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• mise en relation des informations produites par une méthode
de référence (à développer dans le cadre de « LactoScan »)
et des données spectrales MIR (contrôle laitier) 

Objectifs spécifiques
• Concevoir des outils de « phénotypage »

pour un ensemble de caractéristiques de 
composition : protéines

« LactoScan »
ANR Génanimal 2008
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Méthode de référence
Cahier des charges

Méthode de profiling protéique :

• hautement résolutive, fiable et robuste
• identifier et quantifier principales lactoprotéines, 
• distinguer les différentes isoformes
• potentiellement adaptable à des analyses à grande 
échelle, en routine 

(plan B en cas d’échec du MIR)

« LactoScan »
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Quelles protéines ?
6 lactoprotéines majeures 

Caséine αs1 (CSN1S1)
Caséine αs2 (CSN1S2)
Caséine β (CSN2)
Caséine κ (CSN3)

β‐lactoglobuline
α‐lactalbumine 4 lactoprotéines « secondaires »

Lactoferrine

Lactoperoxidase

Sérum albumine (SA)

Sérum amyloïde A (SAA)

10 lactoprotéines

« LactoScan »
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Quelles isoformes ?

« LactoScan »

Variants génétiques
Variants d’épissage
Modifications Post-traductionnelles                    

(glycosylation-phosphorylation)
Produits de protéolyse (caséines γ)
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Variants génétiques

2 variants 
A & B

3 variants 
A to C2 variants f2 variants f3 variants e

A to C
5 variants e

A to ESheep

-
no variants 
characteri
zed so far d

13 variants c3 variants
(+ null alleles) 

6 variants b
(+1 null allele)

13 variants a
(+ null
alleles)

Goats

3 variants
A to C

7 variants
A to G

4 variants (+5)
A, B, C/D &E

(F to J)

9 variants (+ 4 )
A1, A2, A3, B to G
(B2, A4, A3Mong, )

4 variants
A to D

7 variants
A to G (+H)Cattle

α-lactaβ-lactoCSN3
(κ-casein)

CSN2
(β-casein)

CSN1S2
(αs2-casein)

CSN1S1
(αs1-casein)

a Bevilacqua et al. (2002)
b Sacchi et al. (2005)
c Prinzenberg et al. (2005)
d Ballester et al. (2005)
e   Chianese et al. (1996) 
f    Ceriotti et al. (2004)

from Ng-Kwai-Hang & Grosclaude (2003)
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GeneGene

CSN1S1F : une mutation « frame shift »
Une multiplicité de transcrits (protéines)
Une expression réduite (mRNA decay)

mRNAmRNA

αs1‐CasF

αs1‐CasA

STOP

13 16

9

brebis: 
exon 16 absent 
dans 20% des transcrits !

Variants d’épissage



BSA

α-LA

β-LG
αS2-CN

αS1-CN

αS0-CN
κ-CN

β-CN A1
β-CN A2

CZE (Capillary Zone Electrophoresis) electrophoregram of 
bovine (Dutch Holstein Frisian) raw milk of a single cow

2.1β-Casein

1.9αS1-Casein

5.4αS2-Casein

3.4κ-Casein

4.2β-lactoglobulin

4.3α-lactalbumin

CV (%)Protein

Reproductibilité de la mesure (n=20) de quantification 
des lactoprotéines majeures. (CV = Coefficient of Variation)

Intégration de la surface des pics



5.827.2 (20.4-33.4)β-Casein-5P

14.34.0 (2.3-6.4)κ-Casein-1P

14.97.4 (3.1-12.9)αS1-Casein-9P

6.521.2 (12.6-25.8)αS1-Casein-8P

16.43.5 (1.1-5.4)αS2-Casein-11P

14.48.3 (4.1-12.9)β-lactoglobulin

13.02.4 (09-3.7)α-lactalbumin

CV (%)
Mean (range)

(% of total protein)
Protein

Variation in quantity of A: α-lactalbumin; B: β-casein in 2000 samples
(expressed as percent of total protein)

Quantités moyennes (en % de la quantité totale de 
protéine) fourchette de variation

2 000 laits analysés
pour déterminer la variation 
de la composition protéique 
du lait (Holstein-Frisonne)

J. Heck et al., 2006
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Intérêt d’un tel niveau de qualification
1 - Pour l’éleveur : santé animale (SA et SAA) 

(juste rémunération des efforts consentis)
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SA« Genoma » : Infection 
expérimentale par 
Staphylococcus aureus 
(chez la brebis)
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2 - Pour le transformateur :
impacts technologiques

Intérêt d’un tel niveau de qualification

• Phosphorylation des caséines et stabilité thermique
• Rendement fromager, temps de prise et 

raffermissement du caillé : 
- variants génétiques (e.g. caséine κ B > A),        
- variants d’épissage (e.g. caséine αs1 A), 
- phosphorylation (caséine αs1-8P vs αs0-9P),         
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3 - Pour le consommateur :                          
valeur santé du lait (variant βA1)

Intérêt d’un tel niveau de qualification
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Intérêt d’un tel niveau de qualification
3 - Pour le consommateur :                          

valeur santé du lait (variant βA1)
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D’abord : EC (option retenue par NL* )
collaboration Beckman
Méthode insuffisamment résolutive pour répondre aux 

exigences du cahier des charges : solution MS ?
Pb : Incompatibilité urée / MS !

Au final : RP-HPLC
Mises au point et développement d’une méthode 
compatible avec la MS pour l’introduire comme          
« seconde dimension », en ligne 

* « Dutch Milk Genomics Initiative »

Quelle option technologique ?
Le résultat d’un long processus exploratoire …
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Dispositif couplage LC/MS 

matériel disponible à Jouy (début mars 2010)

analyses « sous traitées »
(ISIS, Strasbourg en sept 2009)

Résultats décevants !

solution alternative : 

Méthode RP-HPLC « conventionnelle »

LC = RP-HPLC (Dionex Intelligent LC)
MS = MicroTOF focus (Bruker)
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Lactoprotéines majeures 
(programmes ANR Genanimal : « Genoma » et « Genomilk Fat »)
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lait bovin “composite”
RP-HPLC / colonne Jupiter C5, 3 µm, 300 A, 250 x 4,6 mm
H2O/CH3CN/TFA ; 1 ml/mn
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Sur cette base :

• Analyse de 86 laits bovins (Holstein x Normande) 
du Domaine expérimental du Pin-au-haras

• Quantification des différentes « classes » de protéines  
(sur 67 laits)

6 protéines majeures (caséines κ, αs1, αs2 et β, β-Lg, α-Lac)
1 fraction glycolysée (caséine κ)
18 variants (dont certains très peu représentés)

Méthode : PLS ou AG+PLS

Possibilité d’établir équations de prédiction ?
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Résultats (PLS2)

0,1413,470,0610,0660,4567autres 

0,1013,170,0190,0200,1467alpha lac AA

0,2615,880,0520,0600,3267beta lg

0,575,680,0630,0971,1267beta cas.

0,655,310,0470,0800,8867alpha s1 cas.

0,568,350,0230,0360,2867alpha s2 cas.

0,4615,660,0200,0270,1367kappa gly

0,597,980,0270,0420,3467kappa cas

R2_CVRMSEP/M.RMSEPSdMeannen g/100 ml 
autres<16% 
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Conclusions 

• Possibilité de prédire les protéines majeures du 
lait avec une erreur relative de 5 à 15%

• Prédiction difficile s’agissant des variants
génétiques de ces protéines 

• Pas d’amélioration nette des prédictions par 
l’utilisation des algorithmes génétiques

• Nécessité d’avoir plus de laits pour affiner ces 
résultats

• La méthode de référence : en bonne voie !


