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Introduction

* Prématurés (< 37 SA) : 7 % des naissances en France (Blondel et al., 2011)

* Lait maternel : aliment ideal pour les nouveaux-nés (Victora et al., 2016)
- prévention des Entérocolites Ulcéronécrosantes chez les prématurés

- Grands prématurés (< 32 SA, < 1,5 kg) : lait exprimé par la mere ou de donneuse anonyme

* Lait de donneuse : pasteurisation de Holder (62,5 °C; 30 min)
*Destruction de pathogenes (CMV, HIV) et stabilisation microbienne (Andersson et al., 2007)
*Dénaturation de vitamines et de protéines bioactives Absorption lipidique et croissance réduites

— Cholesterol Ester Hydrolase (CEH ou BSSL), Lipoprotéine lipase - (Andersson et al., 2007; Montjaux-Regis et al.,2011;
Williamson et al., 1978)

* Pasteurisation : reduction du degré de lipolyse ?

 Homogénéisation du lait maternel (Thomaz et al., 1999; Rayol et al., 1993; Martinez et al., 1987)

* Globules gras fragmentés en petites gouttelettes lipidiques = augmentation de la surface spécifique =2
Augmentation du degré de lipolyse du lait pasteurisé ?

£
Fhes

» Impact de ces traitements sur les cinétiques d’hydrolyse et de déstructuration lors de la
digestion gastrique chez le nouveau-né prématuré? 2
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O DIGESTION DU LAIT MATERNEL /N VIVO CHEZ LE NOUVEAU-NE

NCT02112331 (ClinicalTrials.gov)
= Enfants prématurés hospitalisés (GA < 32 semaines)

= Nutrition entérale (tube nasogastrique)

Avril 2014- Avril 2016
= Alimentation > 120 mL/kg/jour ttes les 3 h
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GROUPE B
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GROUPE A : PROTOCOLE ClinicalTrials.gov

NCT02112331 (ClinicalTrials.gov)

Signature du consentement: . Inclusion et randomisation: o Intervention: - Analyse:
n=27 n=14 n=13 n=12
i Sortie: n =13 i i Sortie:n=1 i i Sortie:n=1 i
= Malformation ou maladie digestive = Echec de préléevement (volume < 4 mL)

= Gonflement abdominal
= Traitement avec catecholamine or morphine

Moyenne + SD Min-Max
Age gestationnel a la naissance (SA) 30,0+1.1 28.1-31.7
Poids a la naissance(kg) 1.4+0.3 09-1.9
Sexe, n F/M (%) - 6/6 (50.0)
Age au 1° jour (j) 27 £12 14 - 53
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Lait de leur propre mére
g-)% J Cru

- collecté < 24h

avant admin biberons

&g} Pasteurisé

- 1 pool aliquoté en 6

Pasteurisation de Holder

62,5 °C, 30 min

(")
&8

/30 min,
62.5°C

Temperature (°
=N W
[= = =Iy=]y=]

Time (min)
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60 70

GROUPE A : PROTOCOLE

Essai croisé

ClinicalTrials.gov
NCT02112331 (ClinicalTrials.gov)

1 12 [E 14 J5 16
Past C C Past Past
8h30 cru % - - 2 2 - Randomisé
14h30 Past Cru Past Past Cru Cru
/ T35 | T90 T60 | T90 | T60 | T35 |- Randomisé

7

Prélevement a
jeun (TO)

O
Administration du repas :

20 mL/kg de poids
corporel pendant 30min

Teneur en lipides et
protéines (MIRIS)

7

Prélevement postprandial
(35, 60 or 90 min)

- Nombre d’échantillons : 120 digesta + 70 laits a analyser




GROUPE B : PROTOCOLE

Enfants prématurés hospitalisés (GA < 32 semaines)

NCT02112331 (ClinicalTrials.gov)

Nutrition entérale (tube nasogastrique)
Alimentation > 120 mL/kg/jour ttes les 3 h

Non “allaité” par leur mere

Signature du consentement: . Inclusion et randomisation: > Intervention: » Analyse:
n=20 n=10 n=10 n=8

—————————————————————

___________________________________________

= Digestive disease or malformation = Sampling failure (volume < 4 mL) on two samples

= Abdominal bloating with abdominal tension taken at the same postprandial time point (except 90
= Treatment with catecholamine or morphine min) and for the same type of milk.
Moyenne + SD Min-Max
Age gestationnel a la naissance (sem) 29.5+1.5 27.3-31.3
Poids a la naissance(kg) 1.2+0.3 0.8-1.9
Sexe, n F/M (%) - 5/3 (62.5)
Age au 1° jour (j) 32.1+21.3 11-73

INRA
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Pool de Lait
de donneuse anonyme

Pasteurisation de Holder

Homogénéisation indirecte
62,5 °C, 30 min

par ultrasonication

GROUPE B : PROTOCOLE

ClinicalTrials.gov
NCT02112331 (ClinicalTrials.gov)

Essai croisé
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58

/30 min,

. - 595 W
62.5°C e

- 3 périodes de 5 min

Temperature (°C)
=AW s
(== =ly=)y=]

0 10 20 30 40 50 &0 70
Time (min)

J1 J2 J3 14 J5 J6
Past H H Past Past
8h30 Homog as omog omog as as 5 Randomisé
14h30 [ Past Homog Past Past Homog | Homog
/ T35 | T90 | T60 | T90 | T60 | T35 | - Randomisé
f ,,K’Y}
V
L1 . Administration du repas : L1 :
Prélevement a Prélevement postprandial

jeun (T0) 20 mL/kg de poids —> POStP

35, 60 or 90 min
corporel pendant 30min ( )

Teneur en lipides et
protéines (MIRIS)

- Nombre d’échantillons : 80 digestas + 8 laits a analyser



GROUPES A ET B : CARACTERISATION MULTI-ECHELLE DES DIGESTAS ET DU LAIT
MATERNEL

Composition biochimique

MIRIS Chromatographie gazeuse et

(IR) en couche mince

“UMR-1280

PhAN

SDS-PAGE

+densitométrie

% -ﬁ ;

Marseille

Chromatographie
cationique |

Taurine

Structure

Microscopie confocale

Granulométrie laser

Degré de lipolyse instantannée:
% d’acides gras libres vs. acides gras
totaux du digesta a un temps donné

Degré de lipolyse globale:
% acides gras libérés vs. acides gras
totaux du repas

Statistiques : modele linéaire mixte

s

% de proteines intactes restantes
a un temps donné vs. lait maternel,

corrigé par la dilution du repas

- lactoferrine, a-lactalbumine, albumin

sérique, B-caséine

apolaires

\ 4

taurine : marqueur de la phase soluble du repas

+* Proportion du repas ingéré restant dans

I’estomac

Lipides [l Amphiphiles [l Protéines

Variable = Temps + Repas + Repas x Temps + Jour ou Poids corporel + Teneur en Protéines ou lipides du Lait + Sujet (aléatoire) + Erreur

=
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COMPOSITION DES LAITS

M Lait maternel cru

B Lait maternel pasteurisé

C18:3 w-3

C20:0
CZOl w-9

C202 w-6
C20:3 w-6

C204 w-6

C20:5 (. 3

C22:0
C22:1 w-9

C222 w-6
C22:5 43

C22:6 w-3

C24:0
C24:1 w9

Groupe A Groupe B
| cru | Pasto | Pasto | Homog

e
L

it | rwsc | ease | 7eri | meri
Chwwts | mss | s | sies | mue

0.3+0.2 0.2+0.2 0.1+£0.2 0.1+£0.2
AG chaines
AG chaines longues
AG chaines tres

w-6/w-3 8+4 6+3

(De Oliveira et al. AJCN , 2016)




Groupe A

LM Cru

LM Pasteurisé

[ Avolarlipids ] Amphiphiles [JProteins Size (um)
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Groupe A Protéolyse gastrique :

impact sélectif de la pasteurisation sur la protéolyse gastrique

Lactoferrine Albumine sérique , .
9 ' - Protéolyse plus rapide pour la
100 - 100 - —@— LaitCru . ) .
< A Lait pasteurisé lactoferrine du lait pasteurisé
&C* 80 - 80 -  Réduction de sa capacité a se lier au fer?
'40__-3 60 - 60 - * Réduction de sa capacité bactericide?
o)
SDS-PAGE oy 40 - 40 - * Réduction de sa capacité a stimuler la
1S) 1 Meal: NS proliferation des cellules épithéliales?
3 20 4 Time: *** 20 - Time: **
SO enepew. . wes LF < Meal * Time: NS Meal * Time: NS
A 0 MV ' - ' 60 ' %0 |0 ' ' ' ' —>A 90 min de digestion, protéolyse plus
= - 35 60 90 , .
_s=-=sgesi= & pcas HM lente pour I'a-lactalbumine
‘.----..--’ - a‘lac ) H
. a-lactalbumine B-caséine —>I'a-lactalbumine est la plus
———————— résistante a la protéolyse
+ densitométrie 100 1 100 -
o 80 - 80 - . .
= Et au niveau des peptides :
c
g €0 - Cinétique de liberation différente
9
s 40 7 40 - 32% : Pasteurisé > Cru
g Meal: NS Meal: NS ( o )
@ 20 - Time: *** 20 | Time: *** Role de la plasmine ?
c |Meal * Time: * | . Meal * Time: NS
O T T T 1 | | | 1
HM 35 60 90 HM 35 60 90
Time (min) Time (min)
(De Oliveira et al., AJCN, accepté, 2016)




G golv pe A (] LA PASTEURISATION N’IMPACTE PAS LA LIPOLYSE GASTRIQUE DU LAIT MATERNEL

Lipolyse Instantanée

20 -

Bioaccessibilité AG

C8:0
C10:0
C12:0
C14:0

C14:1 w-5
C16:0
C16:1 w-5
C18:0

C18:1 w-9
C18:2 w-6 H Raw HM
C18:3 w-6 B Pasteurized HM

—@— LaitCru
---A-- Lait pasteurisé
X 16 -
(]
g
0 12 4 | o a——---
]
©
L
g 8 - %k %k |
8_ * Repas: NS
- Temps: ***
4 Repas*Temps: NS
| * |
0 T ' '
HM 35 60 90
Temps (min)
Action de la BSSL

A

[ T T T T T ]

0 4 8 12 16 20
AG libérés (% w/w)
Inactivation par la

—_

Pre-lipolyse: n = 4 enfants
Cru=2.21+0.8%
Past =3.2 + 0.6%

o

1 pasteurisation
|

; G| oy

F ] g5t 4 \ i
o/ : \ ’
7 58/ somin A v
‘ §o/ 625C -~ 2
10 -

& i)

omwwwnw
;;;;;;;;; o &

of independent

©
Expression, freezing, Tl
delivery to the HMB
(storage at -20 °C)

- Holder
hawing and pool Pasteurization,
) quick cooling and
collections storage at -20 °C

Thawing and
distribution
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Etude in vitro au stade prématuré

Gastrique Intestinale
30 5 | Meal : NS o Cru o 60 A 53.6
. 52 —e—Cru :
Time : NS —e—Past ‘el < L,
asteurise P
— . v 50 + —e—Pasteurise
S Meal*time : NS N 5103
o 20 3 40 - ’
Q o
o} 13.1 w 30 4 210
@ 8.1 2 |- *
%) . 2 4 :
2 10 - S 20 N-lea * ok ok
5 95 510 4 166 Tlme’l.< .
.g- : Meal*time : NS
0 5.6 0
130 160 190 1120 1180
GO G30 G60 G90
Fatty acid B. FA released during intestinal digestion (% w/w of each FA inidally esterified) Effect of*
160 1120 1180 Meal Time Meal » Time
RHM PHM RHM PHM RHM PHM
Cc8:0 795+115 479+7.0 925+96 63.9+12.3 1053 +14.1 833 +5.1 * - NS
C10:0 437+34" 28.0 +5.0° 602+ 3.0" 46.5+5.8% 875+8.2" 65.7 +7.1 * - *
C12:0 266+25" 15.9 +3 5° 423 +32" 30.7 +3.8° 67.4 +6.7" 458 +6.9° * sk *
C14:0 148+ 15" 05+27° 27.1+24" 21.1+35° 478 +43"° 336 +6.4° * sk
C14:1 ¢c9 252 +2 5" 15.4 +4 0 303+33 33.1+36 622+45 479 +10.1 0.06 e
| C16:0 10.1+1.4 7.6 +05 17.6+20 142+12 329+54 230+1.7 * e NS |
Ci6:1 9 10.7£4.2 13.1 1.0 313+456 24412 S00+8.8 375 £3.1 0.06 — NS
C18:0 23.1+4.0 21.8+1.2 39.4+35 39.2+09 G8.7+8.3 63.0+3.2 NS o NS
C18:1¢9 16.1+1.3 11.0 +0.8 280+12 229+19 462+48 380+1.8 * - NS |
C18:2 9,c12 172+1.2 11.0 +0.5 293+1.2 227+23 484+39 374+29 " o NS
C18:3 9,c12,c15 22.4+0.8 86475 38.1+20 259+34 606 +2.4 436 +4.7 o - NS

G, gastric phase followed by time in min; I, intestinal phase followed by time in min; ND, not determined.
* Statistics were conducted on data from human milk to G90 and from I60 to 11 80. Statistical significance: p <0.001 (#++); p<0.01 (#); p<0.05 (%); p> 0.1 (NS). When
there was a significant interaction, multiple comparisons of means were conducted. Data having a different letter within the same row and at the same time point

significantly differed.




La pasteurisation ne modifie pas le pH postprandial
mais modifie I'activité lipolytique...

Groupe A

pH gastrique postprandiale Activité lipolytique postprandiale
® 40 -
) Cru e
€ 35 +
7 - =y 20 Pasto
6 3 o o
- 9- 25 . 8
> 20 - o
T S 0 @
Q. = 15 ®
4 1 P’ ®
Meal : NS s 10 - 0 ® §
3 4 Time: ™ g 5 | Time: NS s 0
Meal * Time : NS Meal: ***
2 . . . . 0 . * $
HM 35 60 90 0 30 60 90
Time (min) Time (min)
* Déterminé par titration des acides gras libres libérés de la tributyrine
(pH-stat, pH 4.5, 37°C). n = 4 for each group
<% Capacité d’acidification limitante des nouveaux-nés % Activite lipolytique plus élevée avec le lait cru qu’avec

la lait pasto : 9 U/mL pour le lait cru vs. 28 U/mL pour le lait pasto

** Fort pouvoir tampon du lait . iy o : :
¢ Plutot dG a une activité plus élevé de la lipase gastrique que de

(Bourlieu et al., 2014; Salaun, Mietton, & Gaucheron, 2005) la BSSL



Groupe A

... mais ne modifie pas la vitesse de vidange gastrique

mL digesta / kg poids corporel

Volume gastrique postprandial % de repas résiduel
20 - (mL/ke) 100 1 —e— Cru Marqueur :
Repas: NS 90 1 _s— Pasto taurine
16 - Time: *** < 801 . .
Repas * Time: NS 3 70- Estimation
17 | Cru 3 60 - T % =30 min
l 8 S0 SFTTTT T % =30 min
8 7 == 8 40 . '/-, E
X 30 -

4 20 - ',.’.
10 - ,.’
O : : S O : T T T
35 60 90 0 30 60 90
Time (min) 0-30min:  Time (min)
ingestion

+» Pas d'impact de |la pasteurisation sur la vidange gastrique
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Groupe B HOMOGENEISATION IMPACTE LA STRUCTURE DU LAIT ET DES DIGESTAS

Lait maternel
7 um

0.8 ym #£% Pasteurisé
/'

Homogénéisé
P

T~

Volume (%)
o = N w H U ()}
1

0,01 0,1 1 10 100 1000
Taille (um)

Surface spécifique :
Lait pasteurisé : 4,1+ 1,2 m%g
Lait homogénéisé : 25,5 + 3,8 m%g

- Forte déstabilisation de I’émulsion dés 35 min

—Persistance des caractéristiques structurales de la
matrice sur toute la digestion gastrique

- Différence de type d’agrégats

Sphingomyéline/c
holestérol
(

Gouttelettes submicroniques
avec membrane néoformée

Aggrégats thermo- Protéines
induits sériques
. Fragments de
Caséines membrane
(o B k) S (e=
, P/ e=4-10nm
(e= 50-300 nm) &le= )

0.5 um (0.1-1 um)

Phospholipides

Lipides —
apolaires

Protéines

Amphiphiles—]

Homogénéisé




Groupe B UHOMOGENEISATION IMPACTE SELECTIVEMENT LA PROTEOLYSE GASTRIQUE

SDS-PAGE

 eeewewew w. - LF
EEEEEEN SA
= =mg=s - & p-cas

+ densitométrie

100

Intact protein (%)

20

Intact protein (%)

80

60

40

Albumine sérique

100 -

80 -

60 -

40 -

20

—o— Pasteurisé
_._ 4 Y&l r'd 7 ’ . 7 . . \
Homogénéisé —> Protéolyse de I'albumine sérique plus rapide apres

homogénéisation (Macierzenka et al., 2009)

— Pas d’impact significatif sur les autres protéines

majeures
Repas: * J
Temps : ***
Repas * Temps: NS
| | |
HM 35 60 90
Temps (min)
Lactoferrine a-lactalbumine B-caséine
100 100 - l
80 80 - R
60 60 - )
40 40 -
Repas: NS Repas: NS Repas: NS
- Temps: ** 20 - Temps: NS 20 -| Temps: ***
Repas * Temps: NS Repas * Temps: NS Repas * Temps: NS |
T T T 1 O T T T 1 O T T T 1
HM 35 60 90 HM 35 60 90 HM 35 60 90
Temps (min) Temps (min) Temps (min)
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Groupe B

Lipolyse instantannée

|—— Pasteurisé
—— Homogénéisé

N
o

=
(¢)]
|

o0
|

J

Lipolysis degree (%)
~

I
|

Repas: **; Temps: ***
Repas * Temps: NS

HM 35 60 90
Temps (min)

Prélipolyse: 4.4 £ 1.0% (n =4 pools)

Action de la lipase endogene
(BSSL) Inactivation thermique

01/ 30min, \ T:T
£30 f
§2 [ 625°C
g0 [
# o
0 10 20 30 40 50 60 70
Time (min) \_ N

o Holder . %
i Ind t
Thawingand pool| | - pasteyrization, hom:g;;?;a o
of independent | | qyick cooling and S s
collections y ultrasonication

storage at -20 °C

Thawing and
distribution

Expression, freezing,
delivery to the HMB
(storage at -20 °C)

% d’acides gras libres
vs. acides gras totaux
du digesta a un temps
donné

’HOMOGENEISATION AUGMENTE LA LIPOLYSE GASTRIQUE

Lipolyse globale entre 35 et 90 min

% d’acides gras libres
libérés sur 35-90 min
vs. acides gras totaux

\'2' Différente structure |

10 - du repas
S
Q
S
e
00 i
® 4
> 5 B Pasteurisé
5 i
.g— [] Homogeénéise

0 |

e \
Pasteurisé Homogénéisé

** Méme composition, méme niveau de
pré-lipolyse, Lipase endogene inactivée

J

? Surface spécifique des gouttelettes lipidiques
- facilite I'adsorption de la lipase gastrique 18
(Bourlieu et al., Food Chem, 2015)



Groupe B UHOMOGENEISATION NE MODIFIE PAS LES PARAMETRES DE DIGESTION...

pH gastrique postprandiale Activité lipolytique postprandiale
’_u:o 40 -
7 | --o-- Pasteurisé S 35 | A Pasteurisé
—8— Homogénéisé E B Homogénéisé
D 30 - ([
6 - - ([
g 25 -
- 5 - Ro)
N, S 20 -
< ; Q S
4 - : 2 15 1 A "
$epas..l\i§* * 2 10 | |
3 | Temps: S . A
Repas * Temps: NS 3] 5 | Time: 8 O
< Meal: NS A
2 T T T O T T |
HM 35 60 90 0 30 60 90
Temps (min) Temps (min)
* Déterminé par titration des acides gras libres libérés de la tributyrine
(pH-stat, pH 4.5, 37°C). n = 4 for each group
%+ Capacité d’acidification limitante des nouveaux-nés < Activité lipolytique : 7 — 21 U/mL
< Fort pouvoir tampon du lait —> en accord avec la littérature (Friedrikson & Hernell,

(Bourlieu et al., 2014; Salaun, Mietton, & Gaucheron, 2005) 1977; Roman et al" 2007)



Groupe B ... MAIS RALENTIT LA VITESSE DE VIDANGE GASTRIQUE

Volume gastrique postprandial % de repas résiduel

° 20 - (mL/kg) 100 ~ Repas: *** Marqueur :

4 Repas: * Temps: *** taurine

§ 16 - * % Temps: *** 3 80 Repas * Temps: NS

g% Repas * Temps: ** _3 ) =30 min

o > | 4 =

S 12 - ‘w60 - K '

0 I R T7% =38 min

s 8 & 40 - BCR

g P LD 3 QRO

g : 1

= 4 - o 20 | 7 .

° —— Pasteurisé —— Pasteurisé .

S 0 —— Homogénéisé | : - . / —#— Homogénéisé :

0 30 60 90 0 30 60 90
0.30 min: Temps (min) 0-30 min. Temps (min)
ingestion ingestion
Temps de demi-vidange chez les
% Rétrocontrdle hormonal prématurés
. . Z QO »» ) 02
7 Acides gras libres dans le duodénum = 2 CCK A T i )
- v contraction pylore et vidange gastrique ————— Temps (min) .
Lait Maternel Formule Infantile

(Grider, 1994; Yamagishi & Debas, 1978) (Bourlieu et al., 2014)

20



CONCLUSION

&? %ﬁ Pasteurisation de Holder :
- Pas d’impact sur la lipolyse gastrique mais réduction de la bioaccessibilité intestinale des acides gras observée in

vitro
- Augmentation de la protéolyse gastrique de la lactoferrine = impact sur ses fonctions bioactives ?

I

G
Homogénéisation :
- Pas d’impact majeur sur la protéolyse sauf pour I'albumine sérique
- Augmentation et accélération de la lipolyse gastrique

. . . - bénéfique pour la croissance de I'enfant prématuré?
- Ralentissement de la vidange gastrique
La lipase endogene du lait (BSSL) est active pendant le stockage du lait (congélation/décongélation)
N Apports en connaissances sur la physiologie digestive du nouveau-né = amélioration de notre modeéle in vitro
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3,0

2,5
2,0

1,5

Protein content (%)

1,0
0,5

0,0

i

1

——Extremely preterm (<28 wk)

Une structure complexe et en évolution

More than a source

of nutrition!
Bioactive components:
*|Immunoglobulins, lactoferrin,
growth factors, endogenous

enzymes, oligosaccharides,
cytokines...

———Severely preterm (28-31 wk)

——— Moderately preterm (32-33 wk)

(Donovan, 2016; Andreas et al., 2015;

—Term Labbok et al., 2004)

2

3 4 5 6 7 8

Lactation weeks

(Gidrewicz & Fenton, 2014; Malacarne et al., 2002)




