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Le lait, un fluide biologique d’une extraordinaire complexité dans lequel coexiste une multiplicite
de molécules dont certaines organisées en structures supramoléculaires parfaitement ordonnées
et sources de composés bioactifs.

La glande mammaire d’une vache lai-
tiére haute productrice produit quotidien-
nement une quantité de lait équivalente
a 5% du poids de ’animal. L’alimentation,
la génétique et les pratiques d’élevage,
mais aussi le processus de différenciation
terminale du tissu mammaire peuvent
impacter significativement la productivité
de I’animal et la composition du lait.
L’intense activité de biosynthése et de
sécrétion, dont la glande mammaire est
le siége durant la lactation, fait intervenir
de nombreux mécanismes complexes de
transcription, traduction et sécrétion par-
ticuliérement efficaces impliquant un
large répertoire de geénes (codants et non
codants), dont I’expression peut aujour-
d’hui étre analysée de facon globale et
simultanée.

Le lait, est un fluide biologique extré-
mement complexe tant par sa nature
physique multiphasique (le lait est a la fois
une suspension colloidale, une émulsion
et une solution), que par la diversité
de ses constituants moléculaires qu’ils
s’agissent de sa composante protéique,
lipidique, glucidique ou minérale.

Dans le lait, les protéines sont soit solu-
bles (a-lactalbumine et B-lactoglobuline,
notamment), soit a 1’état de suspension
colloidale. C’est le cas des caséines qui
s’associent entre elles et avec le calcium
colloidal pour former les micelles de
caséines. S’agissant de la matiére grasse
laitiére, tous les lipides sont rassemblés
au sein d’une structure vésiculaire, dérivée
de la membrane apicale de la cellule
épithéliale : le globule gras. Trés récem-
ment d’autres structures vésiculaires,
appelées lactosomes, ont été mises en

¢évidence dans le lait. Les globules gras
et la micelle de caséine sont des éléments-
clés dans la fonctionnalité technologique
du lait ; or, ni la structure de la micelle
ni celle de la membrane du globule gras
ne sont encore bien connues.

L’accent sera mis dans cette synthése
sur les avancées concernant la structure de
ces macrostructures du lait. Le globule
gras, sa sécrétion, sa composition et ses
fonctions ayant fait ’objet d’une syn-
these dans ce journal en 2007 (Couvreur
et Hurtaud 2007), nous nous focaliserons
davantage sur les avancées récentes sur
la membrane du globule gras et sur les
aspects nutritionnels des lipides du lait
qui ont fait I’objet de nombreuses recher-
ches au cours des derniéres années. Des
aspects structuraux, concernant notam-
ment sa structure interne, et nutritionnels
seront aussi développés pour la micelle
de caséine, vectrice de nombreux pep-
tides bioactifs.

1/ Les structures supramo-
léculaires du lait se construi-
sent au cours de leur transit
intracellulaire

Pendant la lactation, les Cellules
Epithéliales Mammaires (CEM) qui
tapissent les structures alvéolaires - ou
acini - composant le parenchyme sécré-
toire mammaire, synthétisent et expor-
tent vers la lumiére des acini de grandes
quantités de protéines (notamment les
caséines), de lipides, des minéraux et du
lactose. C’est la fonction de sécrétion.
Les premicres étapes de la biogenése

des structures supramoléculaires du lait,
micelle de caséine et globule gras, se
déroulent dans un méme compartiment
cellulaire, le Réticulum Endoplasmique
(RE). Le RE est le compartiment de bio-
synthése de la majorité des lipides cellu-
laires et des protéines sécrétées, et par
conséquent le premier compartiment de
la voie de sécrétion. Les gouttelettes
lipidiques et les micelles de caséines
suivent ensuite deux voies de transport
intracellulaire indépendantes (figure 1).
Cependant, en fin de processus, la for-
mation de la membrane du globule gras
lors de sa sortie dans le milieu extérieur
(lumiére des acini) se fait aux dépens de
la membrane de la cellule, dont I’inté-
grité est maintenue par I’apport de ma-
tériels via la voie de sécrétion des pro-
téines. L’existence d’interactions étroites
entre les mécanismes qui gouvernent
I’¢laboration de ces deux structures est
donc hautement probable.

C’est ce qui a été montré chez les
caprins, espece dans laquelle une forte
corrélation entre les taux de caséine o,
et le taux butyreux a été observée (Bar-
bieri et al 1995), démontrant une co-
régulation des mécanismes de biosyn-
theése et/ou de sécrétion des matieres
grasses et protéiques. L’absence de
cette caséine, due a une amputation de
pres d’un tiers du geéne spécifiant cette
caséine, perturbe la voie de sécrétion
des protéines et induit I’accumulation
des autres caséines dans le RE (Chanat
et al 1999). Des animaux de ce gé-
notype constituent donc un excellent
modéle expérimental pour acquérir des
connaissances sur les mécanismes molé-
culaires qui controlent la genése des
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Figure 1. Principales voies de sécrétion des lipides et des protéines synthétisées
par la cellule épithéliale mammaire (adapté de Mather et Keenan 1998).

Les voies C et A correspondent respectivement aux sécrétions des protéines par for-
mation de vésicules sécrétoires puis exocytose (voie C) et des lipides par bourgeon-
nement ou formation de microgouttelettes lipidiques ou « Micro Lipid Droplet », qui
sont sécrétées directement (voie B), ou fusionnent entre elles pour donner des
gouttelettes lipidiques cytoplasmiques ou « Cytoplasmic Lipid Droplets » sécré-
tées par enveloppement dans la membrane plasmique apicale de la cellule (voie A).
Il est classiquement admis que la membrane des vésicules de sécrétion s’integre a
la membrane plasmique lors de I'exocytose et permet ainsi la reconstitution de la
membrane consommée pour I'enrobage des inclusions lipidiques.

Gouttelette lipidique

.
-

Membrane du 'Globulé Gras

Gouttelette lipidique
cytoplasmique | *

Microgouttelette
lipidique

Réticulum endoplasmique \
rugueux (RER)

principaux constituants du lait et déter-
minent leur structure et leurs caractéris-
tiques techno-fonctionnelles.

2 / Les caséines, les génes
qui les spécifient et leur
expression

Les caséines, qui représentent plus de
80% des protéines du lait chez les rumi-
nants, sont au nombre de quatre : les
caséines oy, 0, B et k. Elles ont évolué
rapidement et sont relativement peu
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conservées entre especes de mammiferes.
Plusieurs dizaines de variants génétiques
ont été caractérisées a ce jour dans les laits
de vache, de brebis et de chévre (tableau 1).
Les génes qui les spécifient ont cependant
une organisation structurale fonciérement
stable et, en moyenne, plus conservés
que les autres geénes présents dans le
génome bovin (Lemay ef al 2009).

Les vingt derniéres années ont vu des
progres remarquables dans la compré-
hension de la structure et de la fonction
de ces genes. Les développements de la
biologie moléculaire, la mise en ceuvre

d’approches globales telles que la géno-
mique et la protéomique ont mis en évi-
dence la fagon dont certains réarrange-
ments a I’échelle du génome et certains
polymorphismes génétiques ont fagonné
I’extréme complexité et la grande varia-
bilit¢ (qualitative et quantitative) de la
fraction protéique des laits, entre les
espéces, mais aussi au sein d’une méme
espece. Les génes qui spécifient les
protéines de la membrane des globules
gras du lait (« Milk Fat Globule
Membrane », MFGM) sont en revanche
plus conservés, depuis les monotrémes
jusqu’aux mammiféres placentaires, ce
qui laisse a penser qu’ils sont cruciaux
pour la sécrétion des lipides et que la
fonction de sécrétion était déja établie il
y a 150 millions d’années (Lemay ef al/
2009).

2.1/ Les caséines

Les caséines sont des phosphoprotéines
synthétisées par la CEM sous controle
multihormonal complexe. Elles provien-
nent de 1’expression de quatre génes
autosomiques qui spécifient quatre
chaines polypeptidiques distinctes : les
caséines o, B, 0 et k. Ces 4 geénes
(5 chez certaines espéces, voir ci-apres),
dont les structures sont maintenant con-
nues dans plusieurs espéces (Rijnkels et
al 2003), sont physiquement regroupés,
dans cet ordre, sur un méme chromoso-
me (le chromosome 6 chez la vache et
la chévre, 5 chez la souris et 4 chez
I’Homme), quelle que soit I’espéce. En
revanche, la teneur en caséines des laits
est trés variable. Celles-ci représentent
pres de 80% (soit 25-28 g/L) des pro-
téines du lait des ruminants, tandis que,
dans le lait humain, leur pourcentage
n’excéde pas 50% (soit 4-8 g/L). Avec
une teneur qui dépasse 50 g/L, le lait de
brebis, est celui qui présente la teneur
en protéines totales la plus élevée des
ruminants laitiers. Au-dela de cette
variabilité¢ globale, il existe des diffé-
rences de proportions relatives des
caséines, entre les especes. Ainsi, dans le
lait de femme, la caséine B est la principa-
le composante de la caséine. A I’inverse,

Tableau 1. Principaux variants génétiques des lactoprotéines majeures dans les principales especes de ruminants laitiers.
Données issues de Ng-Kwai-Hang et Grosclaude (2003), ® Bevilacqua et al (2002), ® Sacchi et al (2005), ° Prinzenberg et al
(2005), ¢ Ballester et al (2005), ® Chianese et al (1996), " Ceriotti et al (2004).

CSN181 CSN1Ss2 CSN2 CSN3 . .
o o " " B-lactoglobuline | a-lactalboumine
(caséine as1) (caséine as2) (caséine ) (caséine k)
7 variants 4 variants 9 variants 4 variants 7 variants
Vache A-G(+H) A-D (+4A" A> A B-G | (+5)A, B, C/ID A G 3variants A- C
(B2, A*, A*Mong) &E(F-J)
. 13 variants ® 6 variants ° 3 variants . ¢ | Pasde variants
Chévre (+alleles nuls) | (+ 1 allele nul) (+ alléles nuls) 13 variants caractérisés ° )
. 5 variants °© 3 variants ° ot ot 3 variants 2 variants
Brebis A-E A-C 2 variants 2 variants A-C A&B
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la casé€ine oy, est la caséine majoritaire
dans le lait de lapine. Les laits de ratte,
de truie et de vache contiennent environ
la méme proportion de caséines f et o;.
Le lait de femme ne contient pas de
caséine 0y,.

Au-dela de cette grande variabilité
quantitative, il convient de souligner la
faible conservation des séquences ortho-
logues (issues d’un méme géne) entre
les espéces. La fraction « caséine » des
laits est donc un systéme complexe et
spécifique qui mérite d'étre considéré en
termes de diversité. De plus, les modifi-
cations post-traductionnelles, telles que
la phosphorylation, glycosylation, et
une protéolyse limitée par la plasmine,
augmentent 1’hétérogénéité de ce syste-
me qui se complexifie encore en raison
de I’existence de nombreux variants
génétiques.

2.2 / Le locus caséine (CSN) et
la variabilité de la composition
caséinique des laits

L’analyse comparative de 1’organisa-
tion du locus « caséine » (figure 2) révele
une remarquable conservation entre les
especes, depuis les mammiféres ances-
traux tels les monotrémes (ornitho-
rynque) jusqu’aux mammiféres placen-
taires (Warren et al 2008). Les quatre
(ou cing) génes sont confinés dans un
segment chromosomique de 250-350 kb

situé sur le chromosome 6 dans les
espéces bovine et caprine et disposés
dans D’ordre ag;, B, oy, et k (Martin et
al 2002). Malgré quelques différences
dans les distances séparant les génes et
leur nombre, ’organisation générale du
locus est remarquablement conservée.

Les trois génes (CSNISI, CSN1S2 et
CSN2) spécifiant les caséines sensibles
au calcium (oy;, 0, et B), dérivent d’un
ancétre commun et partagent un méme
motif dans la partie proximale de la
région 5’ adjacente a 1’unité de trans-
cription (Groenen et a/ 1993). Bien que
I’organisation de la région 5’ adjacente
du géne CSN3 qui spécifie la caséine «
soit différente (Coll et al 1995), son
profil d’expression est similaire a celui
des autres geénes. Il apparait qu’un méme
jeu de facteurs de transcription est né-
cessaire au controle de I’expression des
genes spécifiant les protéines du lait et
particuliérement les caséines.

La transcription n’est pas le seul niveau
auquel la régulation de I’expression
génique peut s’exercer. De nombreux
autres facteurs agissant au niveau post-
transcriptionnel, en particulier sur la
maturation des ARN messagers et leur
stabilité, ainsi que sur leur traduction,
interviennent également (Bevilacqua et al
2006, Rhoads et Grudzien-Nogalska 2007).
Les régions « codantes » des genes des ver-
tébrés, y compris ceux des caséines chez

les mammiféres, ont une structure inter-
rompue par des séquences « non-codan-
tes » ou introns. La plupart des ARN
messagers eucaryotes sont transcrits en
tant que précurseurs (pré-messagers)
contenant ces séquences introniques
qui doivent étre excisées pour générer
des ARNm matures et fonctionnels. Le
processus d’élimination des introns
et de ligation des exons ou épissage, est
une fonction importante assurée par une
structure complexe appelée spliceosome.
Ce mécanisme précis et efficace est régi
par un ensemble de régles assez strictes
qui permettent en théorie d’atteindre un
niveau ¢élevé de fidélité. Cependant, de
nombreux variants d’épissage ont été
décrits dans pratiquement toutes les
espéces, en particulier pour les caséines
dont les génes morcelés sont particulié-
rement propices a ce type d’événement
(utilisation de sites cryptiques d’épis-
sage, « exon-skipping »). Des dysfonc-
tionnements plus ou moins constitutifs
de ce mécanisme et des déviations aux
patrons de modifications post-traduction-
nelles (phosphorylation, glycosylation),
viennent s’ajouter pour produire un sys-
téme d’une extréme complexité dont les
conséquences biologiques peuvent étre
lourdes du fait de la modification du
message et in fine de la structure de la
protéine.

Il n’est évidemment pas réaliste de
passer ici en revue tous les cas d’espéce.

Figure 2. Conservation de I'organisation fonctionnelle du locus « caséines » au cours de I'évolution.

Les génes sont représentés par des boites en forme de fleches indiquant le sens de transcription. Les boites vides représentent
des genes putatifs dont la présence et I'expression restent a démontrer. La taille des régions intergéniques est donnée
(en rouge) en kilobases (kb). Les loci humain et équin ont sensiblement la méme taille (320-330 kb) alors que le locus bovin est
sensiblement plus court (250 kb). Les génes STATH (Stathérine) HTN3 et HTN1 (Histatines) ont une origine commune et
spécifient des protéines qui ont un effet protecteur sur les dents en régulant la précipitation spontanée de sels de phosphate de
calcium a la surface de I'émail (Kawasaki et Weiss 2003). Le géne ODAM qui spécifie une « ODontogenic AMeloblast-associa-
ted protein » vraisemblablement impliquée dans I'odontogénése est trés conservée au cours de I'évolution et est exprimée dans
plusieurs tissus épithéliaux (Moffatt et al 2008).

CSN1S1 CSN2 STATH HTIN3  HTN1 CSN1S2a CSN1S2b ODAM CSN3
- DO - DI D—i—
8.7 34 26 14 8.5 48 7.5 30 22 7
CSN1S1 CSN2 CSN1S2a CSN1S2b ODAM CSN3
D o e WS
7 75 55 80 e 35
. Csnisl Csn2 Csnls2a Csnis2b Odam Csn3
Souris - - |: |: - - : : : :
10 13 26 12 19 40 15 12
Duplication
Vache  €SNiS CSN2 STATH CSN1S2 ODAM CSN3
DI O —
kb 50 0 300

100 200
1 1
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Certains mode¢les sont plus riches d’en-
seignements que d’autres et peuvent
apporter un éclairage pertinent dans
plusieurs directions. Nous avons choisi
d’analyser ces facteurs de variabilité
au travers de quelques exemples parti-
culiérement démonstratifs, de fagon a
en évaluer ampleur et I’impact sur la
structure de la micelle et sur les proprié-
tés de la matiére premiére que les indus-
triels sont amenés a transformer.

a) Le locus CSN1S1 : un gene morcelé
pour partie responsable de la complexité
et de la variabilité de la fraction pro-
teique des laits et de la diversité struc-
turale interspécifique

Plus de 15 all¢les ont a ce jour été
décrits et caractérisés au locus spécifiant
la caséine ag; (Bevilacqua et al 2002).
IIs se répartissent en 7 classes différentes
de variants protéiques, dont certains sont
profondément modifiés dans leur struc-
ture primaire (variants F et G, respective-
ment délétés de 37 et 13 résidus d’acides
aminés), associés a 4 niveaux d’expres-
sion (Grosclaude et Martin 1997). Les

mutations responsables de ce polymor-
phisme ont été identifiées, notamment
pour les alléles défectifs (Martin et al
1999).

L’alléle F (prototype de 1’alléle dé-
fectif) n’est exprimé qu’a un faible
taux (0,6 g/L et par allele), alors que
celui dont il dériverait, 1’alléle B,, qui
appartient a la classe des alléles « forts »,
produit environ 3,6 g de caséine ;.
Ainsi, deux individus homozygotes
pour ces alléles présenteront un diffé-
rentiel d’environ 6 g de caséine oy, par
litre de lait (soit un écart de 25% sur le
taux de caséines). Pas moins de 9 ARN
messagers différents, correspondant a
des variants d’épissage d’un méme
transcrit primaire, ont été caractérisés
dans le tissu mammaire d’individus
homozygotes F/F au locus CSNISI
(Leroux et al 1992). Parmi ces trans-
crits matures, on trouve aussi bien des
ARNm correctement épissés que des
messagers dans lesquels il peut man-
quer jusqu’a 5 exons sur les 19 que
compte le géne. Ces défauts d’épissage
(« exon-skipping ») sont soit de nature

« accidentelle » : c’est le cas des exons
13 et 16 qui sont aussi parfois éliminés
au cours du processus de maturation
des transcrits primaires issus d’all¢les
non défectifs comme 1’alléle A par
exemple (Ferranti et al 1997) ; soit
de nature « constitutive » ou allélique,
consécutive a un événement mutation-
nel localisé, tel que la délétion d’un
simple nucléotide dans une séquence
codante (c’est le cas de I’exon 9 qui ne
compte, chez I’allele F, que 32 nucléo-
tides au lieu de 33).

On reléve également des erreurs dans
la reconnaissance des sites d’épissage
(utilisation de sites cryptiques), condui-
sant généralement a la perte d’un codon
en début d’exon, ou encore un change-
ment de cadre de lecture avec 1’appari-
tion d’un codon stop prématuré et donc
la synthése d’une protéine hybride et
tronquée. La seconde conséquence de
ce dysfonctionnement est une réduction
sensible de la quantité de messagers
(dégradation des ARNm non conformes :
« mRNA decay »), donc de synthése
protéique.

Figure 3. Alignement des séquences en acides aminés des caséines ag1 de vache, de jument, de femme, de truie et de lapine,
prenant en compte I'organisation exonique du gene spécifiant la protéine dans les espéeces (vache, chevre, lapin et homme) pour

lesquelles cette organisation est connue.

Les séquences peptidiques sont décomposées en segments correspondant aux exons « codants » des génes. La numérotation
des exons est celle utilisée pour les génes bovin (Koczan et al 1991) et caprin (Leroux et al 1992). Les exons additionnels détec-
tés chez le lapin (Jolivet et al 1992) et 'Homme (Martin et al 1996) sont indiqués en « ' ». La séquence de la caséine agq de porc
est celle publiée par Alexander et Beattie (1992). Les résidus d’acides aminés en italiques et gras correspondent au peptide
signal dont le site de clivage est indiqué par la fleche verticale. Les boites de couleur dans les blocs exoniques matérialisent les
exons absents ou spécifiquement et constitutivement éliminés au cours du processus de maturation des transcrits primaires.

g

-15 exon2 4 exon3 exon 3’ exon4 exon5 exon 6 exon6’
Bovin | MrrrLILTCLVAVALA RP| | KHPIKHOGLPQ | | HEEEEEEEN | | -EVLNEN-LLRFFVA | |[PFPEVFGK | |EKVNELSK | |
Equin MKVFIIACLVAVALA RL KLPHRQPEIIQ NEQDSRE -KVLKERKPF-SFAL | || | EYINELNR QRELLKEKQKDEHK
Humain | MKLLIFTCLVAVALA RP KLPLRYPERLQ NPSESSE I | |[PIPLESRE | | EYMNGMNR QORNILREKQTDEIK
Porcin | MKLLIFICLAAVALA RP KPPLRHQEHLQ NEPDSRE -ELFKERKFLRFPEV PLLSQFRQ | | EIINELNR
Lapin MKLLILTCLVATALA RH KFHLGHLKLTQ EQPESSE QEILKERKLLRF-VQ TVPLELRE | | EYVNELNR QRELLREKENEEIK
exon7 exon8 exon9 exon10 exon11 exon12 exon13 exon13’
Bovin DIGSESTE | | DQAMEDIK | |QMEAESISSSE | | EIVPNSVE | | QKHIQKE-DVPSERYLGYL -EQLLRLK-KYKVPQL | | EIVPNSAE | | [
Equin DTSNESTE | | EYLIEDPE | [ QQESSSTSSSE | | EVVPINTE | | -KRIPRE-DML---YQHTL -EQLRRLS-KYNQLQL | | ] | | QATHAQ
Humain | DTRNESTQ | | NCVVAEPE | |KMESSISSSSE | | EMSLSKcA | | N | | -EQFCRLNE-YNQLOL | | | | QAAHAQ
Porcin || | NHGMEGHE | | Q- EVVGNSAE QKHVQKEEDVPS---QSYL -GHLQGLN-KYKLRQL | | | | EAIHDQ
Lapin GTRNEVTE | | EHVLADRE | | -TEASISSSSE | | EIVPSSTK | | QKYVPRE-DLA---YQPYV | | QQQLLRMKERY-QIQE | |Hmmm— |
exon14 exon15 exon16 exon17 exon18
Bovin ERLHSMKEGIHAQQ KEPMIGVNQ ELAYFYPE LFRQFYQLDAYPSGAWYY-PLGTQYTDAPSFSD IPNPIGSENSEKTT-MPLW-
Equin | —— RKPMRVVNQ EQAYFYLE | |LFRQSYQLDVYPYAAWFHPAQIMQHVAYSPFHDTAKLIASENSEKTDIIPEW-
Humain | EQIRRMNENSHVQV | E—— | —— PFQQOLNQLAAYPYAVWYYPPQIMQYVPFPPFSD ISNPTAHENYEKNNVMLQW-
Porcin | E-LHRTNEDKHTQQ GEPMKGVNQ EQAYFYFE PLHQFYQLDAYPYATWYYVP --- QYIAHPLFTNIPQPTAPEKGGKTEIMPQW-
Lapin I | | REPMRVVNQ ELAQLYLQ PFEQPYQLDAYLPAPWYYGPEVMQYVLSPLFYD LVTPSAFESAEK TDVIPEWL KN
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Les modifications post-traductionnelles,
en particulier la phosphorylation s’agis-
sant des caséines sensibles au calcium
(o, B et ag,), constituent une source
supplémentaire d’hétérogénéité. Trois
niveaux de phosphorylation ont été rap-
portés pour la caséine oy, caprine (7 a9
groupements phosphate pour le variant
A). Les résidus Ser41 et Serl15 ne sont
qu’incomplétement (respectivement 20 et
50%) phosphorylés (Ferranti et al 1997).

b) Variabilité interspécifique

Si I’on considére cette méme caséine
en faible quantité (1 a 2 g/L) dans le lait
de femme, il apparait qu’elle est sensible-
ment plus courte (170 résidus d’acides
aminés) et qu’elle présente assez peu de
similarités (de I’ordre de 30%) avec les
caséines oy, d’autres especes.

L’analyse de I’organisation du géne
humain et la prise en compte de la struc-
ture modulaire des ARN messagers ont
conduit a conclure que la similarité réelle
avec les autres caséines est significati-
vement plus élevée et que cette apparente
divergence est en fait due a une combina-
toire d’épissage propre a chaque espece
(Martin et al 1996). Le cumul des simi-
larités sur les 11 blocs exoniques codants
partagés par les especes bovine et humaine
(figure 3) conduit a un degré d’homolo-
gie qui approche les 50%. Des travaux
effectués dans 1’espéce équine confor-
tent cette analyse (Milenkovic et al 2002,
Miranda ef al 2004) et confirment I’exis-

tence d’un pool de 6 exons codants (2,
3,6,9, 12 et 17) communs a I’ensemble
des especes, et pour lequel le degré de
similarités homme/ruminants peut dépas-
ser 60%.

Des travaux récents ont permis d’élu-
cider 1’origine d’une protéine mineure
du lait de jument qui correspond a un
variant de caséine  de faible masse
moléculaire, présentant une délétion
interne de 132 résidus d'acides aminés
(figure 4). Cette protéine résulte de
I’utilisation d’un site cryptique dépissage
situé a ’intérieur de 1’exon 7, au cours
de la maturation du transcrit primaire
(Miclo et al 2007). Un tel comportement
déviant serait induit par une mutation
ponctuelle affectant un « enhancer »
d’¢épissage intronique (ISE), situé a plu-
sieurs centaines de nucléotides du site
d’épissage concerné (Lenasi ef al 2006).

3 / La micelle de caséine, une
structure encore en débat

Les micelles de caséines sont présen-
tes dans le lait de tous les mammifeéres.
On compte environ 1,14 x 10" micelles
de caséines par litre de lait. Les micelles
sont polydisperses et ont une distribu-
tion de taille trés large, dont les limites
inférieure et supérieure sont difficiles a
estimer, car fonction de la méthode utili-
sée. La gamme de taille va habituelle-
ment de 50 a 500 nm pour un diametre
hydrodynamique moyen qui se situe

Figure 4. Patron d’épissage du géne spécifiant la caséine 8 équine qui compte 226
résidus d’acides aminés dans sa forme mature complete.

Le géne se compose de 9 exons dont 6 « codants » (gris et bleu : peptide signal).
Les exons « non-codants » (1, 8 et 9) sont en turquoise. La numérotation des exons est
celle utilisée pour le géne bovin (Bonsing et al 1988). Le site cryptique d’épissage
interne a I'exon 7 est indiqué par la fleche verticale. L'utilisation de ce site cryptique
d’épissage dans I'exon 7 conduit a la synthese d’'une protéine de 94 résidus d’acides
aminés (partie supérieure de la figure). L’élimination (« skipping ») de I'exon 5
conduit a la synthése d’une protéine de 218 résidus d’acides aminés (partie inférieu-

re de la figure).

Les formes ovales, le triangle et le losange, placés en amont de I'unité de transcrip-
tion (« promoter region ») correspondent aux facteurs qui modulent la transcription
du gene. La forme ovoide jaune localisée dans le premier intron du gene correspond
au site de fixation d’'un activateur d’épissage intronique (ISE : « Intronic Splicing

Enhancer »).

‘ISE : Intron Splicing Enhancer |

Région promotrice 4

.V.o
€]

Site cryptique d’épissage

Perte de 'exon 5 |

autour de 150 a 200 nm (Holt 1985,
Dalgleish et Corredig 2012). Cette micel-
le est composée de 909% de caséine et
de 8% de minéraux. Les quatre caséines
qui la composent, les caséines i1, as2, 3 et
K, sont dans un rapport molaire respectif
de4;1;3,5et1,5. La fraction minérale
est constituée a 90% de phosphate de
calcium et a 10% d'ions magnésium et
citrate. Le phosphore lui-méme com-
prend deux fractions : la fraction
inorganique sous la forme d’un ortho-
phosphate et la fraction organique qui
correspond au phosphate lié aux
caséines par estérification des résidus
sérine (Walstra et Jenness 1984). Les
autres sels, le calcium et le magnésium,
se répartissent également dans deux
fractions, une liée aux résidus phospho-
sérines et aux groupements carboxyles
des protéines et I’autre organisée en
un complexe composé de phosphate, de
citrate, de calcium et de magnésium,
appelé Phosphate de Calcium Colloidal
(PCC). La composition et la structure
du PCC ne sont toujours pas ¢lucidées.

La structure de cette micelle de caséine
reste un sujet de discussion et fait encore
débat, en dépit des nombreux travaux qui
lui ont été consacrés comme en témoi-
gnent les revues récentes sur ce théme
(Holt 1992, Horne 2006, McMahon et
Oommen 2008, Dalgleish 2011, de Kruif
et al 2012). Depuis les années soixante,
plus d’une dizaine de mode¢les de struc-
ture micellaire ont été décrits autour de
deux variantes : le mode¢le a sous-unités
(ou modele a sub-micelles) et le modéle
a « nanoclusters » (ou modéle a structure
ouverte). Ces deux modéles se rejoignent,
d’une part sur la localisation de la caséi-
ne k a la surface de la micelle dont les
chaines C-terminales constituent une
couche « chevelue » qui permet de sta-
biliser la micelle et, d’autre part sur la
porosité de la structure micellaire.

3.1/ Le modele a sous-unités ou
a sub-micelles

Le modeéle a sous-unités a été dévelop-
pé a partir de données expérimentales
issues d’études sur la dissociation de la
micelle et d’observations morphologiques
en microscopie. Le modele « coeur-cou-
ronne » originel constitué des caséines
oy et B entouré par une couche de caséine
« (Waugh et al 1970) a progressivement
évolué pour aboutir au mode¢le trés connu
de Schmidt (1982). La micelle est assi-
milée a une sphére composée de sous-
unités protéiques, elles-mémes sphériques
dont la taille varie entre 10 et 20 nm.
Les sous-unités auraient une composi-
tion variable avec un cceur hydrophobe
et une couche externe constituée des
régions polaires des caséines, les résidus
chargés seraient donc exposés a la sur-
face de la sous-unité. Les sous-unités
seraient reliées par le PCC pour former
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Figure 5. Les deux modeles proposés pour la structure de la micelle de caséine.

Modéle a sous-unités : les grains figurent le phosphate de calcium colloidal. Les
cercles représentent les sous-unités et les filaments I'extrémité de la caséine «.

Modeéle a structure ouverte : les grains figurent les nanoclusters distribués dans
une matrice de caséines. Les filaments a la surface représentent I'extrémité de la

caséine «.

Modeéles a sous-unités

Modeéles a structure ouverte

Walstra (1999)

la micelle de caséines. Il existerait deux
types de sub-micelles : celles constituées
de caséines o, et B au coeur de la micelle
et celles constituées de caséines o, et
(Ono et Obata 1989). Les sous-unités
riches en caséine «k se situeraient préfé-
rentiellement a la surface de la micelle.
La partie C-terminale hydrophile de la
caséine « (le caséino-macropeptide) forme
une couche de « cheveux » flexibles a la
surface de la micelle stabilisant la struc-
ture colloidale par répulsions électrosta-
tiques et stériques entre les micelles en
suspension (Walstra et Jenness 1984).
La variante la plus récente de ce modele
est celle de Walstra (1999) reprenant le
mod¢le sub-micellaire contenant des
sous-unités d'une taille comprise entre
15 et 20 nm dans lequel le phosphate de
calcium ferait partie intégrante des sub-
micelles sous forme de microgranules
(figure 5). Des interactions, notamment
hydrophobes, assureraient la cohésion
au sein des sous-unités (Walstra 1999).

3.2 / Le modéle a « nanoclusters »
ou a structure ouverte

La micelle est décrite dans ce modele
comme un réseau construit a partir d’un
point de nucléation qui s’est développé
grace aux interactions entre le calcium
et les différentes caséines. Ce point de
nucléation est constitué de nanoclusters
qui sont des substructures de 2,3 nm
constituées de calcium stabilisé par des
interactions avec les groupements phos-
phoséryles des caséines notamment o
et B (Holt 1998). La micelle se construi-
rait par un processus d’interactions non
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De Kruif et Holt (2003)

covalentes entre les caséines impliquant
ces nanoclusters comme point de jonc-
tion. Dans le modéle de Holt et Horne
(1996), complété par Horne (1998),
I’incorporation des nanoclusters de phos-
phate de calcium, au niveau des clusters
de phosphosérine, permettrait la neutra-
lisation des charges négatives et 1’éta-
blissement de liaisons entre les régions
hydrophiles des protéines. Les nanoclus-
ters rendent alors les interactions hydro-
phobes majoritaires dans la micelle. La
micelle est ainsi assimilée a un édifice
poreux dans lequel s'est formé un réseau
de caséines ag; et oy, dans lequel vient
s'insérer la caséine . La caséine x ne
possede pas de clusters de phosphosérine
et ne peut donc pas se lier au PCC. Elle
interagit avec les autres caséines par son
unique segment hydrophobe et limite donc
le développement du réseau micellaire.
Elle formerait une couche chevelue a
la surface de la micelle et participerait
a la stabilisation de la structure colloi-
dale comme dans le cas du modele sub-
micellaire (figure 5), (de Kruif et Holt
2003).

3.3/ Quel modéle privilégier ?
Qu’apportent la physique et la
biologie ?

Au cours des cinq dernic¢res années,
les techniques de diffusion de la lumiére
notamment la diffusion des neutrons et
des rayons X améliorées par la qualité
des faisceaux ont été utilisées pour
mieux comprendre la structure interne
de la micelle. Les deux modéeles ont été
récemment analysés au travers du crible

des expériences de diffusion de la lumié-
re et seul le modéle a structure ouverte
est en adéquation avec les données
quantitatives obtenues (de Kruif et al/
2012). Il ressort de cette analyse qu’il
n’existe aucune substructure dans la
micelle. La distribution de masse est
homogene dans la micelle avec des
régions de plus ou moins grande densi-
té et la seule hétérogénéité serait liée
a la présence des nanoclusters (de 1’ordre
de 2 nm) dispersés dans la matrice et dis-
tants en moyenne de 18,6 nm soit un total
de 286 a 372 nanoclusters par micelle
de caséine (de Kruif ez a/ 2012). L’assem-
blage protéique est thermodynamique-
ment stable par ’effet coopératif des
interactions faibles entre les caséines et
la stabilisation stérique assurée par la
caséine k. La présence de régions de
plus ou moins grande densité est a la
base du modele hiérarchique triple pro-
posé par Bouchoux ef a/ (2010) : le pre-
mier niveau étant les nanoclusters ; le
niveau intermédiaire basé sur des régions
de forte densité constituées de caséines et
de phosphates réparties dans une matri-
ce comme une éponge et enfin le troisie-
me niveau étant la micelle elle-méme
d’un diameétre moyen de 100 nm. Les
microscopies électroniques a forte réso-
lution comme la cryo-microscopie a
transmission, qui ne souffrent pas des
artéfacts habituellement liés a la prépa-
ration des échantillons (fixation, colora-
tion), ne montrent pas la présence de
sub-micelles (Marchin et al 2007,
McMahon et Oommen 2008).

Les images tomographiques a trois
dimensions obtenues récemment par la
cryo-microscopie a transmission mon-
trent la présence de cavités remplies
d’eau de 20 a 30 nm de diameétre et des
canaux d’environ 6 a 12 nm. Ces images
visualisent la présence de petites parti-
cules attribuées aux nanoclusters de 6 a
12 nm de diamétre (Trejo et al 2011).
D’autres techniques comme la résonan-
ce plasmonique de surface, qui permet
de sonder la surface de la micelle au tra-
vers de sondes fonctionnalisées avec des
anticorps anti-caséines, ont permis de con-
forter la présence de toutes les caséines a
la surface de la micelle (Dupont ef a/ 2011).

Durant ces derniéres années, il ressort
que la contribution importante des tech-
niques de la physique de la matiere molle
a été de fournir des données quantitatives
- pour étayer les représentations de struc-
tures basées jusqu’alors sur I’imagination
des chercheurs - ou d’ordre conceptuel. Si
la physique plaide plutot en faveur d’un
modele a structure ouverte, la biologie
semble faire prévaloir le modele a sous-
unité sur la base des observations mor-
phologiques de la micelle dans la cellule
¢épithéliale mammaire. Une analyse détail-
1ée sur ce dernier point est fournie dans
la revue de Farrell et al (2006).
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11 apparait actuellement difficile d’ac-
cepter un modéle et d’¢éliminer complé-
tement 1’autre car aucun des modéles ne
donne une description au niveau molé-
culaire permettant de comprendre 1’orga-
nisation interne de la micelle. C’est certai-
nement une meilleure connaissance du
role de chacune des caséines dans 1’¢labo-
ration de la structure micellaire, a 1’exem-
ple des travaux menés sur le réle de la
caséine oy, qui contribuera a comprendre
I’organisation de cette suprastructure
hiérarchique dans la voie de sécrétion
(Chanat et al 1999, Le Parc et al 2010).

3.4 / Impact nutritionnel
a) Peptides bioactifs d’origine laitiere

La micelle de caséine est un acteur clef
dans les propriétés technologiques du lait
et a fait I’objet de plusieurs ouvrages
(Walstra et al 1999, Jeantet et al 2008).
En revanche, la fonction biologique de la
micelle n’est pas connue avec certitude,
mais on lui attribue le réle primordial de
vectorisation du calcium pour le déve-
loppement du nouveau-né. Des études
suggerent également qu’une de ses fonc-
tions serait de prévenir la calcification de
la glande mammaire en séquestrant le
phosphate de calcium afin d’éviter ainsi
sa précipitation (de Kruif et Holt 2003).
La fonction de la micelle de caséine
mérite d’étre reconsidérée en terme de
potentiel biologique, en particulier a la
lumiére du nombre croissant de peptides
biologiquement actifs dérivés des caséi-
nes qui ont été identifiés au cours des 25
derniéres années (Maubois et Léonil
1989, Clare et Swaisgood 2000, Meisel
2005). Ces peptides sont capables de
moduler des fonctions de I’organisme en
agissant par exemple sur la digestion, le
systéme nerveux central et périphérique,
le systéme immunitaire et cardiovascu-
laire. Ils présentent des activités opiacées,
anti-hypertensives, anti-thrombotiques,
immuno-modulatrices, anti-virales, anti-
microbiennes et sont aussi capables
d’agir sur 1’absorption des minéraux, la
sécrétion des hormones digestives ou de
mucines intestinales (Phelan ef al 2009).
Les mémes activités se retrouvent au sein
de peptides issus des protéines solubles
du lait. Il faut signaler que ces peptides
sont présents chez toutes les espéces
laitiéres. L’étude des peptides bioactifs
a été un domaine de recherche tres actif
en raison du potentiel que ceux-ci pou-
vaient présenter pour le développement
d’aliment-santé. Par conséquent, un grand
nombre de peptides bioactifs a été iden-
tifié et leurs séquences ont été réperto-
riées dans des bases de données (BIO-
PEP). Les peptides bioactifs ont géné-
ralement entre 2 et 20 acides aminés a
I’exception du caséino-glycomacropep-
tide correspondant au 1/3 C-terminale
de la caséine k (séquence 106-169), qui
compte 64 résidus d'acides aminés. Ils

sont libérés par hydrolyse enzymatique
(enzymes gastro-intestinales, enzymes
ajoutées au lait au cours des procédés de
transformation ou issues des bactéries
lactiques). Des quantités de peptides bio-
actifs de I’ordre de la centaine de mg/kg
ont été trouvées dans certains fromages
et souvent dans des fromages a pates
pressées.

Plusieurs revues récentes de la littéra-
ture ont été consacrées aux peptides bio-
actifs du lait, (Korhonen 2009, Ricci-
Cabello et a/ 2011), aussi cet aspect sera
décrit sans exhaustivité ci-dessous en
ciblant ceux qui ont été particuliérement
étudiés.

Peptides anti-hypertensifs : ces peptides
inhibent I’activité de I’enzyme de conver-
sion de I’angiotensine (ECA) dans les tests
in vitro. L’ECA est une enzyme clef dans
la régulation de la pression artérielle en
agissant sur le systéme rénine-angioten-
sine ; 1’angiotensine II étant un vaso-
constricteur puissant. Ces activités sont
retrouvées dans les caséines osi, B et K
ainsi que dans la B-lactoglobuline, 1’a-
lactalbumine et la sérum albumine. Les
peptides les plus étudiés sont deux tri-
peptides, Val-Pro-Pro et Ile-Pro-Pro,
issus de la caséine B. Leur efficacité a
¢été démontrée chez ’Homme dans le
cadre d’un régime alimentaire et a donné
lieu a une exploitation commerciale de
produits laitiers fermentés a effets anti-
hypertensifs au Japon, en Finlande et aux
Etats-Unis.

Peptides anti-thrombotiques : ces pep-
tides sont présents dans la caséine k en
position (106-116, 109-111) et la lacto-
ferrine (39-42). Ils inhibent 1’agrégation
plaquettaire et se sont révélés actifs en
injection intraveineuse dans un modéle
de thrombus artériel chez 1’animal.
Malgré leur intérét potentiel sur la dimi-
nution du risque cardio-vasculaire, 1’ad-
ministration orale de ce peptide dans le
cadre d’un régime alimentaire n’a pas
fait ’objet d’étude chez I’'Homme.

Peptides opioides : les plus connus sont
une famille de peptides, les B-casomor-
phines (séquence 60-66), issue de la
caséine . Ils agissent sur la motilité
intestinale, la vidange gastrique et les
sécrétions gastro-intestinales. Ces effets
ont été démontrés chez I’animal et n’ont
quasiment pas fait I’objet d’étude chez
I’Homme probablement en raison des
effets multiples de ces peptides, qui agis-
sent sur plusieurs cibles physiologiques.

Phosphopeptides du lait : ces séquen-
ces portent des clusters de phosphoserine,
leurs permettant de solubiliser des miné-
raux comme le calcium et des oligo-
¢éléments (fer, zinc, magnésium...). Cette
propriété leur permet de favoriser 1’ab-
sorption de ces minéraux. Cet effet a été

démontré chez I’animal. En revanche,
les études chez I’Homme ont donné
lieu a des résultats contradictoires. Les
études actuelles sont plutot axées sur les
propriétés anti-cariogéniques des phos-
phopeptides du lait, qui provoquent une
reminéralisation de 1’émail des dents.
Cette activité est exploitée actuellement
dans le domaine des soins dentaires.

Peptides immunomodulateurs : ces pep-
tides sont capables de stimuler la proli-
fération des lymphocytes, la phagocytose
par les macrophages et la production de
cytokines. Ces activités potentiellement
intéressantes pour renforcer le systéme
immunitaire ont fait 1’objet de peu
d’études chez I’Homme, une des dif-
ficultés majeures étant de trouver les
biomarqueurs adéquats de la réponse
immunitaire.

Les perspectives de développement
de I’utilisation des peptides bioactifs du
lait nécessitent probablement d’appro-
fondir les connaissances sur leur mode
d’action et les mécanismes de signalisa-
tion qui sont mis en place au niveau
intestinal, car de nombreuses études
apportent la preuve de leur présence dans
le tractus gastro-intestinal suite a la
consommation de protéines de lait et de
produits laitiers (Phelan et al 2009).

b) Spécificité nutritionnelle des protéines
du lait

En terme nutritionnel, un des résultats
marquants est la découverte du concept
de protéines lentes et rapides (Boirie et
al 1997). Lorsque les protéines du lait
sont ingérées sous forme de caséines ou
de protéines solubles, il apparait que les
acides aminés de la caséine sont libérés
et absorbés plus lentement que ceux des
protéines solubles chez ’Homme, ce
qui se traduit par une meilleure efficaci-
té des caséines sur 1’anabolisme post-
prandial. Les caséines sont uniques par
rapport a leur comportement digestif car
elles sont les seules a précipiter dans
I’estomac. Ces connaissances ouvrent
de nouvelles perspectives nutritionnelles
car elles peuvent permettre d’optimiser
la réponse protéique postprandiale chez
I’Homme, voire de faciliter le gain pro-
téique a long terme de populations dont
le capital protéique peut étre dangereu-
sement affecté.

4 / Les lipides du lait : une
composition complexe et
structurée au fort potentiel
nutritionnel

La maticre grasse laitiére représente
une source de lipides importante dans
I’alimentation des frangais (AFSSA 2009,
FAPRI 2009). Celle-ci a pourtant long-
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Figure 6. Différents niveaux de structure de la matiére grasse laitiere (adapté de Michalski 2009 et Lopez 2011).
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des lipides du lait :
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temps ¢été décriée dans le contexte du
développement de pathologies notam-
ment cardiovasculaires, du fait de sa
richesse en acides gras saturés a chaine
longue comme I’acide palmitique. Cepen-
dant, les études récentes tendent a discul-
per les lipides laitiers et a mettre en avant
leur richesse en nutriments lipidiques
mineurs au potentiel bioactif (Asli-
bekyan et al 2012). La spécificité de leur
organisation supramoléculaire dans les
aliments est aussi un ¢lément important
longtemps négligé et mieux pris en
compte aujourd’hui dans I’analyse de
leurs propriétés nutritionnelles (Raynal-
Ljutovak ef al 2011). Le lait contient 3
a 5% de lipides (Jensen 2002). Comme
dans I’alimentation en général, plus de
95% des lipides laitiers sont des triacyl-
glycérols ou TriGlycérides (TG), appor-
tant chacun trois molécules d’Acides Gras
(AQ), estérifiés sur une molécule de gly-
cérol (figure 6A). D’autres lipides mineurs
d’importance fonctionnelle sont les
Lipides Polaires (LP, phospholipides et
sphingolipides), le cholestérol, les di- et
monoglycérides et les vitamines liposo-
lubles (A, D, E, K). L’objectif de cette
partie est de résumer les spécificités des
lipides laitiers aux niveaux moléculaire
et supramoléculaire concernant les
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molécules vectrices d’AG majeurs (TG
et LP), en soulignant leur potentiel d’in-
térét nutritionnel.

4.1/ Un profil en acides gras com-
plexe et spécifiquement réparti sur
les triglycérides

a) Composition en acides gras du lait et
structure des triglycérides

Comme chez tous les mammiféres, la
composition en AG du lait de vache est
influencée par I’alimentation de la vache,
sa race, la saison et la localisation géo-
graphique ; différentes revues indiquent
des profils en AG reflétant ces influences
(Chilliard et al 2001, Jensen 2002,
Chilliard et a/ 2007, Lopez 2011). Il
faut noter que sur les environ 400 AG
représentés dans le lait, une douzaine
seulement y sont présents en proportion
supérieure a 1% (MacGibbon et al 2006).
Des tendances globales peuvent cepen-
dant étre résumées concernant le profil
en AG du lait. Le lait de vache présente
la particularité de contenir des AG a
chaines courtes (4:0 - 6:0) et moyennes
(8:0 - 12:0), jusqu’a 15% en cumulé. 1l
est également riche en AG saturés a
chaine longue (>14:0, dont du 16:0 pour

Globules gras natifs les plus petits
(~100 nm) non homogénéisables

20 a 35%) et en AG monoinsaturés,
notamment ’acide oléique (18:1 n-9 cis
pour environ 20-25%). La matiére grasse
laitiére est ¢galement une source non
négligeable d’acides gras essentiels,
I’acide alpha-linolénique 18:3 n-3 cis
(0,5 a2%) et I’acide linoléique 18:2 n-6
cis (1 a 3%) (Jensen 2002). D’autres
acides gras spécifiques du lait sont I’acide
vaccénique (18:1 trans 11) et les conju-
gués de I’acide linoléique ou CLA (prin-
cipalement I’acide ruménique 18:2 cis 9
trans 11, 0,2 a 2%), issus de la biohydro-
génation des acides gras insaturées par
les bactéries dans le rumen.

Comme dans I’alimentation en général,
ces AG ne sont pas présents sous forme
libre dans le lait mais portés principale-
ment par les TG. Or, la composition et
la structure des TG de la matiére grasse
laitiére sont tout a fait spécifiques. En
effet, la distribution des AG sur les
positions sn-1, 2 et 3 des TG n’y est pas
due au hasard. Plus de mille espéces
moléculaires de TG coexistent (Michalski
2008). D’apres la revue détaillée de
Jensen (2002), certains AG sont estérifiés
préférentiellement sur certaines positions
des TG (tableau 2). Les espéces majori-
taires de TG présentes dans le lait sont
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ainsi : 18:1 - 16:0 - 4:0 (4,2% des TG
totaux), 16:0 - 16:0 - 4:0 (3,2%) et 16:0
-14:0 - 4:0 (3,1%). Si 43% des espéces
moléculaires de TG contiennent au
moins 2 acides gras parmi C14:0, C16:0,
C18:0 et C18:1, il est important de sou-
ligner que 36% contiennent C4:0 ou C6:0
(en position sn-3) en plus de 2 AG a
chaine longue.

b) Impact nutritionnel

Depuis quelques années, différents tra-
vaux ont eu pour objectif de savoir com-
ment modifier le profil en AG du lait de
maniére a se rapprocher des recomman-
dations nutritionnelles (limitation des
AG saturés - AGS -, augmentation des
acides gras polyinsaturés - AGPI), notam-
ment par le biais de la qualité de I’alimen-
tation des troupeaux. On peut noter en
particulier dans ce contexte les stratégies
de supplémentation alimentaire des
vaches en graines de lin extrudées par
exemple. De premieres études d’interven-
tion nutritionnelle suggérent que ces
pratiques de la filiére lin présentent des
bénéfices pour la santé du consommateur
du point de vue du profil en cholestérol
et en antioxydants circulants dans le sang
(Intorre et al 2011, Malpuech-Brugere
et al 2010).

Du point de vue de I’impact métabo-
lique d’AG spécifiques, plusieurs font
actuellement 1’objet d’une attention par-
ticuliere (Haug ef a/ 2007). Les AG a
chaines courtes et moyennes sont méta-
bolisés différemment des autres AG :
une fois libérés par I’hydrolyse des TG
via ’action des lipases gastrique puis
pancréatique, ils sont directement absor-
bés et transportés par la veine porte pour
étre beta-oxydés par le foie. Ainsi, ils ne
contribuent pas au stockage de graisse
dans le tissu adipeux ou a la lipotoxicité
(Michalski 2009, Mu et al 2004). Par
ailleurs, des AG a chaine courte ont
récemment été décrits pour leur effet
antibactérien sur des microorganismes
oraux (Huang et al 2011). Le rdle poten-
tiel des AG a chaines courtes et moyennes
du lait dans la santé de la sphére orale
serait donc important a étudier. D’une
maniére plus générale, différentes revues
soulignent les effets métaboliques spé-
cifiques de chaque type d’AG saturé.
L’acide myristique du lait est ainsi
capable d’augmenter le HDL cholestérol
chez I’'Homme. Des effets neutres a béné-
fiques de I’acide stéarique ont aussi été
observés sur le risque athérogeéne. Les
AGS de différentes longueurs de chaines
exercent aussi des effets anti-inflamma-
toires, antiviraux et antibactériens dans
I’intestin, et participeraient aux méca-
nismes de défense immunitaire via les
HDL (German et al 2010). Chez la sou-
ris, un régime enrichi en matiére grasse
laitiere aboutit a une inflammation
métabolique plus faible qu’un régime

enrichi en huile de palme, également riche
en acides palmitique et stéarique, mais
dépourvu d’AG a chaines courtes et
moyennes, en lien avec une composition
différente du microbiote intestinal
(Laugerette et al 2012). Toujours chez
le rongeur, une matiére grasse laitiere
riche en acide alpha-linolénique aboutit
a une accrétion plus efficace du DHA
dans le cerveau qu’un régime dépourvu
de maticre grasse laitiére et enrichi en
DHA (Du et al 2012). Ainsi, il convient
de ne pas considérer les AGS d’un seul
bloc du point de vue de leurs effets phy-
siologiques (Legrand 2008), ce qui est
aujourd’hui pris en compte dans les
apports nutritionnels conseillés (AFSSA
2010). De ce point de vue, la matiere
grasse laitiére a la spécificité d’en repré-
senter toute la variété.

Le lait contient d’autre part des acides
gras insaturés a structures spécifiques.
L’acide vaccénique du lait est un acide
gras trans de structure différente (18:1
trans 11) de I’acide ¢élaidique (trans 9),
son homologue issu des transformations
des huiles végétales qui est réputé plus
athérogene. Des travaux récents montrent
que I’isomere frans 9 est plus incorporé
dans les phospholipides des hépatocytes
que I’acide vaccénique, au moins in vitro.
Ces résultats aménent a se questionner
sur le métabolisme hépatique des iso-
meres d’AG trans et aux conséquences
sur ’efflux de cholestérol chez I"'Hom-
me aprés consommation de sources lai-
tieres ou végétales (Du ef a/ 2011). Un
autre type d’AG trans laitier est aujour-
d’hui source d’attention particuliére :
I’acide palmitoléique (16:1 n-7 trans).
Ce biomarqueur de la consommation de
produits laitiers est en effet associé a
une diminution de différents facteurs
de risque métabolique : triglycéridémie,
inflammation, marqueurs anthropomé-
triques, ¢lévation du cholestérol HDL,
notamment (Mozaffarian et al 2011).
Les CLA font aussi 1’objet de nombreux
travaux du fait de leur capacité a inhiber
la lipogénése (Kennedy ef a/ 2010). Une
étude récente souligne une association
entre la concentration de CLA rumé-
nique dans le tissu adipeux et un risque
diminué d’infarctus du myocarde chez
I’Homme (Smit ez a/ 2010). D’autre part,
des effets anti-inflammatoires des CLA
sont ¢tudiés (Huebner ef al 2010).

Enfin, les AG a chaines ramifiées sont
des especes mineures dans le lait, présents
aune teneur cumulée de environ 2% (soit
environ 200 mg consommés par jour dans
I’alimentation nord-américaine), mais
sujets a un intérét croissant du fait de
leur bioactivité potentielle (Ran-Ressler
et al 2011). C’est le cas notamment de
I’acide phytanique (acide (7R,1IR)-
3,7,11,15-tetramethylhexadécanoique),
produit secondaire issu de la fermenta-
tion de la chlorophylle dans le rumen.

L’acide phytanique pourrait présenter des
effets préventifs sur le syndrome méta-
bolique du fait de son activité¢ décrite
comme agoniste des récepteurs nuclé-
aires RXR et PPAR-o. Chez I’Homme,
sa concentration plasmatique augmente-
rait avec la consommation de maticre
grasse laiticre, les conséquences méta-
boliques restant a mettre en évidence
(Werner et al 2011).

D’autres travaux s’intéressent actuel-
lement a I’importance de la position
des AG sur les TG dans des matieres
grasses alimentaires sur leur digestion
et leur absorption intestinale, ce qui a
donné lieu a différentes revues (Berry
2009, Raynal-Ljutovak et a/ 2011). En
effet, la lipase gastrique hydrolysant
préférentiellement les acides gras situés
en position sn-3, et la lipase pancréatique
libérant ceux en positions sn-1 et sn-3,
ces AG situés en positions externes sont
ainsi libérés sous forme d’AG libre dans
la lumiére intestinale tandis que I’AG en
position centrale des TG reste estérifié
sous forme de monoglycéride (Armand
2008b). Cette derniére forme est effica-
cement absorbée au niveau entérocytaire
tandis que parmi les AG gras libres, une
petite partie peut avoir des difficultés a
étre absorbée, comme dans le cas des
AG saturés a longue chaine pouvant
former des savons en présence de
cations divalents. Chez le nourrisson,
I’acide palmitique du lait maternel est
particulierement bien absorbé car il est
situé en position sn-2 des TG dans le
lait humain ; nous pouvons noter que
dans le lait de vache prés de la moitié
de I’acide palmitique est également
située en sn-2, contrairement a d’autres
graisses saturées notamment végétales
ou il est situé en positions externes
(Raynal-Ljutovak et al 2011). Chez
I’Homme adulte, I’effet de la structu-
re moléculaire des TG ingérés sur la
quantité de lipides circulant dans le
sang au cours de la digestion semble
surtout corrélé a 1’état physique de la
maticére grasse induit par cette struc-
ture triglycéridique, avec une moindre
absorption pour des matiéres grasses
partiellement solides a température
corporelle (Berry 2009, Raynal-Ljutovak
et al 2011). Concernant la matiére
grasse laitiere, moins de 5% des TG
sont encore cristallisés a 37°C (Lopez
2011). Nous devons aussi rappeler que
les AG courts et moyens de la matiére
grasse laitiére sont presque exclusive-
ment en position externe sn-3 (Tableau
2). Ils sont ainsi rapidement hydro-
lysés et fournissent une source rapide
d’énergie disponible au cours de la
digestion (Small 1991). Des études cli-
niques complémentaires devront per-
mettre de mettre en évidence I’impact
nutritionnel de la structure spécifique
des TG laitiers par rapport a d’autres
sources de matiéres grasses.

INRA Productions Animales, 2013, numéro 2
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Tableau 2. Régio-distribution des acides gras majeurs sur les positions sn-1, 2 et 3 des triglycérides du lait (valeurs arrondies)
(Michalski 2009, adapté de plusieurs auteurs).

% molaire sur la position "
Acide gras Type de lait sn-1 sn-2 sn-3
Butyrique (4:0) N.S.® 98
Caproique (6:0) N.S. 93
N.S. 43,5 52,5
Caprylique (8:0) Teneur faible en CLA® 0 50 50
Teneur élevée en CLA®) 0 0 100
N.S. 51,5
Caprique (10:0) Teneur faible en CLA 0 32 68
Teneur élevée en CLA 0 18 82
N.S. 60
Laurique (12:0) Teneur faible en CLA 40 49 11
Teneur élevée en CLA 0 78 22
N.S. 62
Myristique (14:0) Teneur faible en CLA 9 72 18
Teneur élevée en CLA 11 53 36
N.S. 44,5 43
Palmitique (16:0) Teneur faible en CLA 37 40 23
Teneur élevée en CLA 41 42 17
N.S. 56 28
Stearique (18:0) Teneur faible en CLA 51 17 32
Teneur élevée en CLA 47 32 21
N.S. 59 0 41
Oleique (18 :1 n-9 cis) Teneur faible en CLA 34 18 48
Teneur élevée en CLA 32 23 45
N.S. 35
Linoleic (18:2 n-6 cis) Teneur faible en CLA 13 19 68
Teneur élevée en CLA 27 26 46
N.S. 44
a-Linolenic (18:3 n-3 cis) Teneur faible en CLA 47 24 29
Teneur élevée en CLA 34 37 29
N.S. 26
CLA (18:2 9cis, 11trans) Teneur faible en CLA 35 13 52
Teneur élevée en CLA 19 16 65

M sur une ligne, les positions sn associées a des cases vides contiennent la fraction complémentaire de I'acide
gras considéré (par exemple, 2% de I'acide butyrique est estérifié en positions sn-1 et/ou sn-2).

@ Non Spécifié: matiére grasse laitiere de beurre ou de produits laitiers achetés localement tel qu’indiqué par les

auteurs, ou compilation de valeurs indiquées dans la littérature (Jensen 2002).

® Teneur faible en CLA : matiére grasse de beurre sélectionnée pour sa faible teneur en acide ruménique (0,8%
des acides gras totaux) ; Teneur élevée en CLA : matiére grasse de fromage Comté sélectionnée pour sa teneur
élevée en acide ruménique (2,1% des acides gras totaux) (Valeille et Martin 2004).

4.2 / Une organisation supramo-
léculaire sous forme de globules
gras entourés d’une membrane
riche en lipides polaires

L’impact possible de 1’organisation
supramoléculaire des lipides dans les
aliments sur la digestion et la métaboli-
sation des AG, au-dela de leur simple
composition, est désormais mise en
avant dans les études nutritionnelles
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(Raynal-Ljutovak et al 2011). Ceci
constitue une évolution conceptuelle
importante qui trouve désormais sa
place dans les études d’intervention et
les réflexions sur les recommandations
nutritionnelles (de Oliveira Otto et al
2012). Cette approche est particuliere-
ment pertinente concernant la matiére
grasse laitiére qui présente différents
niveaux d’organisation dans le lait et
les produits laitiers (Armand 2008b,
Lopez 2011).

a) Les globules gras et leur membrane :
structure et importance pour la digestion
des lipides

Le lait étant une émulsion, les lipides
y sont présents sous forme de goutte-
lettes présentant une structure supramo-
léculaire unique : les globules gras du lait
(Armand 2008b, Michalski 2009, Lopez
2011). La figure 6B en montre une re-
présentation schématique i) a 1’état
natif au moment de la sécrétion du lait
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et ii) suite aux traitements technolo-
giques d’homogénéisation. Les globules
gras sont constitués d’un coeur de TG
entourés par une membrane biologique,
la MFGM. Celle-ci comprend une mono-
couche interne de LP dérivée de la
membrane du RE qui enrobe les goutte-
lettes lipidiques lors de leur formation
intracellulaire, et d’une bicouche externe
correspondant a la membrane biologique
de la cellule épithéliale emportée au cours
de la sécrétion des globules gras. Entre
les deux couches peuvent rester piégées
des excroissances cytoplasmiques pou-
vant ainsi contenir du matériel bioactif
comme des ARNm, par exemple. Il est
important de souligner que la couche
externe de la MFGM présente toutes les
caractéristiques structurales des mem-
branes biologiques. Cela inclut en particu-
lier la présence de nombreuses protéines,
récepteurs et transporteurs membranaires
(Mather 2000), dont des mucines et la
xanthine oxydase. Comme c’est le cas
pour les membranes biologiques en géné-
ral, la MFGM présente des caractéris-
tiques structurales d’importance fonction-
nelle comme la présence de « radeaux »
lipidiques (« rafis »), qui sont des micro-
domaines organisés riches en cholesté-
rol et en SphingoMy¢line (SM) (Lopez
2011). Toutefois, il est important de
noter que cette structure est fortement
altérée par le traitement d’homogénéi-
sation utilisé pour stabiliser physique-
ment le lait pour sa commercialisation
(Cousin et al 2009). Les composants de
la MFGM sont alors toujours présents
dans le lait, mais I’organisation des gout-
telettes est drastiquement modifiée, avec
un diamétre réduit et ’enrobage des TG
avec des caséines et des protéines sériques
(figure 6B).

L’importance de cette organisation des
lipides, sous forme de globules gras dif-
féremment structurés, sur leur digestion,
leur absorption et leurs conséquences
métaboliques fait I’objet d’un intérét
croissant de la communauté scientifique
comme en témoignent différentes revues
(Michalski et al 2006a, Raynal-Ljutovak
et al 2011). En effet, la lipolyse digesti-
ve in vitro de la matiére grasse laiticre
différe selon la structure des goutte-
lettes lipidiques (Armand 2008b, Berton
et al 2012, Vors et al 2012). Chez le
rongeur, des globules gras du lait homo-
généisés ou non, et des gouttelettes
d’émulsions de matiére grasse laiticre
recouvertes de protéines ou de phospho-
lipides, n’aboutissent pas a la méme
cinétique de lipémie et de métabolisa-
tion des AG au cours de la période de
digestion (Michalski et a/ 2005, Michalski
et al 2006b). Une étude clinique récente
a testé chez des hommes minces ou
obeses, des petits déjeuners de méme com-
position, mais différant uniquement par
la structure d’apport de la matiére grasse
laitiere, émulsionnée ou tartinée. Cela

aboutit notamment a des différences
importantes de cinétique d’absorption
des AG et in fine, a des niveaux de beta-
oxydation différents de ces AG ingérés
(Vors et al 2013). L’importance méta-
bolique sur le long terme de la consom-
mation de matiére grasse différemment
structurée dans les produits est donc a
¢lucider.

b) Propriétés nutritionnelles des lipides
polaires laitiers de la membrane des
globules gras

Depuis quelques années, la littérature
scientifique sur 1’utilisation possible
d’extraits de MFGM pour des applica-
tions nutritionnelles se développe. Ceci
est dii principalement aux propriétés
fonctionnelles des lipides polaires laitiers
qu’elle contient, ces LP étant décrits dans
certains travaux récents comme présen-
tant des effets bénéfiques sur le méta-
bolisme des lipides, la prévention du
cancer du célon et la fonction intestina-
le (Rombaut et Dewettinck 2006, Argov
et al 2008). Différentes revues récentes
dressent une liste des nombreuses molé-
cules bioactives présentes dans la MFGM,
pouvant se révéler importantes dans les
propriétés nutritionnelles des produits
laitiers et aboutir a la formulation de nou-
veaux ingrédients alimentaires (Riccio
2004, Spitsberg 2005, Michalski et al
2006a, Ward et al 2006, Dewettinck et
al 2008, Jimenez-Flores et al 2008,
Michalski 2009). Parmi ces molécules
d’intérét se trouvent les LP laitiers
incluant les sphingolipides (SM, gan-
gliosides et cérébrosides) (Vesper et al
1999), les glycérophospholipides comme
la PhosphatidylCholine (PC) et les pro-
téines de la MFGM (mucines dont MUC,
XO, protéines liant les acides gras dont
FABP...) (Fong et al 2007).

Du point de vue du métabolisme des
lipides, différentes études montrent des
bénéfices d’une supplémentation en LP
laitiers pour améliorer le métabolisme
des TG et du cholestérol notamment au
niveau hépatique (Kamili ef a/ 2010,
Wat et al 2009). Du point de vue de la
digestion, la SM et ses métabolites sont
décrits comme limitant 1’absorption
intestinale du cholestérol et peuvent
influencer I’hydrolyse des TG et la syn-
theése des lipoprotéines (Nilsson et al
20006). L’hydrolyse des TG par la lipase
gastrique est en effet réduite si ceux-ci
sont contenus dans des gouttelettes cou-
vertes de SM plutdt que de PC (Armand
2008a). D’une manicre générale, les LP
alimentaires sont réputés pour leurs effets
bénéfiques sur le métabolisme hépatique
en interférant avec 1’absorption des sté-
rols et en stimulant I’excrétion des sels
biliaires et du cholestérol (Rampone 1973,
Cohn et al 2008). Peu d’études sur les
effets métaboliques des LP laitiers ont
été effectuées chez I’Homme a ce jour ;

les premieres tendent a montrer des effets
différents sur les lipoprotéines plasma-
tiques en comparaison avec des phos-
pholipides d’ceuf (Ohlsson et al 2009;
Ohlsson et al 2010).

En résumé, la fraction lipidique du lait
présente une diversité de molécules spé-
cifiques dont le potentiel bioactif de cer-
taines est en cours d’exploration, 1’en-
semble étant structuré d’une maniére
spécifique dans les différents produits
laitiers pouvant contribuer a leurs effets
sur I’organisme.

5/ Les lactosomes

La plupart des cellules libérent, lors de
la fusion de corps multivésiculaires avec
la membrane plasmique, des vésicules
membranaires de 40 a 100 nm de dia-
métre appelés exosomes. IIs représentent
vraisemblablement un moyen de com-
munication intercellulaire et ont mainte-
nant été identifiés dans plusieurs fluides
corporels comme le liquide amniotique,
le sang, I'urine, la salive mais aussi le
lait ; on parle alors de lactosomes (Argov-
Argaman et al 2010). Les exosomes
expriment un ensemble commun de
protéines membranaires et cytosoliques,
mais aussi une gamme de protéines qui
reflétent la cellule hote d’origine. La
fonction physiologique des exosomes
est encore discutée mais les données
actuelles, issues de différents systémes
expérimentaux, semblent indiquer qu’ils
puissent avoir de multiples fonctions
biologiques.

Ils seraient impliqués dans la réponse
immunitaire, la présentation des anti-
genes, la communication intracellulaire
et le transfert d’ARN et de protéines.

On sait maintenant que les lactosomes
contiennent des quantités importantes de
transcrits polyadenylés spécifiant des
lactoprotéines majeures, des facteurs
d’¢longation et de petits ARN (précur-
seurs de miRNA) qui peuvent étre trans-
férés vers d’autres cellules et devenir
fonctionnels dans ce nouvel environne-
ment (Hata ef a/ 2010). Ces données
suggerent que ces miRNA sont capables
d’agir comme ¢éléments régulateurs de
I’acquisition et du développement des
défenses immunitaires du jeune, au cours
de la période post-natale.

Conclusion

Au cours des dernieres années, il y a eu
des avancées certaines sur la structure
de la micelle de caséine et du globule gras.
Néanmoins on ne dispose toujours pas
d’une image unique de la structure inter-
ne de la micelle, qui serait essentielle
pour acquérir une meilleure maitrise de
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son potentiel fonctionnel. La démarche
idéale pour connaitre 1’organisation des
structures supramoléculaires du lait,
structure interne dans le cas de la micel-
le, organisation de la membrane pour le
globule gras, va certainement de pair avec
une meilleure compréhension de 1’élabo-
ration de ces structures dans la cellule
¢épithéliale mammaire, un processus sur
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Résumé

La présence d’une diversité de molécules spécifiques qui coexistent dans le lait sous forme de structures supramoléculaires, telles les
micelles de caséine et les globules gras, fait de ce fluide biologique un systéme extraordinairement complexe, physiquement stable,
capable de vectoriser les composés bioactifs présents aussi bien dans sa fraction protéique que dans sa fraction lipidique. Les avan-
cées réalisées tant sur la composition que sur ’organisation structurale de ces structures, méme s’il subsiste des zones d’ombre, nous
montrent que cette organisation n’est pas sans importance sur les effets qu’elles exercent sur I’organisme. La mise en évidence dans
le lait de nanovésicules sécrétées par la cellule épithéliale mammaire (lactosomes) et capables de transmettre a d’autres cellules ou
organismes des informations d’une autre nature constitue, a cet égard, un nouveau champ d’investigation passionnant.

Abstract

Supramolecular structures of milk: structure and nutritional impact of the casein micelle and the milk fat globule

The variety of specific molecules that exist in milk as supramolecular structures, such as casein micelles and fat globules, make this
extraordinarily complex and physically stable biological fluid system, able to vectorize bioactive compounds both in the protein and
the lipid fractions. Progress made on both the composition and the structural organisation of these structures, although there are still
shadowy areas, show that this organisation is not without significance on the effect they have on the organism. The presence in milk
of nanovesicles secreted by the mammary epithelial cell (lactosomes) and capable of transmitting molecular information to other cells
or organisms is, in this regard, a new exciting field of investigation.
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