 2079-2090
Sordillo, L.M., Streicher, K.L., 2002. J Mammary Gland Biol
Neoplasia, 7, 135-146

Journées Scientifiques du département de Généfigumeale INRA, Lacanau, 21-24 avril

2008, p.31
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Mammary tissue terminal differentiation into a functional epithelium that synthesizes
and secretes milk occurs during pregnancy under the combined effects of ovarian
steroids, pituitary peptide hormones and growth factors. Molecular mechanisms
underlying this complex process remain incompletely understood, especially for
ruminants. Although several mammary genes have been identified so far, it is likely
that locally expressed factors still have to be found. A time-course transcriptional
analysis, performed with microarrays, on 5 physiological stages (4 during pregnancy
and 1 during lactation) appeared as a valuable approach to get an overview of the
ruminant mammary gland differentiation process. Goats were chosen for this
analysis as they are small ruminant model economically acceptable. An appropriate
loop experimental design was drawn to follow gene expression profiles during
terminal differentiation of the mammary tissue. Using 3 nulliparous (pregnancy) or
primiparous (lactation) goats per stage, a comparison was done on 9 dye-swaps,
using 22K bovine oligoarrays (CRB-GADIE, INRA, France). Statistical analysis
revealed that 2 330 genes varied significantly at least once in the study. These
genes were divided into 19 clusters according to their expression profile.
Identification of biological functions revealed that general mechanisms well
described for mice can be applied to goats. As for example, the expression at mid-
pregnancy of genes encoding some milk proteins, the downfall after parturition of
genes involved in cell growth and proliferation and the increase in expression, with
lactation, of genes implicated in lipid metabolism. A remarkable observation, not
underlined so far in pregnant mice mammary tissue, was the identification of immune
system-related genes at mid-pregnancy, in the goat mammary tissue. This
observation suggests that the first half of pregnancy is crucial to obtain a healthy and
productive mammary gland and that a special breeding attention has to be paid
during this period. Indeed, mid-pregnant goat mammary tissue already express
genes encoding milk proteins as well as a large repertoire of immune-related genes
to ensure later on an effective mucosal protection.
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Effet du polymorphisme (AA/GC) au locusDGATL1 sur l'activité transcriptionnelle
du tissu mammaire bovin sur la composition du lait et sur les caractérisfues de:

globules gras et des micelles de caséines

FAUCON F. (1,2), REBOURS E. (1), BERNARD L. (URTAUD C. (4), MIRANDA G. (1), MENARD O. (5), DHORN
POLLET S. (1), BEVILACQUA C. (1), LARROQUE H. BALLARD Y. (7), LEROUX C. (3), MARTIN P

(1) INRA, UR1196 Génomique et Physiologie de ladtam, équipe GEL-PICT, F-78352 Jouy-en-Josas

(2) Institut de I'Elevage, F-75012 Paris
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(4)INRA, AgroCampus Ouest, UMR1080 Production du FaB5590 Saint-Gilles

(5)INRA, AgroCampus Ouest, UMR1253 Science et teopieadiu lait et de I'ceuf, F-35042 Rennes

(6) INRA, UR337 Station de génétique quantitathvappliquée, F-78352 Jouy-en-Josas

(7) INRA, UE326 Unité expérimentale du Pin-au-Haf@$1310 Exmes

RESUME

La recherche de QTL laitiers bovins affectant laiéna grasse laitiére (MGL) a conduit & 'identéfton dun polymorphism
(AA vs GC) au niveau du géne spécifiant I'enzymadylglycérol Acyltransferase 1 (DGAT1) impliquéendd'étape ultim
et limitante de la synthese des triglycérides, @piposent majoritairement (97%) la MGLe @olymorphisme modifie
séquence en acides aminés de la protéine (K23ZAjut entraine une réduction de la vitesse maxindalda réactio
catalysée par DGAT1 et donc de son efficacité. &lobjectif était d'étudier I'effet de ce polymorphie: d'une part sur |
composition et les caractéristiques des structsmpsamoléculaires du lait (globules gras et misetle caséines), et d'at
part sur le transcriptome de la région sécrétricgissu mammaire. Pour cela, 7 couples de vaclitégrds pleinesceurs o
demi-sceurs (méme pére) et de génotypes opposésoziigotes AA/AA et GC/GC) au lociBGAT1ont été choisis au s¢
du dispositif de détection de QTL laitiers (croismnHolstein x Normande) mis en place sur l'instidin expérinentale d
Pin-au-Haras. La taille et la composition des glebgras et des micelles de caséines des laitétéranalysée Une étud
transcriptomique a été réalisée a partir des ARiUto extraits de biopsies de tissu mammaire etitigbrsur des laat
bovines 22K produites par le CRB de Jouy-en-Josdeslames bovines 4x44K d'Agilent Technologie'sinalyse des lai
confirme une diminution du taux butyreux (TB) etntre une réduction de la taildes globules gras pour les individus
génotype GC/GC (A232), associé & un TB failea composition en acides gras des laits varies dansens d’ur
augmentation de I'acide myristique (C14 :0) et degles gras longs et insaturés (C18 :1 et @p&hez des individt
homozygotes pour l'alléle GC (A232). L'analyse sariptomique a mis en évidence 1 4f#hes difféeremment exprimés el
les deux génotypes au locD&SATL Ces genes sont principalement impliqués dansdes du métabolisme glucidique
lipidique.

Effect of the polymorphism (AA/GC) occurring at the DGAT1 locus on the
transcriptional activity of the bovine mammary tissue, on the milk content and on thi

milk fat globules and casein micelles characterists

FAUCON F. (1,2), REBOURS E. (1), BERNARD L. (3)RAWUD C. (4), MIRANDA G. (! MENARD O. (5), DHORNE-
POLLET S. (1), BEVILACQUA C. (1), LARROQUE H. BALLARD Y. (7), LEROUX C. (3), MARTIN P

(1) INRA, UR1196 Génomique et Physiologie de ladtam, équipe GEL-PICT, F-78352 Jouy-en-Josas

(2) Institut de I'Elevage, F-75012 Paris

SUMMARY

Bovine milk QTL research revealed a polymorphisni(¥s GC) in the gene encoding the Diacylglyceroyk@ansferase
(DGAT1) enzyme. This enzyme catalyzes the ultimatel limiting step of the triacylglyceride (TAG) dhesiswhich
represent the major milk fat fraction (97%). Thislymorphism modifies the amino acid sequence efglotein (K232A
which affects the maximum velocity (Vmax) and tlificceency of the enzyme. The aim of this work wasstudy the effect
the K232A polymorphism on (i) the milkomposition and milk fat globule and casein micealearacteristics, (i) tt
transcriptome of the mammary tissue. Seven paioads dull-sib or half sib (same fathewith opposite and homozygc
genotype at the loclBGAT1were chosen from the milk QTL herd reared in apeexnental farm at Le Pin-adaras (INRA
France). Milk samples were analysed for fat globatel casein micelle size and composition. Transmmr study wa
performed on total RNA extracted from mammary biepsnd hybridized on 22K bovine slides produce@RB in Jouy-en-
Josas (INRA, France) and 4x44K bovine slides frogileht Technologies. Milk fat content and tfa¢ globule size decreas
whereas myristic (C14:0) as well as long and umaggd fatty acid (C18:1 and C20:1) content incrddee individuals o
genotype GC/GC A232 at tHBGAT1locus. From the transciptomic analysis, 1 496 gema® shown to beifferentially
expressed between the two DGAT1 genotypes. Thassgee mainly involved in glucose and lipid metsibo pathways.

INTRODUCTION excessive (Bingham, 2002)’enzyme qui catalyse I'éta
La filiere laitiere connait actuellement une phastque en ultime et limitante de la synthése des triglycésidest I;
partie due a la baisse de consommation du lait dida Diacylglycérol Acyltransferase 1. Il a été montigez la
teneur élevée en acides gras saturés de sa mgtaEsse souris que l'invalidation du géne spécifiant cegtezyme
(Matiére Grasse Laitiere, MGL), essentiellementstitinée conduit & une absence totale de production lai{®neith e
de triglycérides (97%). Les acides gras saturésitéta al., 2000). Chez les bovins laitiers, le lodDEATL es
reconnus athérogenes lorsqu’ils sont consommeésgtmn f localisé dans la terminaisaentromérique du chromoso

15°Me3R, 3-4 décembre 2008
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14 (BTA14) ou un QTL affectant la quantité de laig

MGL produite et la concentration de MGL a été ditec

(Coppieters et al.,, 1998 ; Boichard et al., 200Bx
différence de quantité de MGL produite, mais égalende

taux butyreux (TB), entre individus est pour partie

expliquée par la substitution de deux nucléotidesassifs

(AA — GC) localisée dans le huitieme exon du géne

DGAT1 et conduisant aux deux formes alléliqgues 8oeg
les plus répandues (Grisart et al.,, 2002). Cettabldo
mutation induit une substitution Lysine/Alanine usition
232 de la chaine peptidique (K232A) de la proté&joea
pour effet de modifier la vitesse maximale de l\ane
(Grisart et al., 2004) et laffinité pour son subst
expliquant pour partie le changement de composiéon

majeures et la taille des micelles de caséineténé\é@luée
sur un échantillon de lait de la traite du soires
performances zootechnicaiet les mesures sur les laits,
été analysées statistiquement (analyse de variaer
utilisant la fonctiorlme (modele linéaire mixtedlu packag
«nlme » du logiciel R. Le modéld'analyse de varian
était :

y=gen + lact + gen x lactPére+ e,

Avec

y : variable quantitative étudiée ;

« gen » : effet fixe du polymorphisme au lo@GAT1;

« lact » : effet fixe du stade de lactation ;

Pére: effet aléatoire du pere ;

« gen X lact » : interaction entre I'effet « geat¥effet

«lact » ;
e : résiduelle du modele.

acides gras (AG) du lait observé par Schennink let a
(2007).
Notre objectif étaitd’'une part de valider l'effet de cette

double mutation au locu®GATL sur les performances  1.3. ANALYSE TRANSCRIPTOMIQUE

laitiéres et sur la composition en acides gras audes
animaux choisis a partir du dispositif mis en placePin-
au-Haras (croisement Holstein x Normande, Larrceja.,
2003) et d'autre part d’en étudier l'effet sur kille des
globules gras, des micelles de caséines et sutivitéc
transcriptionnelle du tissu mammaire, afin de mieasner
les voies métaboliques affectées par ce polymanmhis

Pour plus de clarté, le génotype AA/AA (K232) acus

DGATI sera appelé génotype « fort » (pour le critere &B)

le génotype GC/GC (A232), génotype « faible ».

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. ANIMAUX

Quatorze vaches laitieres homozygotes au IdeGAT1

issues de trois peres différents ont été sélectiemmau sein
du dispositif de détection de QTL laitiers du Pintdaras.

A chaque vache de génotype homozygote fort (AA/AA)

Une biopsie mammaire a été réalisée aprés ane:
locale de la mamelle, suivant la méthode de Faral.
(1996). Les ARN totaux (ARNt), extraits des biog
(TRIzol Reagent, Invitrogen, Life Technoleg) ont ét
traités a la DNase sur colonnes Cleanup (Qiagegj
ARNt (1 pg) ont été retrtranscrits, puis marqués (Cy<
Cy5) au moyen du kit Low RNA Linear AmplificatioKit
PLUS, Two-Color (Agilent Echnologies). La quantité et
qualité des ARNtedes cibles marquées ont été contr¢
(NanoDrop ND100, Nixor Biotech et Bioanalyzer 21!
Agilent Technologies). Les cibles marquées ont ibmsi¢
hybridées, par couple de vaches (cf. §1.1.), ersthap su
lames commerciales Agilent bovines 4 x 44K (885
déposéset sur lames bovines 22K produites par le C

de Ressources Biologiques (CRB)-GADIE (INRA, Jouy-

en-Josas) a raison de 2,7 qud déposés par cible. 1
données extraites (scanner, logiciel Feature BEitrg

locusDGAT1était associé, soit sa pleine sceur (n=4), soit sa Agilent Technologies) ontété normalisées (foncti
demi-sceur (méme pére, n=3) de génotype homozygote normalisation package « anapuce », logiciel . RApres

faible (GC/GC) , pour constituar fine 7 couples de vaches

de génotypes opposés. En 2007, année au courguidiéa

fut mis en place le protocole a I'INRA de Theix

(Installations Expérimentales de 'URH), deux caspde
vaches étaient en”¥ lactation (L3), deux couples efi"2
lactation (L2) et trois couples en®l lactation (L1).
L'originalité de ce dispositif par rapport aux ébsd

précédemment réalisées sur la mutation K232A ausloc

vérification de leur cohérence, les deux jeux dende:
issus des deux types de lames ont été regroupg
d’obtenir un nouveau jeux de données comparablae
« super lame » contenant 43 061 cibles (soi@9b gene
différents possédant un identifiant Ingenuity). @rivea
jeux a été vérifiépuis analysé par analyse différenti
(DiffAnalysis « anapuce, R) en regroupant les génes
méme variance (Delmar et al.,&) et en corrigeant |

DGATI réside dans le fait que les vaches d'un méme faux positifs par la méthode de Benjamini et Hoch
couple étaient de méme stade de lactation, étaient (1995). Les fonctions métaboliques associées stia di¢

homozygotes et de génotype opposé au I@BATL se

trouvaient dans le méme élevage et recevaient lmemé

régime alimentaire au moment des prélévements.

1.2. MESURES PHENOTYPIQUES
A 230 jours (z 20 jours), les performances laiticont été
mesurées sur une semaine, alors que les animaenarent

ad libitumun régime de type hivernal a base d’ensilage de

mais. Les variables mesurées étaient : la produtditere

journaliere (lait en kg/j), les taux butyreux (TB) et

protéique (TP) et la teneur en lactose (TL en g/ka)
quantité de cellules dans le lait (en millier/nd),poids de
'animal (en kg). A partir de ces valeurs mesuréaient
calculées les quantités de matiére grasse (MG x [BR),
protéique (MP = TP x lait) et de lactose (ML = Tlax en
g/j) secrétées. La composition du lait en acides @t la
taille des globules gras ont été mesurées sur hianétion
de lait de la traite du matin. La composition eptgines

15°Me3R, 3-4 décembre 2008

genes difféeremment exprimés entre les deux génstyr
locus DGATL1 ont été identifites a l'aide du logic
Ingenuity Pathway Analysis (IPA).

2. RESULTATS

2.1. EFFET DU POLYMORPHISME AU LOCUS
DGAT1 SUR LES PERFORMANCES LAITIERES ET
LES CARACTERISTIQUES PHYSICO- CHIMIQUES
DU LAIT

2.1.1. Réduction du TB et de la taille des globulggas
Le tableau 1 présente I'effet du polymorphismecaus
DGAT1sur les performances laitiéres et sur les
caractéristiques des laits. Les animaux de génotype

« faible » présentent un TB et une taille des diebgras
significativement plus faible que les animaux deaigpe
« fort » (-8,6 g/kg et -0,7 pmespectivement). Le génoty
au locusDGAT1n’a en revanche pas d’effet significatif sur
la production de lait, le TP, les matieres sécs(8tG et
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MP), le taux de cellules et sur la taille des niélde
caséines. De méme, ce polymorphisme n'a pas d'effet Tableau 2: Polymorphisme au locuBGAT1 et composition en
significatif sur la teneur en lactose et la quéntie lactose acides gras des laits

sécrétée ’(ML) malgre_ une tendance a une légeratéév Acide gras (%) AAJAA (K232) GCIGC (A232) P-value
avec le génotype « faible ».

C7:.0 0,05 0,04 P<0,05
Tableau 1 : Effets du génotype au locuBGAT1 sur les €140 12,91 13,87 P<0,05
performances zootechniques, la taille des globgles et des Cl4:1 1,20 1,01 P<0,001
micelles de caséines (ML : quantité de lactoseésee, MG : C15:0 1,56 1,40 P<0,1
matiere grasse, MP : matiére protéique, NS : effet significatif .
& 5%, TB : taux butyreux, TGG : taille globulesgyraL : teneur c16:1 c!59 1,55 120 P<0.05
en lactose, TMC : taille micelles de caséines, T&ix protéique, C18:1 cisll 0,47 0,56 P<0.1
* effet de I'interaction génotype x lactation) Ci8:lcisl2 0,17 0,22 P<0,1
AAJAA (K232)  GCIGC (A232)  P-value Cl81cisl6 0,03 0,04 P<0,1
lait (kgli) 163 189 NS C18:2 n-6 1,17 1,41 P<0,05
TB (g/kg) 50,9 42,3 P<0,01 C18:3 n-3 0,28 0,34 P<0,05
TP (g/kg) 34,4 32,8 NS* C20:1 cisl1 0,01 0,02 P<0,01
TL (gikg) 473 498 NS C20:2 n-6 0,02 0,03 P<0,1
Cellules (millerimi) - 266.1 2915 NS 2.1. EFFET DU POLYMORPHISME AU LOCUS
MG (a/) 8286 7895 NS” DGAT1 SUR L'ACTIVITE TRANSCRIPTIONNELLE
MP (9/) 563.2 6159 NS* DU TISSU MAMMAIRE
ML (g/) 7738 9329 NS En fixant le seuil de significativité & 10%, 1 96ibles sur
TGG (um) 5.0 43 P<0,01* 43 061 sont déclarées différemment exprimées dete
TMC (um) 164,2 1624 NS deux génotypes au locGAT1 Ces cibles correspondent
a 1496 genes différents ayant une annotation &beqgar
2.1.2. Modification de la composition en acides gsa IPA qui se répartissent en 698 génes sur-exprirhd9e
Le tableau 2 présente la teneur en acides gradsiteé, g génes sous-exprimés pour le génotype « faible BBeres
pour 100 g des acides gras totaux) pour lesquetfet’du principales voies métaboliques affectées par le
polymorphisme au locuDGAT1 est significatif (seuil de  polymorphisme au locuBGAT1sont le « métabolisme des
significativité fixé a 10%). La teneur en C7:0, 41, lipides » (124 génes) et la «biochimie des petites
C15:0 et C16 :Xis9 des individus de génotype « faible » molécules » (168 génes). A partir de la synthésBideaz
est significativement inférieure a celle des indids de et Loor (2008), une sélection des génes les pluinpats
génotype « fort ». En revanche, avec le génotyfzebie » de ces deux voies a été effectuée et est présaniée
la teneur est plus élevée en C14 :0, en C18 mommlgt figure 1.

insaturés et en C20 mono et poly-insaturés.
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Figure 1: Effet du polymorphisme au locus DGAT1 sur I'exgsi®n dans le tissu mammaire des génes des voemttese du lactose et
des lipides du lait. (ACACA : acétyl-CoA carboxyasACBP : acyl-CoA binding protein, ACSL : I'acyle@ synthétase chaine longue,
ACSS : I'acyl-CoA synthétase chaine courte, ADFRipophiline, AG : acides gras, AGPATS6 : acylglyale3-phosphate acyltransférase,
BTN1Al: butyrophilline, B4GALT4: galactosyl traiésase, CM: chylomicron, DG : diacylgycérol, DGATdiacylglycerol
acyltransferase, FABP : fatty acid binding protét#\S : fatty acid synthétase, GG : globule gras, :Gffycérol kinase, GL : gouttelette
lipidique, Glutl : transporteur de glucose, GPAMIycerol-3-phosphate acyltransférase, LALBA : akphietalbumine, MFGES : milk fat
globule-EGF factor 8, MG : monoacylglycérol, TGiglycérides, VLDL : Very Low Density Lipoproteity/S : vésicule de sécrétiomslac :
alpha-lactalbumine).

15°Me3R, 3-4 décembre 2008
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Les genes spécifiant les protéines de captatiordest

transport des acides gras longs telles que la fgiéme

lipase (LPL), CD36, et la fatty acid binding praotei

(FABP3) sont sur-exprimés chez les individus deogéye

« faible ». 1l en va de méme pour les genes spdtifi

'acétyl CoA carboxylase (ACACA) qui intervient damfa

synthésede novodes acides gras, la glycerol-3-phosphate

acyltransférase (GPAM) et
acyltransférase (AGPAT6) qui
synthése du diacylglycérol.
lactalbumine (LALBA), la protéine nécessaire ayathése
du lactose est également sur-exprimé chez lesithdivde
génotype « faible » qui en revanche sous-expriniest
génes spécifiant DGAT1 et
(BAGALTA4).

interviennent dans

3. DISCUSSION

Le géne spécifiant- I

I'acylglycerol-3-phospghat

la

la glucosyltransférase

L'allele DGAT1 «faible » (A232) est associé a une

diminution des acides gras a chaines courtes eemm@g
(C4 a C12) et une augmentation des acides gragiaezh
longues et insaturés (>C18), ce qui va dans le gess
résultats publiés récemment par nos collegues arétais
(Schennink et al., 2007). Les acides gras a chair®onée

supérieure a 16 atomes de carbone sont essengellem

d'origine alimentaire (ou viennent du tissu adipelors
d’'un bilan énergétique négatif) alors que les axigas a
chaine courte et moyenne sont synthétéEsovodans la
cellule épithéliale mammaire (Chilliard et al., 200La
sur-expression pour les animaux de génotype «faildes
genes de la LPL, le CD36 et la FABP3 qui facilitdat
captation et le transport des acides gras a chafigee (de
C16 a C22) corrobore les résultats enregistrésaiera de
composition en acides gras des laits (Bernard.e2@08).

La sous-expression du gene DGATL pour les individieis

génotype « faible » est en revanche observée paur |

premiére fois. Elle renforcerait l'effet de la miba
K232A rendue responsable d'une perte de I'effiéacie
'enzyme qui catalyse I'étape limitante de la sy des

triglycérides  favorisant  ainsi  I'accumulation  de
diacylglycérols, ce qui permettrait la synthéseraecde
phospholipides membranaires (Bell et al.,, 1981). La

diminution de la taille des globules gras pour ématype
« faible » et donc I'augmentation de la surface im@maire
secrétée avec le globule gras va dans le sens tdlla
hypothése. Par ailleurs, I'absence d’effet sigaiffc du
génotype sur la matiere grasse laitiere s’expligauele fait

que l'augmentation de la production laitiere avers |
« faible » compenserait &eff

individus de génotype
significatif observé sur la baisse du taux butyreGette
augmentation est a rapprocher de la sur-expresisiagene
spécifiant la protéine nécessaire a la voie dehgget du
lactose (LALBA). Cette observation est en accordcales
travaux menés chez la souris sur linvalidation gine
DGAT1 qui montrent que la perturbation de la sys¢éhdes
triglycérides s'accompagne d’'une augmentation de

'adipocyte (Chen, 2006). Ces éléments suggerest lqu
glucose non utilisé pour la synthése des triglgiasridu lait
pourrait servir au métabolisme glucidique qui
principalement la voie de synthése du lactose tatissu
mammaire.

La validation des différentiels d’expression de ta@ies
génes est en cours (PCRq) au laboratoire.

15°Me3R, 3-4 décembre 2008

CONCLUSIONS

Notre étude a permis de confirmgue le polymorphisn
affectant le locuDGAT1 analysé icimodifie la teneur d
lait en matiére grasse et de mettre en évidencd
perturbe le fonctionnement du tissu mammeaas un sel
qui pourrait ralentirla synthése des triglycérides tout
favorisant celle duactose. Il semble que la matiere gri
des laits des animaux homozygotes pour l'allelaikié »
(GC, A232) contient plus dacides gras d'orig
alimentaire ou adipeuse (C18-C20). Ainsi,scanimau
pourraient répondre davantage aux Vvariations
I'alimentation ou bien mobiliser davantage leurs rése
corporelles. Ces hypothéses vont pouvoir étre iéésf
prochainement a la faveur dexpérimentation menée d:
le cadre du programme « Genomilk Batjui combiner
I'analyse des effets du génotype et du régime alfaiee.

Les travaux présentés ici font partie intégrante
programme « Genomilk Fat» dmancé par [I'ANF
(Genanimal) et Api§sene. Le projet a également regu
support finacier du Ministéere de I'’Agriculture (CAS DAI
Les auteurs souhaitent remercier le personnel dets
expérimentales INRA du Pin-ddaras et de Theix pour
soin apporté aux animaux et l'organisation des th
prélevements, Didier Goidin de la sociétAgilent
Technologies pour les conseils techniques lors
l'utilisation des lames 4x44K bovines dé personnel ¢
CRB GADIE de [I'INRA de Jouy-elwsas pour |
production et la fourniture des lames oligoarrag2K
bovines. Nos remerciement s’adressent aussi a Gégure
Mocquot, Pierrekouis Gastinel et Sophie Mattalia
I'Institut de I'Elevage pour linitialisation et lesuivi de I
collaboration INRAMstitut de I'Elevage dans le doma
de la génomique fonctionnelle, a Joélle Leonil,n3kauis
Peyraud, Yves Chilliard et Didier Boichard de I'INRA
leur participation active au programme « Genonfitit ».
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Annexe 3 : Analyse des puces a ADN

Analyse des lames de verre aprés quantification avde logiciel
Feature Extraction (Agilent Technologies)

Ce document a pour objectif de rendre plus fa&iealyse des données issues du logiciel de
quantification Feature Extraction développé et cammalisé par Agilent Technologies. La
partie analyse différentielle répond seulement @uastion comparaison du transcriptome
d’'une condition A avec le transcriptome d’une cdindi B. Pour toute autre question ou plan
expérimental, il faut consulter un biostatisticien.

1. Installation de R et Tinn-R sur un ordinateur
1.1. Tinn-R

Logiciel de programmation. Les programmes s’entegji$ sous la forme « fichier.r ». C’est
dans Tinn-R que I'on peut créer, ouvrir, modifienyegistrer et lancer des programmes. C’est
un éditeur de code en langage S gratuit.

Le téléchargement de Tinn-R peut se faire a partdo lien suivant:
http://www.sciviews.org/Tinn-R/

Pour Windows, la derniére version a téléchargérassre sur le lien suivant :
https://sourceforge.net/projects/tinn-r

12.R

Logiciel de calcul libre utilisant le langage SrtSseaucoup pour les analyses statistiques et
graphiques.

Les fichiers pour installer R sont disponibles kusite Comprehensive R Archive Network
(CRAN).

http://cran.r-project.org/

Pour installer R sous Windows, suivez les instongisuivantes :
- Sous le CRAN, cliquer sur Windows

9 The Comprehensive R Archive Network - Mozilla Firefox AEE
Fichier Edition  Affichage Historique  Marques-pages  Outls 7

€ - o \‘Q—i ‘_?_“ :_(f:i http:!';'c.ran‘r'urcpect.m:g_f x| B !'Ql-fﬁcmw
B Débuter avec Firsfox 54 A laune

The Comprehensive R Archive HNetwork

Frequently used pages

Download and Install R
Precompiled binary distributions of the base system and contributed packages, Windows and Mac users most lkely want ong of
CRAH
these versions of R
Ldirrors
What's new? B
Task Views ¢ MacOS X
Search + Windows
About R .
R Homepage Sour PEREEREs;: 211 Platforms
Softirare Windows and Mac users most likely want the precompiled binaries listed in the upper box, not the source code. The sources have
R Sources to be compiled before you can use them. If you do not know what this means, you probably do not want to do 1!
B Binaries . .
Piekanss ¢ The latest release (2008-04-22): E-2.7 0 tar gz (read what's new in the latest wersiomn)
Cther o Sources of R alpha and beta releases {daily snapshots, created only in time periods before a planned release)
D tati .
T\;:',::: aen ¢ Daily snapshots of current patched and development versions are available here. Please read about new features and bug

- Puis cliquer sur « Base » (installation des packalgebase de R)
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3 The Comprehensive R Archive Network - Mozilla Firefox AEE
Fichier Edition  Affichage  Historiqus  Marque-pages  Oubls 2 ;

<\_|' - - ,éj i?_'. L_@ httpjjcran.-project orgl ] -l_;\ "]_Q-f'é CRAN |

4 Débuter avec Firefox 54 A la une
R for Windows

This directory contains binaties for a base distribution and packages to nm on 1386264 Windows.

Note: CRAMN does not have Windows systems and cannot check these binaries for viruses. Use the normal precavtions with downloaded executables

CRAN
irrors

VWhat's new? base Binaries for base distribution (managed by Duncan Murdoch)
Task Views Ccontrib Binaries of contributed packages (managed by Uwe Ligges)
Search
Please do not submit binaries to CRAN. Package developers might want to contact Duncan Murdoch or Twe Ligges directly in case of questions / suggestions related

About R te Windows binaries
R Homepage

You may also want to read the R FAQ and B for Windows FAQ

Software

E Sources

E Binaries Last modified: April 4, 2004, by Friedrich Letsch
Packages
Other

Documentation
IManuals
FAQs

- Puis cliquer sur le « .exe » qui permet de télegdraR sur votre ordinateur. Suivez les
instructions.

3 The Comprehensive R Archive Network - Mozilla Firefox AEE

Fichier Ediion  Affichage  Historiqus  Marque-pages  Oubls 2

<\j - - @-j if_“ i_ ferariprojettiong] ] -l_;\ @ -n cran &)
4P Débuter avec Firefox 5 A la une
R-2.7.0 for Windows

This directory contains 8 Windows binary distribution of R-2.7.0 (r45424)

Patches to this release are incorporated in the r-patched snapshot build
] A build of the development version (which will eventually become the next major release of B) is available in the r-devel snapshot build.
Mirrors g
Mnsw'f In this directory:
w READMER-27.0 Installation and other instructions

CHANGES New features of this Windows wersion.
Fuouk Mew features of all versions
R Homepage Setup program (about 31 megabytes). Please download this from a mirror near you,
Software Prewious releases.
B Sources md5sum output for the setup program. A Windows GUI wersion of md5sum is available at http/fwrwrw mdSsummer orgf,
B Bmanes a Windows command line wersion is available at http./iwww etree. org/mdScom html.
Packages
Qther Please see the B FAQ for general information about R and the B Windows FAQ for Windows-specific information, inchiding upgrade advice
;}'C“":fntau"" Note to webmasters: A stable link which will redirect to the current Windows binary release is
. <CRAN MIRROR>/bin'windows/bassfrelcase bim

Qs

TR ]

Pour plus de renseignements sur le fonctionnemesttdde R, ne pas hésiter a interroger
Google en tapant « R pour les débutants ». Debtvas documents francophones sont alors
accessibles et trés compréhensifs.

Pour faire fonctionner R et Tinn-R, il faut d’abavdvrir Tinn-R (soit en cliquant sur l'icbne
sur votre bureau, soit en ouvrant un fichier dwety@R, *.r, *.Q or *.q) puis ouvrir R a partir
de Tinn-R en suivant les instructions suivantes :

- cliquer sur R

- puis cliquer sur « start preferred Rgui »
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Fle Project Edit Format  Marks Insert Search Options Tools |R) View Window Web Help

2E = B9 ¢ g &f & ER Start preferred Roul Bl

- 5 Server (connections and tests)

28 RQ F

b | o e 2z 5 03 customize L
Canfigure L

% sendtoR k

»#  Controling R. L

Hotkeys of R (operational system)

Datahase 2

Une nouvelle fenétre appelée « R Console » doinatament s’ouvrir :

Bl Project Edit Format  Marks Insert Search  Options Tooks R Wew Window Web Help

O, Bl e  Qa%NDieEe 999 iehd; 2
- x|

@B arcs A OLE C =96

© RQ F

| Computer |
Praject.
F card
| Makup |
R explorer ‘
®6 |
2 | Glox =

| G Al

Fenétre Tin-R

| Computer |
~ Projest
Markup |
| Fead |
R explorer

®6
% | Globi ~

FIEY

Tinn-R hotkeys inactive

R est un logiciel libre livré sans AUCUNE GARANTIE.
Vous pouvez le redistribuer sous certaines conditions.
Tapez 'license()' ou 'licence()' pour plus de détails.

H est un projet collsboratif avec de nombreux contributeurs.
Tapez 'contributors()' pour plus d'information et
‘citation{)' pour la fagon de le citer dens les publications.

Tapez 'demo()' pour des démonstrations, ‘help()' pour 1'aide
en ligne ou 'help.start{)' pour obtenir 1'aide au format HTHL.

Tapez 'q()' pour quitter R.

= |

4 demarrer. ErEwmmm s @ 8 2 [Ushe. - & couri.

2. Normalisation

La normalisation des données dans ce cas consisteeenormalisation loess générale (Yang
et al., 2002) suivi d’'une correction de I'effet blpar une soustraction de la valeur médiane
d’'un bloc lorsqu’il y a une colonne bloc (fichieesilames type CRB).

Fenétre |

"Eizmic.. -

2.1.Lames de type CRB (avec un point gal)
2.1.1. Préparation du fichier «.gal » pour identifier §gots

Souvent le fichier gal utilisé pour la quantificati dans Feature Extraction est trés épuré.
Pendant la normalisation il est possible de rajodes informations sur les lignes qui se
trouveront dans le fichier issu de la normalisat®our cela il faut compléter le fichier gal qui

sert a la normalisation.
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En plus des colonnes qui nous intéressent, il fajduter une colonne « RefNumber »
comportant des chiffres de 1 au nombre de spols kdene. Cette colonne est comparable a la
colonne « FeatureNum » des fichiers quantifiéssiskulogiciel Feature Extraction.

S Microsoft Excel - lot_238_gal complet.txt B@@

S Fichier Edtion  Affichags Insertion  Formak Outls Données Fepstre 2 Tapez tion -8 X
I = W= N s NN e x4l gl e - @ il d0 cle r s EEEsE @y meR s n- oA
ERTE et By R W R | | (31 By i3 | ¥ Repondra enindiuant des modifications, . Termine la révisior., !
 masquer - B
Al - A ATF
A ] [ & [ D [ E [ E [ G | H [ 1 [ J [ K E [ m M [ o [ =

40 |Block3s= 012600, 42000, 120, 22, 200, 22, 200
41 |Block3s= 017100, 42000, 120, 22, 200, 22, 200
42 |Blocka7= 03800, 48500, 120, 22, 200, 22, 200
43 |Blockaf= 08100, 45500, 120, 22, 200, 22, 200
44 |Block3%= 012600, 46500, 120, 22, 200, 22, 200
45 |Blockd0= 017100, 46500, 120, 22, 200, 22, 200
45 |Blockd1= 03600, 51000, 120, 22, 200, 22, 200
47 |Block42= 08100, 51000, 120, 22, 200, 22, 200
48 |Blockd3= 012600, 51000, 120, 22, 200, 22, 200
43 |Blockd4= 017100,51000, 120, 22, 200, 22, 200
50 |Blockd5= 03800, 55500, 120, 22, 200, 22, 200
51 |Blockd5= 08100, 55500, 120, 22, 200, 22, 203
52 |Blockd7= 012600, 55500, 120, 22, 200, 2
53 |Blockdg= 017100, 55500, 120, 22, 20

54 |Block Calumn Row Reftlumber  Marg
| 56 | 1 1 1 1/Bt000g1111
| 96 | 1 2 1 2 BtO00Y 105
| 57 | 1 3 1 3 BIO00OWE?
| 58 | 1 4 1 4/ BO000 WA
59 | 1 ) 1 4 BtO0001853
B0 | 1 B 1 E Bt00001 67
 B1 1 % 1 7 | BtOD0O0 RS
52 | 1 ] 1 5§/ Bt00000R49
B3 | 1 9 1 31
B4 | 1 10 1 10/ Bt00000F 25
= 1 " 1 07
BB 1 12 1 12| BIODOR07 01
67 | 1 13 1 13 BIODRNINGEE3
=l 1 14 14 Bigfbonez7
| B9 1 15 15| GAIO000375
70 | 1 16 PLH00000369
1 17 1 17 | Bt00000351

ATTENTION : penser a enregistrer ce fichier gal slda méme dossier que les fichiers
quantifiés qui vont servir pour la normalisation.

2.1.2. Utilisation de la fonction normalisation

Pour la normalisation des lames type CRB (avecidiclgal), il faut ouvrir le fichier
normalisation_CRB.r dans Tinn-R.

Ce fichier a été crée a partir des fonctions Hiddefault, FileChoice et normalisation du
package anapuce développé et publié dans le Biactordhttp://www.bioconductor.ory/
par Julie Aubert (AgroParisTech). La fonction nolisaion a alors été adapté par Julie
Aubert aux lames du type celles du CRB.

- lancer la fonction en cliquant sur lI'icbne suivante
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& Tinn-R - [C:\Documents and Settings\FAUCON, F.PPAR079251\Wes documents\200B\Theselanalyse_microarraylnarmalisation CRB.r]
=] Ble  Project Edt Format Marks Insert Search Options Tools R Wiew Window Web Help -8 x

0| & g% isE= g = ha 20
R complex =] | >
- = sl [dEennsi0nE G 00w |RA S
o B1 | FileChoics d.A | fiterByDefault d R

errybefault’ <- &
function (fileIN, flagl, m, filver.fic = filter.fic, filter.var = filter.var,

Computer
Frojeet
Markup
A cad

R explorer

sep.read = sep.read, dec.read = dec.read, sep.write = sep.write,
dec.write = dec.write)
¢
options (warn = -1j
1f (!iz.null(filter.fiec)) {
VarcCible <- £ileIN[, match(filter.var, colnswes(£ileIN))]
aEnlever <- read.table(filter.fic, header = FALZE, sep = sep.read,
dec = dec.read) 2| A
ValiSuppr <- unlistiapply(aEnlever, MARGIN = 1, FUN = grep, _
x = as.vecrtor (Varcible) )
fileIN <- fileIM[-ValiSuppr, ]

2 | Glob: -

)
indexl <- numerie()
for (ii in 1:lengthiflagl)) {
tmpind <- which(fileIN$Flags == flagO[ii])
cat ("Total number of spots with flag", flagl[ii]l, ": ",
lengthitmpind), "n")
if (lengthiempind) != 0} {
fileflag <- fileIN[fileIN$Flags == f£lagd[ii], ]
fileIN <- fileIN[-tmpind, ]
write.table(fileflag, file = paste("ListFlag”, flagO[ii],
".txt", sep = ""), row.names = FALSE, append = TRUE,
sep = sep.urite, dec = dec.write)
¥
¥
options (warn = 0}
outz <- fileIN[, e(l:m)]
resultat <- list(fileIN, ouc2)
resultat
'

- Puis dans la fenétre de R Console (c'est celle ds!p taper la commande
normalisation.CRB(ATTENTION, ici ne changer que legtions que vous avez
besoin de changer, la liste des options ainsi ggi®dleurs par défaut sont ci dessous)
Liste des options de la fonction normalisation.G&Baleurs par défaut

fileIN : fichier quantifié a analyser. Par défaulNtJLL. Nous conseillons de ne rien changer
pour cette option car la fonction normalisation.CRBrmet la recherche des fichiers a
normaliser.

varl : signal rouge a prendre dans le fichier gti@nPar défaut « rMedianSignal »

var2 : signal vert a prendre dans le fichier quentPar défaut « gMedianSignal »

n : nombre de colonnes qui décrivent un spot. Btaud « 5 »

flag : types de flag a prendre en compte. Par défar(l :8) ». Pour la signification des

numéros de flag, se référer a la remarque ci dessou

graph : si vous voulez que la fonction génere daplges. Par défaut « TRUE »

sep.write : séparateur des tableaux générés. Rartdé\t »

sep.read : séparateur des tableaux lus. Par détaut

dec.write : décimale des tableaux générés. Pautdéfa»

dec.read : décimale des tableaux lus. Par défaut «

filter.function : fonction a appliquer avant de coencer la normalisation. Par défaut
« filterByDefaut »

filter.fic : argument de la fonction filter.functio Par défaut « NULL »

filter.var : argument de la fonction filter.funatioPar défaut « NULL »

file.gal : nom du fichier du point gal préparé commécrit au 2.1.1 de ce document. A
CHANGER IMPERATIVEMENT !!!

- Cliguer sur entrer

- Une fois la fonction lancée, une interface vous alede ou se trouvent les fichiers
quantifieés. Faire une recherche pour préciser.nfitie a ce que le fichier gal se
trouve au méme endroit que les fichiers quantifiés.
Ensuite il y a interrogation des fichiers que Isouhaite normaliser, mettre « y » (yes)
lorsque I'on veut normaliser le fichier, « n » (ho)sque I'on ne veut pas.

- Une question est ensuite posée concernant dodas fichiers qu’il faut analyser.

ATTENTION, l'ordre dans lequel les fichiers sonhis a toute son importance. Penser

a mettre les deux lames d’un méme dye-swap l'unesdfautre. Dans le cas de plusieurs
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répétitions biologiques ou d’un plan en référepemsez toujours a mettre la lame portant
la condition A (ou la référence) en rouge en prersiela lame portant la condition B
rouge (ou les conditions comparés a la référenoejl@uxiéme. L'ordre a vraiment
beaucoup d’'importance, cette étape nécessite baaude temps et d'avoir le plan
d’hybridation a porté de main.

Remarque : signification des numéros de Flags. . _
1* glsFeatNonUnifO Feature uniforme ou pas. Il est non uniforme quindruit des

2* rlsFeatNonUnifO pixels excede un seuil établit pour un featurearnie

3* glsFeatPopOL Population outlier ou pas. Lorsque son signalrdgtieur a un seuil
4* rIsFeatPopOL ou excede un seuil déterminés en utilisant une’'foterquartile

5* glsBgNonUnifOL A : .

6* rlsBgNonUnNifoL Méme chose mais pour le bruit de fond

7* gilsBGPopnOL

8* rlsBGPopnOL Méme chose mais pour le bruit de fond

2.2. Lames du type Agilent

Pour la normalisation des lames type lame Agileilt, faut ouvrir le fichier
normalisation_Agilent.r dans Tinn-R.

Ce fichier a été crée a partir des fonctions Htddefault, FileChoice et normalisation du
package anapuce développé et publié dans le Biactordhttp://www.bioconductor.ory/
par Julie Aubert (AgroParisTech). La fonction nolisaion a alors été adapté par Julie
Aubert aux lames du type celles d’Agilent.

- lancer la fonction en cliquant sur lI'icone suivante

& Tinn-R - [C:\Documents and Settings\FAUCON, F.PPAR079251\Wes documents\200B\Theselanalyse_microarraylnarmalisation CRB.r]
=] Ble  Project Edt Format Marks Insert Search Options Tools R Wiew Window Web Help -8 x

d 85 #@le g % haE2SOH

-z w1 r 9P A0 LS = JO9 R &

flo Bt | FileChoice d.R | fiterByDetaul.d R
rEyDefault’ <- =

function (fileIN, flagl, m, filver.fic = filter.fic, filter.var = filter.var, Es:!';:’

sep.read = sep.read, dec.read = dec.read, sep.write = sep.urite, Nt
dec.write = dec.write) -

; R card

R explorer

options (warn = -1j
1f (!iz.null(filter.fiec)) {
VarcCible <- £ileIN[, match(filter.var, colnswes(£ileIN))] o Do
aEnlever <- read.table(filter.fic, header = FALZE, sep = sep.read, e
dec = dec.read) 2| A
ValiSuppr <- unlistiapply(aEnlever, MARGIN = 1, FUN = grep, _
x = as.vecrtor (Varcible) )
fileIN <- fileIM[-ValiSuppr, ]
)
indexl <- numerie ()
for (ii in 1:length(flagd)) {
tmpind <- which(fileIN$§Flags == £lag0[ii])
cat ("Total nunber of spots with flag", flagd[ii], ": ",
lengthitmpind), ™n")
if (lengthitmpind) '= 0) {
fileflag <- fileIN[fileINjFlags == flagi[ii], ]
fileIN <- fileIN[-twpind, ]
write.teble(fileflay, file = paste ("ListFlag", flagO[ii],
" txt", sep = ""), row.nemes = FALSE, append = TRUE,
sep = sep.vrite, dec = dec.write)
¥
¥
oprtions (warn = 0}
outz <- fileIN[, c{l:m)]
resultat <- lisr(filelIN, out2)
resultat

- Puis dans la fenétre de R Console (c'est celle ds!p taper la commande
normalisation.Agilent(ATTENTION, ici ne changer qles options que vous avez
besoin de changer, la liste des options ainsi ggi®dleurs par défaut sont ci dessous).
Liste des options de la fonction normalisation.Agtlet valeurs par défaut

fileIN : fichier quantifié a analyser. Par défaulNtJLL. Nous conseillons de ne rien changer
pour cette option car la fonction normalisationlagt permet la recherche des fichiers a
normaliser.
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Red : signal rouge a prendre dans le fichier gti@anBar défaut « rMedianSignal »

Green : signal vert a prendre dans le fichier gti@nPar défaut « gMedianSignal »

n : nombre de colonnes qui décrivent un spot. Baaud « 14 »

flag : types de flag & prendre en compte. Par déae(l :8) ». Pour signification des
numeros, cf. remarque ci dessus.

graph : si vous voulez que la fonction génere daphgs. Par défaut « TRUE »

sep.write : séparateur des tableaux générés. Rartdé\t »

sep.read : séparateur des tableaux lus. Par défamt

dec.write : décimale des tableaux générés. Pautdéfa»

dec.read : décimale des tableaux lus. Par défaut «

filter.function : fonction a appliquer avant de aoencer la normalisation. Par défaut
« filterByDefaut »

filter.fic : argument de la fonction filter.functio Par défaut « NULL »

filter.var : argument de la fonction filter.funatioPar défaut « NULL »

quote.read : détermine les délimitations de teatesdes fichiers lus. Par défaut «"\"" »

- Cliguer sur entrer
- Une fois la fonction lancée, une interface vous alete ou se trouve les fichiers
quantifiés. Faire une recherche pour préciser.
Ensuite il y a interrogation des fichiers que Ispuhaite normaliser, mettre « y » (yes)
lorsque I'on veut normaliser le fichier, « n » (ho)sque I'on ne veut pas.
- Une question est ensuite posée concernant 'odeie fichiers qu'il faut analyser.
ATTENTION, l'ordre dans lequel les fichiers sonhtes a toute son importance. Penser
a mettre les deux lames d’'un méme dye-swap l'uneésdfautre. Dans le cas de plusieurs
répétitions biologiques ou d’un plan en référepemsez toujours a mettre la lame portant
la condition A (ou la référence) en rouge en prersiela lame portant la condition B
rouge (ou les conditions comparés a la référenoejl@uxiéme. L'ordre a vraiment
beaucoup d’'importance, cette étape nécessite baaude temps et d'avoir le plan
d’hybridation a porté de main.

2.3. Fichiers généreés par les fonctions normatisati

Les fonctions normalisation générent :

- Un fichier txt dans lequel se trouve plusieur®naes.

Les n premiéres colonnes correspondent au nomhreldenes descriptives du spot (a rentrer
dans les options au moment de I'application detetion).

Ensuite pour chaque lame i il y a 4 colonnes qeiuseedent :

Ai : log ratio moyen ou intensités moyennes A gdfCyanine 5]+ log[Cyanine 3]) / 2
M.normi : log du ratio rouge/vert M = log2(Cyanifg— log(Cyanine 3)

corLowessi : correction loess

corBlocki : correction par bloc (non existant ptes fichiers issus de normalisation.Agilent)

- Les M-A plots pour chaque lame représentant estisge la valeur A, en ordonnées la

valeur M.norm. La courbe Loess est aussi représeiiée doit étre la plus linéaire possible
aprées la normalisation.
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L AL M-A plot after the normalization step

3. Vérification de la cohérence du jeu de données
3.1. Verifdonnee

La vérification du jeu de données se fait en aplig la fonction verifdonnee au fichier
resNorm.txt issu des normalisations décrites sswkesL’'objectif de cette fonction est de
vérifier de fagcon rapide qu'il n'y a pas de grosseseurs dans le jeu de données (lames
rentrées dans le désordre, swaps qui n‘ont padidéomeés...) qui risqueraient d’affecter les
résultats des futures analyses. Cette fonctio® aételoppée entierement sous R par Félicie
FAUCON en début 2008.

Le conseil est de copier le fichier resNorm.txt glam dossier différent de celui de la
normalisation pour faire la vérification du jeudiennées.

Pour appliquer la fonction verifdonnee, la procédest simple.
- ouvrir le fichier verifdonnee.r dans Tinn-R.
- apres avoir lancé R, lancer la fonction verifdonaeeliquant sur l'icbne’ ®
de Tinn-R.
- se placer dans la fenétre R Console cliquer suniéficpuis sur Changer le répertoire
courant... et se placer dans le dossier ou se tileuuehier resNorm.txt a vérifier.
- Puis taper la commande verifdonnee(options a nesjlifi
Les options possibles pour cette fonctions sont :
FileIN : fichier de données a vérifier. Par défauesNorm.txt »
varl : log ratio. Par défaut « M.norm »
var2 : moyenne des log. Par défaut « A »
graph : si on veut que des graphes soient gerféaésléfaut « TRUE »
sep.read : séparateur des fichiers lus. Par défaut
n : nombre de colonnes descriptives du spot. Plauté 5 » (adapté a un fichier type lame
CRB)
nb.col.lame : nombre de colonnes présentes dafishier resNorm.txt corespondant a 1
lame. Par défaut « 4 ». C’est adapté a un ficlyipe tame CRB. Pour le fichier type lame
Agilent il faut mettre 3 (car pas de colonne codBipour les lames).
sep.write : séparateur de création de tableauwéfaut « \t »

Les fichiers générés par cette fonction sont :
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- 1 fichier pdf par dye-swap « graphcorlamei » éspntant la répartition des log ratio entre
deux lames d'un méme dye-swap. Le mieux est que cépartition soit la plus linéaire
possible et descendante.

lame 4
lame 2
[
L

T T T T T T
-4 -3 -2 = 0 1 2 -4 -2 0 2 4 6

- un fichier pdf « complame » qui compare toutes lanes du fichier resNorm.txt. Il faut
vérifier que toutes les lames soient bien centséeszéro et que deux lames successives (les
deux lames d’'un méme dye-swap) aient a peu pme&iee profil.

comparaison des lames apres normalisation

[0}

0

i ;
Centrage des lames sur zg==—> . | == ;

T T T T T T T T
M.norm1 M.norm3 M.norm5 M.norm7

-2

_Hhﬂmmo .
m_m_nooom

L
7]

-4
|

- un fichier « corlamenorm.txt » contenant les Gorints de corrélation (r) de chaque lame
avec toutes les autres lames du projet. Il vauurigue le coefficient de corrélation entre
deux lames d’'un méme dye-swap soit le plus prodssiple de -1 (les lames sont alors bien
reversées). Lorsque ceci n'est pas le cas (lamet3lans le tableau suivant), cela peut venir
de différentes choses a vérifier :

les lames n’ont pas été quantifiées correctement,

les lames n’ont pas été rentrées dans le bon atdneoment de la normalisation,

un des marquages sur l'une des lames n’a pas éometj

les deux conditions hybridées sur ces lames sesifptioches, dans ce cas les points du
graphe « graphcorlamei » doivent étre centréséar, z

bien d’autres explications a chercher dans le gedahnées.
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M.norml1 M.norm2 M.norm3 M.norm4 M.norm5 M.norm6 M.norm7 M.norm8
M.norm1l| 1,000 -0,699 0,329 -0,069 0,663 -0,529 0,381 -0,318
M.norm2| -0,699 1,000 -0,096 0,408 -0,476 0,675 -0,205 0,487
M.norm3| 0,329 -0,096 1,000 -0,164 0,315 -0,150 0,444 -0,012
M.norm4| -0,069 0,408 [JEGG4M 1000 -0,144 0360 0,109 0,329
M.norm5| 0,663 -0,476 0,315 -0,144 1,000 -0,709 0,253 -0,158
M.norm6| -0,529 0,675 -0,150 0,360 -0,709 1,000 -0,074 0,326
M.norm7| 0,381 -0,205 0,444 0,109 0,253 -0,074 1,000 -0,625
M.norm8| -0,318 0,487 -0,012 0,329 -0,158 0,326 -0,625 1,000

- un fichier « corsignal.txt » contenant les caméfints de corrélation (r) de chaque signal avec
tous les autres signaux. Pour calculer ces coeffiisj la fonction crée un tableau (fichier
« intsignal.txt ») qui contient les signaux roug&ert normalisés pour chaque lame.
Dans une manipulation de puce a ADN, il y a 3 effagjoritaires : I'effet condition que I'on
cherche a évaluer par la manipulation, I'effet eoulque I'on corrige en effectuant un dye
swap et I'effet lame qu’il est difficile d’évaluer.
Le fichier « corsignal.txt » permet d’expliquer @@nes choses dans le jeu de données mais
les explications dépendront grandement du plankditigtion choisi.

Dans le cas d'un plan d’hybridation avec dye-swihgst possible de vérifier que
I'effet fluorochrome ne masque pas l'effet conditi®®our cela, il faut veérifier que le signal
rouge d’'une lame ait bien le plus fort coefficielat corrélation avec le signal vert de I'autre
lame du méme dye-swap (dans un dye-swap, la conditiest rouge sur la premiére lame du
dye-swap et verte sur la deuxieme lame du dye-swapgue logiquement le dye-swap
correspond a l'inversion des fluorochromes).

IntRed.norm1 IntGreen.norml IntRed.norm2 IntGreen.norm2 IntRed.norm3 IntGreen.norm3 IntRed.norm4 IntGreen.norm4

IntRed.norm1 1

IntGreen.norm1 0,966
IntRed.norm2 0,961
IntGreen.norm2 0,986
IntRed.norm3 0,964
IntGreen.norm3 0,954
IntRed.norm4 0,938
IntGreen.norm4 0,945

0,966 0,961 0,986 0,964 0,954 0,938 0,945
1 0,986 0,969 0,98 0,983 0,972 0,976
0,986 1 0,973 0,988 0,984 0,981 0,978
0,969 0,973 1 0,972 0,964 0,949 0,958
0,98 0,988 0,972 1 0,989 0,983 0,987
0,983 0,984 0,964 0,989 1 0,983 0,984
0,972 0,981 0,949 0,983 0,983 1 0,991
0,976 0,978 0,958 0,984 0,991 1

Dans cet exemple, il est évident qu’il y a un péoié pour les lames 3 et 4.

Dans le cas d'un plan expérimental avec référeng&me condition hybridées sur
plusieurs lames), il est possible d’évaluer I'efeehe. En effet, la référence dans une couleur
donnée sur une lame doit avoir un coefficient deétation élevé avec les autres lames ou
elle se trouve dans la méme couleur.

3.2. Recherche des identifiants de points « bigafreselecpoint

Cette fonction permet de sélectionner sur un grajgleepoint des points « bizarres » puis de
récupérer la liste de ces points.

Elle a été écrite en se servant des données iseus normalisation du package anapuce
(fichier resNorm.txt) en utilisant le graphe congrdrles log-ratio des 2 lames d’'un méme
dye-swap. Mais cette fonction peut s’adapter atdesutypes de données, il suffit d’adapter
les options. Cette fonction a été développée amiént sous R par Félicie FAUCON en
début 2008.

- 229 -



Annexes

Le conseil est de copier le fichier resNorm.txti@tichier dont vous voulez tracer les graphes
et sélectionner les points dans un dossier diffédencelui de la normalisation et de la
vérification du jeu de données.

Pour appliquer la fonction selectpoint, la procédest :

- ouvrir le fichier selectpoint.r dans Tinn-R.

- apres avoir lancé R, lancer la fonction selectpemtliquant sur l'icbne! =

de Tinn-R.
- se placer dans la fenétre R Console cliquer sumdticpuis sur Changer le répertoire
courant... et se placer dans le dossier ou se tieui@hier que vous voulez traiter.

- Puis taper la commande selectpoint(options a nesglifi
Les options possibles pour cette fonctions sont :
FileIN : fichier de données contenant les varialbhesc lesquelles les graphes vont étre tracés.
Par défaut « resNorm.txt »
varl : variable avec laquelle les graphes vonttéees. Par défaut « M.norm »
var2 : pas utile a priori. Par défaut « A »
graph : si on veut que des graphes soient gerféaésléfaut « TRUE »
sep.read : séparateur des fichiers lus. Par défaut
n : nombre de colonnes descriptives du spots. &faut« 5 » (adapté a un fichier type lame
CRB)
nb.col.lame : nombre de colonnes présentes dafishier resNorm.txt corespondant a 1
lame. Par défaut « 4 ». C’est adapté a un ficlyipe tame CRB. Pour le fichier type lame
Agilent il faut mettre 3 (car pas de colonne codBipour les lames).
sep.write : séparateur de création de tableauwdéfaut « \t »
xcorinfh
ycorinfh
xcorsuph
ycorsuph
ycorsuph > Chiffres a rentrer selon le graph«~dessou
xcorinfv
ycorinfv
Xcorsupv
ycorsupv
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0o
% o, ycorsup

lame 2
0
|

XCOrsupv
xcorinfh

| Xcorsupl

lame 1

Les fichiers générés par cette fonction sont pbagae dye-swap i :

- un fichier « spotverticaux i.txt » qui donneisté des spots colorés en rouge sur le graphe

- un fichier « spothorizontaux i.txt » qui donnditde des spots colorés en bleu sur le graphe
- un fichier « spotaberrant i.txt » qui donne lacaténation des deux listes précédentes

- un fichier « graphcorpointlamei.pdf » qui doneegraphe des corrélations avec en couleur
les spots correspondants au deux listes précédentes

4. Analyse différentielle (fonction DiffAnalysis du pieage anapuce)
L’analyse différentielle s’applique pour obtenitdiste des génes differemment exprimés entre
deux conditions. Sur la plateforme PICT, elle €ettie a partir du fichier resNorm.txt issu de
la normalisation des données en utilisant la fomctDiffAnalysis du package anapuce
développé sous R par J. Aubert.

4.1. Teléchargement du package anapuce
Apres avoir ouvert une fenétre R Console, tapecd@smandes suivantes :
source("http://bioconductor.org/bioclLite.R') %Permet de se connecter au serveur
bi ocLi t e("anapuce") %Téléchargement du package anapuce

4.2. La fonction DiffAnalysis
Cette fonction permet d'effectuer une analyse difiéielle sur des données normalisées et
appareillées (lame 2 couleurs) en utilisant difiéee modélisation de la variance. Le résultat
est des listes de genes differemment exprimés afdtx conditions et calculés selon

différents tests de comparaison multiple.

Pour appliquer la fonction DiffAnalysis :
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- enregistrer le fichier resNorm.txt dans unveau dossier

- se mettre dans le fenétre R Console

- puis changer le répertoire de travail en cliquamt Bichier, puis sur Changer le

répertoire courant... et se placer dans le dossieseadiouve le fichier resNorm.txt a
traiter

- taper la commande library(anapuce) pour chargead&age anapuce

- taper la commande DiffAnalysis(options a modifier)
Les options disponibles pour cette fonction sont :
fileIN : fichier de données a analyser. Par détargsNorm.txt »
n : nombre de colonnes descriptives du spot. Fautlé 3 »
ind.array : les indices des lames a analyser. &auti« 1 :2 »
name.A : attention se mettre en caractere (c'alteaentre guillemets). Nom de la colonne
correspondant a la valeur de A (log ratio moyen fog[Cyanine 5]+ log[Cyanine 3]) / 2).
Par défaut «« A »»
name.M : attention se mettre en caractere (c’@bteaentre guillemets). Nom de la colonne
correspondant a la valeur de M (log du ratio rouge/M = log(Cyanine 5) — log(Cyanine
3)). Par défaut «« M.norm »».
fileOUT : nom du fichier de sortie des données.d&aut « ListOfGenes.txt »
fileDelete: nom du fichier des genes retirés deandlyse. Par défaut
« GenesOutOfAnalysis.txt »
procs : procédure d’ajustement des p-values asettiliPar défaut « c(« bonferroni» |,
« BH ») »
alpha: valeur des seuils de significativite¢ a isgl dans les procédures. Par défaut
« €(0.05,0.05) »
dyeswap : indique si le design est en swap. Paiutl& TRUE »
indDS : index des lames correspondant aux swapsléfaut « c(2) »
function.trt : fonction a appliquer avant I'analydes données. Par défaut « FALSE »
by.var : argument pour la fonction de I'option ftioa.trt. Par défaut « ID »
varmixt.meth : argument logique indiquant si iltfatiliser le modéle de variance proposé par
Delmar et al., 2005. Par défaut « FALSE »
header : indique si les fichiers contiennent ke t&n premiere ligne. Par défaut « TRUE »
sep : le séparateur de champs a utiliser danstdiém read.table. Par défaut « \t »
sep.write : le séparateur de champs a utiliser @afmction write.table. Par défaut « \t »
dec.write : signe a utiliser pour le point décinidr défaut « . »

Les fichiers générés par cette fonction sont :

- BH-seuilListOfGenes.txt : liste des genes déclarés diffénent exprimés avec une
variance commune pour tous les genes, modéle dection des faux-positifs de
Benjamini-Hochberg

- BH-seuilVM-ListOfGenes.txt : liste des genes déclaréséddmment exprimés avec
les génes classés en groupe de méme variance (Detna., 2005), modele de
correction des faux-positifs de Benjamini-Hochberg

- bonferroniseuitListOfGenes.txt : liste des genes déclarés diffénent exprimés
avec une variance commune pour tous les genes,lenddecorrection des faux-
positifs de Bonferroni

- bonferroniseuitVM-ListOfGenes.txt : : liste des genes déclarésfecemment
exprimés avec les genes classés en groupe de naimace (Delmar et al., 2005),
modele de correction des faux-positifs de Bonfarron

- CompleteListOfGenes.txt : liste complete des geresysés en prenant une variance
commune pour tous les genes
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- GenesOutOfAnalysis.txt : liste des génes retirésl'aealyse avec une variance
commune pour tous les genes (car variance tro@rdiite)

- VarianceByGene-BHseuilListOfGenes.txt : liste des genes déclarés diffénent
exprimés avec une variance par géne, modele dectiom des faux-positifs de
Benjamini-Hochberg

- VarianceByGene-bonferrosieuitListOfGenes.txt : liste des génes déclarés
différemment exprimés avec une variance par gemeeha de correction des faux-
positifs de Bonferroni

- VM-CompeteListOfGenes.txt : liste complete des géapralysés en regroupant les
genes de méme variance (Delmar et al., 2005).

Conseil : jai tendance a utiliser le fichier VM-@pleteListOfGenes.txt.
Je I'ouvre sous excells en transformant les pa@ntsirgules puis je I'enregistre en « .xIs ».
Ensuite je classe les génes selon la colonne BHpriemiers génes sont donc ceux qui sont
déclarés differemment exprimés, le nombre dépemaliseuil que vous avez fixe.
Signification des colonnes de ces fichiers :
- les n premiéres colonnes sont le moyen d’identdierque genes
- A = intensités moyennes de chaque lame
- Deltai: log2(Cond1/Cond2) sur la lame i
- Delta: log2(Cond1/Cond2) moyen sur 'ensembleldeges
- VarianceByGene : variance par gene
- NbObs : nombre d’observations non manquantes
- tau i: probabilité d’appartenir a chacun des gesupéterminés par le modele de
mélange sur les variances
- VarianceVM : variance issue de la méthode varmgbpe de génes de méme
variance, Delmar et al., 2005)
- StatOfTestVM : statistique de test de la méthodena
- PValueVM : p-value brute VM
- bonferroni : p-value corrigée selon la méthode aigfdrroni
- BH: p-value corrigée selon la méthode de BenjaiHimchberg
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Abstract

Abstract

Bovine mammary gland produces daily high amounhitit, equivalent to 10% of the animal
weight. Animal feeding, genetics and terminal ddéf@iation process of the mammary tissue
can impact significantly animal productivity andlkncomposition. The intense biosynthetic
and secretion activities of mammary gland needrgelmumber of genes which expression
can be analysed simultaneously with microarraysthla work, we used gene expression
profiling to establish gene networks that partitgpto the terminal differentiation process of
the mammary tissue and that explain milk compasitbanges due to K232A polymorphism
in the bovineDGAT1gene.

At first, we followed, using 22K bovine oligoarrgygene expression profiles of caprine
mammary tissue during pregnancy. Our results deterrB major stages in the terminal
differentiation process: (i) activation of functelrdifferentiation before the first third of the
pregnancy time ; (ii) tissue remodelling in whidtetsecretory tissue is differentiating and
proliferating in the mammary space — this phast&acterized by the expression of immune
response genes ; (iii) acquisition of the secrefaingnotype delimited by lipid secretion
activity at the parturition.

Then, to determine cellular mechanisms underlyimanges of milk composition with the non
conservative K232A mutation occurring in the bovd®AT1gene, we have compared, using
microarray, gene expression profiles from mammasue biopsies of cows reared in well
defined and controlled experimental conditions. eeeh homozygous cow AA/AA (K232)
corresponded its full-sib (n=4) or half-sib (n=2)nmozygous GC/GC (A232), at the same
lactating stage and day in lactation. Our resudtsfioned a significant reduction of milk fat
content (41.6 vs. 51.6 g/kg) and of unsaturateddaicchain fatty acid content (C14:1,
C16:1), and a significant increase in saturateddiaidhain (C14:0) and in unsaturated-long
chain (C18:1cis1], C18:1cis12, C18:2 n-6C18:3n-3) fatty acid content, for the GC/GC
(A232) compared to AA/AA (K232) genotype. In additi milk fat globules were
significantly smaller. Gene expression profilingfpemed on this new data set revealed up-
regulation of genes involved in lactose, lipid gmbtein biosynthesis for GC/GC (A232)
individuals. Genes of the lipid biosynthesis upulated with this genotype partially explain
observed differences in fine milk fat compositioly biving alternative pathways of
diacylglycerol metabolism.



Résumé

Résumeé

La glande mammaire d’'une vache laitiere haute piode, produit quotidiennement une
guantité de lait équivalente a 10% du poids deifiah L’alimentation, la génétique et le
processus de différenciation terminale du tissu maire peuvent impacter significativement
la productivité de I'animal et la composition dit.ld'activité intense de biosynthese et de
sécrétion de la glande mammaire fait intervenitange répertoire de génes dont I'expression
peut aujourd’hui étre analysée de fagon globalgiretiitanée grace a des outils tels que les
puces a ADN. C’est ce type d’approche que nous avois en ceuvre, dans ce travail de
thése, afin d’établir les réseaux de genes quiiggaeht au processus de différenciation
terminale du tissu mammaire et qui permettent digupr les variations de composition du
lait observées avec la mutation K232A au [0D@AT1bovin.

Pour ce faire, nous avons utilisé chez la chevredigpositif en boucle qui a permis
d’analyser, au moyen d’un répertoire de 22 000 ssraligonucléotidiques bovines (22K),
I’évolution du profil d’expression génique du tisslammaire au cours de la gestation. Nous
avons ainsi pu montrer que ce profil subit au calusdéveloppement de I'organe et de sa
différenciation terminale des changements profaqasdéfinissent 3 étapes majeures : i) le
déclenchement de la différenciation fonctionnelle igtervient avant le premier tiers de la
gestation ; ii) un remodelage du tissu au coursudludes structures qui produiront le lait
(acini) se mettent en place et proliferent pouragivprogressivement l'organe - cette phase
est marquée par I'expression de génes de la répomsenitaire ; iii) I'acquisition du
phénotype sécrétoire, matérialisée par le déclenehe de la synthese lipidique a la
parturition.

Afin de déterminer les mécanismes cellulaire sagsfts aux variations de composition du
lait observées avec la mutation K232A au IoD@AT], nous avons entrepris la comparaison
du transcriptome de tissu mammaire bovin a partun ddispositif expérimental
génétiguement bien défini et contrdlé. A chaquemahide génotype GC/GC (A232),
correspondait soit sa pleine sceur (n=4), soit sa-decur (n=2) de génotype AA/AA (K232),
au méme numéro de lactation et au méme nombreuwls & lactation. Nos résultats ont
confirmé une baisse significative du TB (41.6 vk.65g/kg) et des AG a chaine moyenne et
insaturés (C14:1 et C16:1) et une augmentationPA@ s chaine moyenne et saturée (C14:0)
et longue et insaturée (C18clsl]l C18:1cisl2, C18:2 n-6C18:3 n-3) avec le variant
GC/GC (A232) en comparaison au variant AA/AA (K232es globules gras étaient
également plus petits avec ce variant. L’analysé&ahscriptome a partir d’ARN extraits des
biopsies de tissu mammaire a montré que les ggmésfiant les acteurs des voies de
synthese du lactose, des lipides et des protéitagsne sur-exprimés chez les individus de
génotype GC/GC (A232). La liste des genes de layhitese des lipides sur-exprimés avec
ce génotype expliquent, pour partie, les difféerende composition fine en acides gras
observées en suggérant des voies alternatives tiboiéme du diacylglycérol.



