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1. Contexte scientifique

** Lait humain = aliment idéal pour la nutrition et le développement du nourrisson

—> Bénéfices santé démontrés du lait Humain (LH) :

o Mise en place du microbiote (\Wang et al., 2016)
o Réduction du risque de diarrhée (0-5 ans) et infections ORL (Horta & Victora, 2013)
o Réduction de la prévalence du diabete de type Il et surpoids/obésité (Mosca & Gianni, 2017)

** Préparations pour nourrissons (PPNs) = mimer la composition et les bénéfices santé du lait humain

—> Amélioration constante de la composition des PPNs, en particulier sa composition fine et sa structure

+2* Peu de données sur les mécanismes d’actions du LH sur ’axe microbiote-intestin

Objectif = étudier 'impact du LH vs. PPN sur le développement de I'axe microbiote-intestin chez le
nourrisson



2. Stratégie expérimentale - Comparaison LH vs. PPN

» Lait de vache entier enrichi en vit. et minéraux * Lait humain (LH) ou Préparation pour

n =9 porcelets par régime (5 femelles, 4 males)
3 répetitions, mini-porcs Yucatan
Distribution: 345 mL lait / kg poids vif / jour

Abattage

J19 J24 30 min aprés dernier repas
l ] .
| Récupération des contenus

|
. 7 ;g digestifs et tissus du Foie
Phase adaptation Phase spécifique g ’
P Q PECH] lléon, Colon et Féces

nourrissons (PPN)

Lait Humain

5 jours —

pool lait humain Pasteurisé de 21 méres (don du Lactarium de Rennes), nouveau-né prématuré (23-38 SA), lait prélevé a 0,8

mois de lactation.

= 1 jour — pool lait humain Frais (50 donneuses recrutées par le CHU Rennes), nouveau-né a terme, stade de lactation moyen : 1,9 mois.

PPN
_ i 6 jours —

Composition (9g/100mL)  LH Pasteurisé PPN

préparation pour nourrissons]classique Protéines vraies 1,25 + 0,04 1,36 0,02

Tryptophane 0,03 £ 0,01 0,03 £ 0,01




3. Axe microbiote-intestin

olon =n = ) @ Etude du microbiote intestinal & fécal
== ’ : ..-,f?" Microbiots lntestingd - ARNI’ 168
- @ = ey _ Etude de la fonction barriére
= = “®. = N N i Morphométrie, Perméabilité (Ussing),
=0 C -y o 2y & Expression génique (RT-PCR, 21 génes)

nacee
@ Etude de la fonction Immunitaire
Expression génique (RT-PCR, 27 génes)

@&
..
» oW o
Etude des voies métaboliques du Tryptophane
. Expression génique (RT-PCR, 14 génes)
I!:Dithghv.u‘ﬁ

sécrétion 1 Expression génique : puce a 106 génes (Smartchip)

Cytokines GLP1 |
Lymphocytes . + ¥ (IL-2, IL-10. TNF-a_ INF-y —Jl

ot It-E) Analyses statistiques (Logiciel R) :
0 Voies métaboliques d . ,
& 00‘. | T' to h::; ’ Analyse Unidimensionnelle (ANOVA ; Aliment,
o e ryptop ot UL
PR = épétition et Sexe, hors données microbiote)

Analyse Multidimensionnelle (Analyse Factorielle
Multiple)



3.1 Le microbiote impacté par I'alimentation

Alpha diversité / Shannon (Nombre OTUs et abondance relative)

Adaptation Spécifi . T
S | fos e Phase d’adaptation : pas de difference — méme état initial
*
- - Phase spécifique :
Baisse de I’ a-diversité avec le Lait humain (Ho et al., 2018 : Ma et al., 2020)
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3.1 Le microbiote impacté par I'alimentation

Alpha diversité / Shannon (Nombre OTUs et abondance relative)

Adaptation
FRES

-
— .
=

=

L
1

Sécifique

FECES | COLON

*

ILEON

Phase d’adaptation : pas de différence significative— méme état initial

Phase spécifique :
Baisse de I’ a-diversité avec le Lait humain (Ho et al., 2018 : Ma et al., 2020)

- FECES
- COLON

ILEON : Pas de différence significative

Baisse de I a-diversité avec le Lait humain dés 5 jours de
distribution de LH

*5<0,05



3.1 Le microbiote impacté par I'alimentation

B-diversité, UNIFRAC Abondance des phyla dans le COLON (%)

100%
0.2+

80%

60% = Bacteroidetes

=
=1

40%

Axis.2 [9.9%]

20%

|
=
ha

0%
LH PPN
m Actinobacteria ® Proteobacteria m Fusobacteria
m Bacteroidetes ® Firmicutes

-0.4-

—UI.4 —DI.2 DI.O 0:2
Axis.1 [23.5%]

Bacteroidetes moins abondant chez nourrissons
Effet segment et aliment nourris avec du lait humain (Ho et al. 2018)

B-diversité, UNIFRAC : proportion et distance phylogénétique entre les OTUs ™ p<0,01




3.1 Le microbiote impacté par I'alimentation - Colon

Bifidobacterium Lactobacillus e gatcfem'des o
(Actinobacteria, moyenne + SEM) (Firmicutes, moyenne + SEM) (Bacteroidetes, moyenne + SEM)
0,012 14 45 .
* * .
0,010 T 12 g 40
g © o 35
= > 10 =
= 0,008 = < 30
3 o 8 5 25
8 0,006 Q 8
& S 6 c 20
= S S
g 0.004 S s 15
2 3 4 S
< < < 10
0,002 5
9
0,000 0 0
LH PPN L PPN H oPN
Analyse Deseq 2
*p<0,05

En accord avec les variations observées chez des nourrissons nourris avec du lait humain (vs.PPN)
(Ho etal., 2018 ; Ma et al., 2020)

Quels sont les effets induits par la nodulation du microbiote sur la physiologie intestinale du nourrisson ?
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3.2 La fonction Barriére - Colon

Génes codant pour les protéines des jonctions serrées

PERMEABILITE PARACELLULAIRE

Cadhérine 1 Claugine 2 (chambres d'Ussing)

2,0 -

15 - L *

)

1,0 1

0,5 - 50

Expression relative
Expression relative

0,0 -
LH PPN LH PPN
Claudine 3

*%

40
30

ng Na-FITC/cm2/h

n
o
J
N
o

—_
(83}
1

10

o
()}

Expression relative
>
Permeabilité

o

LH PPN
LH PPN * p<0,05, ** p<0,01

o
o
I

Le Lait humain module la dynamique de maturation de la barriere épithéliale

Chez le porc allaité : augmentation physiologique de la perméabilité paracellulaire entre 0 et 28 jours (dans le colon X 2-3; Arnaud et al. 2020 )




3.3 La fonction Immunitaire - Colon 11

48 % génes impliqués dans la fonction immunitaire sont significativement différents entre les groupes LH et PPN

Pro-inflammatoire Anti-inflammatoire Lymphocytes B
/ \ / Facteur activateur des\
IL-8 TNFa IL-10 cellules B (BAFF)
*kk ok Tk *%
1,9
2 3 é’ o 1
2 g = s
e E e o
S § 2 S
205 205 géo S 205
o o > o
> > L1 =<
g — [ - g, -
LH PPN PPN PPN LH PPN
Interleukine-8 Facteur necrose tumorale a Interleuklne 10 K /
TNFa-R1 Récepteurs / Interaction cellulaire
*%
15 4 TLR.2 TLR-4 ICAMS N\
2 sk *
2 15 15
3 1 2 2 f’z’
= = © ©
S ® 1 ° 1 ®
8 05 S S .§
g 205 805 $ 0.5
S S S
0
LH PPN
Récepteur TNFa LH PPN . LA PPN
Toll-like récepteur 2 Toll-like récepteur 4 Molécule d’Adhésion Intercellulaire 1

* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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3.3 La fonction Immunitaire

** Le lait humain booste le systéme immunitaire

— Résultats déja observés chez le jeune nourri avec du LH (modéle porcin) (Miklavcic et al., 2018 ; Elolimy et al., 2020)

+%* Relation entre I'augmentation de la perméabilité et maturation du systéme immunitaire

- Perméabilité plus élevée — plus de passage d’'antigenes — systeme immunitaire plus sollicité

+* Relation entre la composition du microbiote et la réponse immunitaire

— Présence du microbiote indispensable :
o pour induire la maturation du systeme immunitaire pendant la période d'allaitement

o nécessaire pour l'acquisition d’'une protection vis-a-vis des pathologies immuno-dépendantes chez 'adulte

(modéle rongeur; El Nabhani et al., 2019)



Utilisation principale du trp : anabolisme ,I 3
Utilisation secondaire du trp : catabolisme

, . . . s> - \/0ie Majeure .
4.5 Le métabolisme intestinal du tryptophane — -Voeminewe " > Métabolisme

bactérien

Digestibilité standardisée du tryptophane NON significativement différente entre LH et PPN
Synthése ‘
protéique

TDOY/ntestin)
oie

>
o
G

. métabolomique
Sérotonine l 8 5-hydroxyindol-acétique

AAAD : Acide aminé aromatique décarboxylase
; : ANAAT : Aralkylamine N-Acétyltransférase
N-acetyserotonine IDO : Indoleamine 2,3-Dioxygénase

KMO : Kynurénine 3-Monooxygénase

— Approche

Niacine (Vit. B Acé | CoA KYNU : Kynueninase
dcine ( 3) SRR Co MAO : Monoamine Oxydase
> NAD+, NADP - Acetyl CoA TDO : Tryptophane 2,3-Dioxygénase

Adapté de Agus et al., 2018 TpH : Tryptophane Hydroxylase
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. . . . Variable groups - MFA
3.5 Axe microbiote-intestin - BILAN ; X
08- Endocrine
MFA- Graphique des individus dans Colon .
" 3 | Mcraobicte a
] i Soe | Barriére TRP
) : O i A A A
I | Digestiony/Transpart
o Imrunite
1 i A
| b o o o o
I Dim1 (20.4%)
| 25
: < 2
515 -
S 10
=
&)
0

4 -IE Tryptophane  Digestion/ ~ Barriere  Immunite  Endocrine  Microbiote
Dim1 (20 4%) Transport

12 variables 26 variables 25 variables 26 variables 17 variables 245 variables
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CONCLUSION
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Le Lait humain affecte l'axe microbiote-intestin (Colon) :

— Modulation de la composition du microbiote (r6le HMOs, protéines)

— Modulation de la maturation de la barriere épithéliale
— Boost du systeme immunitaire

— Voies métaboliques du tryptophane différentes

Importance du lait humain a court- et long-terme (concept de la DOHaD)
Importance des 1000 premiers jours de vie
Perspectives :

= Analyse métabolomique
= |ntégration des données cérébrales — Axe Microbiote-Intestin-Cerveau
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