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Equipe GALAC: Glande Mammaire et Lactation

© A Dir: Fabienne Le Provost
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Le lait: un aliment complexe
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Le lait: un aliment complexe
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Le lait: un aliment complexe
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Collaborations GABI/Galactinnov, axe 3: « Un
lait et des produits transformes de qualité »

 Une meéthode de phénotypage fin des protéines laitieres
développée dans 'unité GABI: principes & applications

* Les microARN comme biomarqueurs de qualité du lait:
principes & applications (Programme BioMarq’lait)

* Lipolyse et qualité du lait : vers une meilleure
compréhension des mécanismes moléculaire.
dégradation de la matiére grasse laitiére (Prog
LIPOMEC)
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Collaborations GABI/Galactinnov, axe 3: « Un
lait et des produits transformes de qualité »

 Une meéthode de phénotypage fin des protéines laitieres
développée dans l'unité GABI: principes & applications
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Pas UN lait mais DES laits |

Caséine asl
Caséine as?2
Caséine [3
Caséine
B-lactoglobuline

o-lactalbumine  majs de nombreuses isoformes !

> Variants génétiques @MM
"'.: Variants d’épissage
» Modifications post-traductionnelles

(glycosylation-phosphorylation)

Produits de protéolyse (essentiellement caséines y
issues de I’hydrolyse de la caséine 3 par la

plesmine) | @ues @ GGROSOD
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Mise au point d’une méthode d’identification « en ligne »
des lactoprotéines (et de leurs derives naturels)

e Séparation: chromatographie liquide (LC)
(RP-HPLC Dionex LC System Ultimate 3000)

* I|dentification +quantification (MS) ﬁ
Spectrometrie de masse: ESI -TOF —
. Methode LC-MS: Identification des
+ . protéines du lait sur la base de leur
L i masse moléculaire (confrontation !
Une base de donnees /7-fouse ' masses observées / masses théoriques) |

________________________________________________________________

Base de données bovine: (3000 masses)

Dépot auprés de I’Agence de Protection des
Programmes 17 novembre 2011.
(IDDN.FR.001.460019.000.R.C.2011.000.10300)

Miranda, et al, 2019
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.Exemple d’application: phénotypage fin de lait individuel

1011 -
- . . . . . VoK) . .
o |dentification quasi-exhaustive des protéines majeures du lait
0 0 — UV 214 nm
o — EIC600-3000Da 15
N ‘ 5
07 - 2 7 & N 1
108 - /]
105 ‘ = /\-Q-
104 - T B — T T T T T T T T \
0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 Time [min]
\‘phenoﬁnla\t 2011-BM16_GC4_01_805.d: EIC 600.00@—3000.0000 +, Smoothed (0.00,5,GA) —— phenofinlait 2011-BM16_GC4_01_805.d: UV Chromatogram, 214 nm \
Pic 1 (2) 19952.719 =« _VarB_1P_10G (GalNac-Gal-SA2)
- - ‘ / (1) 20608.699 = k_VarB_1P_20G (GalNac-Gal-SA2 + Gal-Nac-SA)
B S Vialiolndiole oy K (1) 20900.684 = k_VarB_1P_20G (GalNac-Gal-SA2 + Gal-Nac-SA2)
600 |snfﬂrmes na[“re“es [les |acl0m‘0lemes (1) 21557.122 = k_VarB_1P_30G (GalNac-Gal-SA2 + Gal-Nac-SA +GalNac-Gal-5A2)
e s o o+ s Glyco (1) 21849.04 =x_VarB_1P_30G (GalNac-Gal-SA2 + Gal-Nac-SA2+GalNac-Gal-SA2)
GalNac-Gal-SA1 NeuNac \ T(‘d; T9004 923 =K _VarB_1P
400 +2.4698 -0.2821 -
(3) 19084.758 = x_VarB_2P
300 K +0.1124 3 86p9
21849. 2 3 (5) 25147.886 = Oy _VarA _10P
oo 19951.1416 (5) 25228.066 = 05, _VarA _11P
o (6) 25307.903 = o, _VarA _12P
100 20609.8391 Sz (6) 253876549 = st MakA 1:D
7,
0 20000 20200 20400 20600 20800 21000 21200 21400 21600 21800 m/z L(G) 25467.380 = 0(,52 VarA 14P
Pic 4 (9) 23486.5813 = g, _VarB(-Q78)_8P
o s1 (9) 23614.712 =0, _VarB_8P
+MS, 7.2-9.2min, -Peak Bkgrnd, Smoothed (0.20,1,GA), Deconvoluted (9) 23694.692 = o, _VarB_9P
HPO3 - 0.2270 - -
11) 23903.2053 = B_varA2_4P
w00 19004@30 (11) B -
- L (11) 23983.1853 = varA2 5P
Produits de proteolyse naturelle : (7) 12176.879 = PP5_complement 2 (pep 1-105_Beta_VarA2-5P)|
4000 (6) 1244217 = complement y3 (pep 1-170_Beta_VarA2_5P)
(11) 20522.479 = y1 (pep 29-209_Beta_VarA2_1P)
oo ( (11) 11823.627=y2 (pep 106-209_Beta_VarA2_OP)
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Exemple d’application: phéenotypage fin de lait
Individuel: cas du lait A1/A2 (1)

Caséine « A2 »=variant (dérivé) de la caséine B =30 % des caséines totales

protéine

,. « ancestrale 3=
A2 beta-caséine (vachej -

memm Al beta-caséine (vache)

K . [ [ [ [ (=

e e e o

Différence entre lait « A1n et 1ait « A2 »=un
seul acide amine M

Lait « A2 »= argument
commercial dans certains pays
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Exemple d’application: phéenotypage fin de lait
individuel: cas du lait A1/A2 (2)

varg-Bp (23614.712)
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Exemple d’application: phéenotypage fin de lait
Individuel: cas des isoformes de phosphorylation (1)

Phosphate de calcium colloidal Cag(PO,)s

Rendement
fromager

Mycelium (20-300 nm)

(from Martin, 1999)

Phos

Structure
du caillé
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Exemple d’application: phéenotypage fin de lait
Individuel: cas des isoformes de phosphorylation (2)
» Mise en évidence d’une grande variabilité individuelle dans la proportion relative

des isoformes de phosphorylation notamment au niveau la caséine a;, bovine
(Fang et al., 2016)
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Exemple d’application: phénotypage fin de

Iait Individuel: cas d’un lait mammiteux

Notre methode
1:'LCfM ' permet de
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T e de’ -=T1=72H
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Exemple d’application: suivi de la protéolyse primaire
des lactoproteines au cours de I’affinage de fromages

"o
w0
e

sand 1IN

S L RERLAE )

: opml 10

N7a
: ssw' !

2

Mét i : i
© aézlque Méthode LC-MS

Miranda,G et al, 2019
Construction d’'une base de
données de masses théoriques
des peptides d’affinages issues
des lactoprotéines bovines
(Plus de 1000 masses
théoriques)
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Collaborations GABIl/Galactinnov, axe 3: « Un
lait et des produits transformes de qualité »

* Les microARN comme biomarqueurs de qualité du lait:
principes & applications (Programme BioMarq’lait)

— IN?A Rencontre INRA — Op+lait 21-22/11/2019
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Les microARN comme biomarqueurs de qualité du
lait: principes & applications (1)

microARNs= petits ARN non codants (~22 nucléotides)

Impliqués dans la régulation post-transcriptionnelle des génes

Développement d’une base de données de microARNs
chez les ruminants (Bourdon, C.,et al 2019)

http:/rumimir.sigenae.org/

4533 microARNs matures recensés chez le bovin, tous tissus
confondus et toutes bases confondues (miRBase + RumimiR)

Production laitiere ~ ~ L€ hiveau d’expression de certains
(kg/jour) microARNs dépendent de la race

p = 0.006
" Holstein

ﬁ i Le Guillou, et al, 2018 .y

Normande Holstein

Principal component analysis

Rencontre INRA — Op+lait 21-22/11/2019
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Les microARN comme biomarqueurs de qualité du
lait: principes & applications (2)

Programme BioMarq’Lait (Porteur: Marion Boutinaud, INRA) g g
Effet d’un stress métabolique (restriction alimentaire) sur la |~

MINISTERE
DE L’AGRICULTURE
M

° e, &\
DE L’AGROALIMENTAIRE
productlon laitiere FTDELATORET
Avec la contribution financiere

du compte d’affectation spéciale
«développement agricole et rural»

$

miRNomes, protéomes

=
Q
(]
(O]
s

[N
@
(S
s
]
o

(%]

Identification de biomarqueurs non invasifs de stress
alimentaire dans différents compartiments (lait écrémé,

globules gras, vésicules extra-cellulaires) Burtey, A, et al
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Collaborations GABIl/Galactinnov, axe 3: « Un
lait et des produits transformes de qualité »

* Lipolyse et qualité du lait : vers une meilleure

dégradation de la matiere grasse laitiere (Prog
LIPOMEC)

— IN?A Rencontre INRA — Op+lait 21-22/11/2019
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Lipolyse et qualité du lait: le programme ANR

\./ LIPOMEC (2020-2022) (1) NR

APIS-GENE Lipolyse = dégradation des lipides des laits

Investir Innowver \aloriser

Monomere LPL inactif Acide gras libre

\ L

dimere LPL actif

Globule gras du lait activateurs N\
o) 4 Y
o° < >
%. A
inhibiteurs A
. e ONe e
léve o
J{r: o
pun
Eg!LJ

LPL= lipoprotéine lipase

Lipolyse du lait = acides gras libres
dans le lait = diminue les qualités
technologiques et organoleptiques du
produit « LAIT »
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Lipolyse et qualité du lait: le programme ANR
LIPOMEC (2020-2022) (2)

3 LEVERS FOR ACTION TO REDUCE LIPOLYSIS IN RUMINANT MILK

Genetic selection and milk spontaneous

lipolysis in dairy ruminants FEED RESTRICTION W%W ,,,,,,, :

Reduction of lipolysis
along the « milk way »

Partners: GABI, UMRH

Genomic region linked to
lipolysis in cattle
Partners: GABI, ACTALIA, IDELE, GenPhySE

Lipolysis biomarkers in milk
and mammary gland in
dairy ruminants

MILKING INTERVAL ﬂ\

Actalia CECALAIT

ANIMAL (cow, goat, ewe)
Partners: PEGASE, GenPhySE

Modelling, data integration and disseminatio
wsjueydaw ojul Jaying Sulos :sisAjodi| 3

&

Understanding the LPL lipolytic system™in - EEERERER LMMA
milk and mammary gland —— I
*LPL enzyme, milk fat globule, regulators **Mid Infra Red

Coordination: C. Cebo (INRA)

— IN?A Rencontre INRA — Op+lait 21-22/11/2019
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Collaborations GABI/Galactinnov, axe 2:
« Vers une gestion plus durable de la santé
animale et du bien-étre des animaux »

» Métaprogramme INRA LongHealth
(2018-2020): Effet a long terme
des mammites sur la production
laitiere bovine (Coordination:
Pierre Germon, INRA)

(Hue-Beauvais,C, et al.)

(CharlierM, > ANR REIDSOCS:Effet du variant R96C SOCS-2 sur
Petridou,B, et al.) ) L, ]
la lactation et la sensibilité aux mammites chez
- les ovins (WP2: Cellular and molecular
- mechanisms related to the SOCS-2 variant in a
" #;;3 new mouse model) (Coordination: Gilles Foucras
(2016-2020)

P
- —
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Conclusions

» Nos objectifs de recherche: la qualité du lait, la durabilité de la production
laitiere, la transmission de marques épigénétiques

» Nos sujets d’étude: la glande mammaire, le lait, et le continuum mere-petit

» Nos compétences: génétique, génomique fonctionnelle; physiologie,
protéomique, immuno-histochimie, biostatistiques

» Principaux axes de collaboration GABI/Galactinnov:

AXE 2: modeles animaux(souris, lapin), mécanismes
moléculaires et cellulaires associés a la physiopathologie de la
& glande' mammaire (mammites)

3
*
-

AXE 3: phénotypage fin des lactoprotéines dans différentes
matrices laitieres, identificateurs de biomarqueurs de stress de
type protéique ou épigénétique (microARNs)

Rencontre INRA — Op+lait 21-22/11/2019
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Merci |

« Il n’y a pas d’échecs, il n’y a que des abandons (Albert Einstein)
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