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RESUME

Du fait de ses bénéfices pour la santé de la mere et de I’enfant, I’allaitement maternel
exclusif est recommandé par 1’Organisation Mondiale de la Santé jusqu’a I’age de 6 mois.
Cependant, la prévalence mondiale de 1’allaitement reste relativement faible, notamment du fait
d’arréts précoces causés par la perception des meres de produire du lait en quantité insuffisante
pour permettre une croissance optimale de leur bébé. Méme si les déterminants de la production
de lait maternel sont multiples, la prise de suppléments nutritionnels aux propriétés
galactagogues, qui stimulent la lactation, pourrait aider les femmes ayant des difficultés a
allaiter. Des extraits de plantes, comme le fenugrec, sont utilisés depuis des millénaires pour
favoriser la production de lait tandis que des acides aminés, comme 1’arginine, ont été utilisés
chez les animaux de rente pour augmenter les performances de lactation. Cependant, les preuves
scientifiques de leur capacité galactagogue restent peu nombreuses et les mécanismes sont mal
compris. Nous avons démontré, dans un modele de rates allaitant des portées de grande taille,
que le fenugrec et la L-arginine avaient la capacité de favoriser la croissance de la descendance
par une augmentation de la production de lait et une modulation de sa composition. De plus,
nous avons vérifi¢ 1’absence d’effets métaboliques délétéres chez les méres et la descendance.
Une étude de I’expression de genes de la glandes mammaires et de I’hypophyse a permis
d’avancer des pistes mécanistiques afin de jeter les bases physiologiques qui permettent
d’envisager des essais cliniques futurs chez les femmes confrontées a des difficultés de
lactation.

ABSTRACT

Because of its benefits for the health of mother and child, exclusive breastfeeding is
recommended by the World Health Organization up to the age of 6 months. However, the global
prevalence of breastfeeding remains relatively low, partly due to early cessation of
breastfeeding caused by mothers’ perception to produce insufficient milk for optimal growth of
their babies. Even if there are many determinants of milk production, the intake of nutritional
supplements with galactagogue properties, which stimulate lactation, could help women who
experience breastfeeding difficulties. Plant extracts, such as fenugreek, have been used for
millennia to promote milk production, while amino acids, such as arginine, have been used in
livestock to increase lactation performance. However, scientific evidence of their galactagogue
capacities remains limited and the mechanisms behind this effect are poorly understood. In a
model of rats nursing large litters, we demonstrated that fenugreek and L-arginine had the
ability to promote offspring growth by increasing milk production and modulating its
composition. In addition, we verified the absence of deleterious metabolic effects in dams and
offspring. A study of gene expression in the mammary and pituitary glands has allowed us to
advance mechanistic paths to lay the physiological foundations for future clinical trials in
women with lactation difficulties.
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INTRODUCTION GENERALE

L’Organisation Mondiale de la Santé¢ recommande un allaitement exclusif jusqu’a 1’age
de 6 mois du fait de bénéfices santé reconnus, a la fois pour le bébé a court et long-terme, mais
également pour la maman [1]. Cependant la prévalence de I’allaitement reste faible au niveau
mondial, en particulier dans les pays a hauts revenus tels que la France, le Royaume-Unis ou
les Etats-Unis, ou moins de 20% des meéres allaitent encore de maniére exclusive 6 mois apres
la sortie de la maternité [1-3]. Si les raisons des arréts précoces de ’allaitement sont multiples,
I’'une des causes invoquées le plus freguemment et qui concerne prés d’un tiers des sevrages
précoces, est la perception des méres de ne pas pouvoir produire assez de lait pour permettre
une croissance optimale de leur bébé [4,5]. Ce probléme est complexe et peut aussi bien étre dd
a des causes biologiques, comme le stress, la fatigue, un accouchement par césarienne, la
prématurité, ou des naissances multiples qu’a une manque de confiance des méres dans leur
capacité a allaiter ou de difficultés a gérer I’allaitement [4,6]. C’est pourquoi les conseils d’un
professionnel de santé, le soutien des proches ou un environnement calme réeglent souvent les
problémes de production de lait insuffisante. Cependant, malgré ces précautions, le probleme
peut persister et la prise de composés galactagogues, ¢’est-a-dire qui stimulent la production de
lait, représente une solution pour aider ces méres ayant de réelles difficultés a allaiter [6]. Il n’y
a pas de molécule médicamenteuse de référence, du fait de leur faible rapport bénéfice/risque,
et ’utilisation de suppléments nutritionnels aux propriétés galactagogues pourrait représenter
une alternative intéressante [7,8]. En particulier, le fenugrec, traditionnellement utilisé depuis
I’antiquité pour ses propriétés galactagogues [9] et I’arginine, un acide aminé utilisé pour
améliorer les performances de lactation des animaux de rente [10], sont deux candidats
d’intérét. Cependant, les études mettant en évidence leur capacité a augmenter la production de
lait sont peu nombreuses, leur effet sur la santé de la mére et de I’enfant sont mal connus tout

comme les mécanismes a I’origine de leur action potentielle sur la production de lait.

C’est dans ce contexte que s’est mis en place mon projet de thése a travers une
collaboration entre 1’entreprise France Bébé Nutrition (Laval, France) et 'UMR 1280
Physiopathologie des Adaptations Nutritionnelles (PhAN, INRAe-Université de Nantes,

Nantes). Les mesures de production de lait par mesure d’enrichissements isotopiques ont été
rendues possibles grace a une collaboration avec 1’unité Nutrition, Physiopathologies et
Pharmacologie (NP3, ONIRIS, Nantes). Le laboratoire France Bébé Nutrition est une entreprise
spécialisée dans la commercialisation de formules infantiles et de produits alimentaires a
destination des femmes enceintes ou allaitantes. Elle commercialise en particulier un produit,
Matilia® Allaitement, qui répond aux besoins nutritionnels spécifiques des femmes allaitantes
et favorise la production de lait. Le projet du laboratoire PhAN est centré sur la nutrition
périnatale et I’impact de la nutrition des 1000 premiers jours de vie de I’enfant sur son
développement cognitif et métabolique et sa sante a long terme. Le lait maternel est 1’aliment
optimal pour la nutrition des premiers mois de vie de I’enfant. Le laboratoire PhAN s’y
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intéresse, dans le contexte actuel de la promotion de 1’allaitement maternel qui représente une

fenétre d’intervention nutritionnelle susceptible d’impacter le devenir de 1’enfant.

L’objectif principal de ma these est de mettre en évidence, dans un modéle animal, les
capacités galactagogues de certains suppléments nutritionnels qui pourraient, a terme, entrer
dans la composition de produits a destination des femmes allaitantes et ainsi prolonger la durée
d’allaitement. Les objectifs secondaires sont de s’assurer de 1’absence d’effet métabolique
délétere pour la mere et I’enfant mais également de mettre en évidence les voies d’action de ces
suppléments nutritionnels sur le processus de lactation. Nous nous sommes donc intéresses a 2
composeés : une poudre d’extrait aqueux de graine de fenugrec, déja utilisé comme supplément
nutritionnel dans un produit commercialisé par le laboratoire France Bébé Nutrition (Matilia®
Allaitement) et une poudre de L-arginine, dont I’action sur la croissance feetale a été démontrée,
sur modele rongeur, au laboratoire PhAN et dont le potentiel galactagogue nous a semblé
prometteur.

Ce mémoire de these est structuré en 4 grandes parties.

- La premiere partie présente 1’état de I’art et vise & i) décrire le contexte actuel de la
prévalence relativement faible de 1’allaitement maternel en regard des bénéfices santé qu’il peut
apporter a la mere et a I’enfant, ii) s’intéresser a la physiologie de la lactation afin de mieux
identifier les axes d’intervention permettant de moduler la production de lait et iii) faire un état
des connaissances des molécules potentiellement galactagogues et de leur mode d’action sur la
lactation ;

- Laseconde partie présente les objectifs de ce travail et la stratégie expérimentale adoptée ;
- La troisieme partie présente les résultats de la thése sous la forme de trois articles, dont 2
publiés et un en voie de soumission. Le premier rapporte la démonstration de 1’effet
galactagogue du fenugrec a I’aide d’une méthode de mesure fiable de la production de lait, par
enrichissement isotopique, dans différents modéles de difficulté de lactation. Le second
concerne la mise en évidence des voies d’action du fenugrec sur le processus de lactation, par
une analyse de 1’expression des génes de la glande mammaire et de I’hypophyse. Enfin, la
troisieme traite de I’effet galactologue de I’arginine apporté pendant la gestation et/ou la
lactation et des voies d’action qui sont impliquées ;

- Dans la quatrieme et derniére partie sont discutés les résultats de ce travail mais également
les questions souleveées et ouvre sur des perspectives de travail néecessaires avant de pouvoir
préconiser certains suppléments nutritionnels aupres des femmes ayant des difficultés a allaiter.



PARTIE 1 : ETAT DE L’ART

1. La promotion de I’allaitement maternel : une priorit¢é de santé
publique
L’allaitement maternel est reconnu comme la méthode optimale pour nourrir son enfant
au début de la vie. L’Organisation Mondiale de la Sant¢é (OMS) recommande donc un
allaitement exclusif de son bébé jusqu’a 1’age de 6 mois et conseille de garder 1’allaitement
comme part importante de I’alimentation de 1’enfant jusqu’a 1’age de deux ans [11,12]. En effet,
en plus d’assurer un apport de nutriments optimal pour le nouveau-né, 1’allaitement maternel
offre des bénéfices a court et long terme pour la santé de la mére et de son enfant [13].

1.1. Lelait maternel : un aliment fonctionnel apportant des nutriments et une
protection optimale pour le nouveau-né
La composition du lait maternel est complexe. Elle a évolué depuis des millénaires afin
de nourrir et protéger au mieux I’enfant pendant le développement de son cerveau, de son
systeme immunitaire, et pendant la période de croissance la plus rapide de la vie post-natale
[14]. La composition du lait humain est tres variable et change en réponse a de nombreux stimuli
afin notamment de s’adapter a 1’age et aux besoins du bébé [15].

1.1.1. Une composition complexe et spécifique

Tableau 1 : Variation de la composition du lait entre différentes espéces de mammiféeres [16-21].

Femme Vache Jument Rate Lapine
Matiére séche (g/1009) 11,5 12,5 10,4 28 25
Protéines (g/100g) 1,2 32 2,4 9,7 11,0
B-lactoglobuline Non Oui Oui Oui Non
Caseines (%) 25 80 50 60 75
Lactose (g/100g) 6,8 4.8 6,0 2,5 2,5
Lipides (g/100g) 3,8 4,8 2,2 14,0 9,0
Proportion AGS (%) 40 67 45 62 /
Proportion AGMI (%) 43 27 25 17 /
Proportion AGPI (%) 17 6 30 11 /
Energie (Kj/ 1009) 250 275 170 730 560
Immunoglobuline IgA I9G / / IgA

majoritaire

AGS, AGMI et AGPI : Acides gras saturés, mono-insaturés et polyinsaturés respectivement

Le lait est un aliment fonctionnel dans lequel sont retrouvés 1’ensemble des nutriments
essentiels au développement du nouveau-né. Selon les especes de mammiferes, des variations
substantielles existent dans la concentration et la composition en macronutriments du lait
(protéines, glucides et lipides), ainsi que dans la composition en micronutriments et composés
bioactifs. Ces différences, apparues au cours de 1’évolution, résultent d’une sélection sur la base
des besoins la descendance et varient en fonction du régime alimentaire de I’animal, de son



environnement écologique, de la taille de la portée, de sa croissance et de son développement
postnatal [22]. Ainsi comme le montre le Tableau 1, la concentration et la composition fine en
macronutriments sont tres variables entre les différentes especes de mammiféres et sont
parfaitement adaptées a la protection et au développement du nouveau-né de I’espéce
considérée [17]. Globalement, plus la taille de 1’espéce est petite, plus sa vitesse relative de
croissance est rapide, et plus le lait est riche en protéines et en énergie [23].

Le lait maternel contient essenticllement de 1’eau (90%) ainsi que des macro- et
micronutriments dont la concentration évolue au cours de la lactation et se stabilise autour de
10 g/dL dans le lait mature.

e Composition en macronutriments du lait humain
Si la composition en macronutriments connait d’importantes variations a 1’échelle
individuelle et au cours de la lactation, a 1’échelle de la population globale, elle reste bien
conservée et ce, quelles que soient les variations de statut physiologique de la mére. Ainsi, la
composition moyenne en macronutriments dans le lait humain mature est estimée a environ 6,7
a 7,8 g/dL de glucides, 3,2 a 3,6 g/dL de lipides et 0,9 a 1,2 g /dL de protéines (Tableau 2) pour
une énergie comprise entre 260 et 290 kj/dL [24].

Les protéines sont la troisieme fraction la plus représentée dans le lait humain
(Tableau 2). 1l en existe plus de 400 différentes qui peuvent étre classées en 3 catégories
majeures : les caséines, les protéines sériques et les mucines. Trois caséines sont retrouvées
dans le lait humain : les caséines a, B et k, qui sont présentes sous forme de micelles insolubles
dans la fraction aqueuse du lait (le sérum), et elles-mémes constituées de sous-micelles (Figure
1) qui diffusent la lumiere et contribuent, avec les globules gras, a donner au lait son aspect
blanc et opaque. Elles représentent généralement entre 15 et 30% de I’ensemble des protéines
du lait humain soit la plus faible concentration parmi toutes les espéces étudiées. Cela est
associé a la vitesse de croissance post-natale relativement lente du nouveau-né chez I’homme
compareé aux autres especes animales (plus de 100 jours pour doubler le poids de naissance chez
I’homme contre 8 jours chez le porc par exemple) [17]. Les protéines sériques sont, elles,
totalement solubilisées dans le sérum et sont principalement composées de 1’a-lactalbumine (la
protéine majeure du lait humain), la lactoferrine, le lysozyme et les immunoglobulines A [24].
Enfin, les mucines sont des glycoprotéines, constituées a 50% de motifs glucidiques, qui sont
retrouvées a la surface des globules gras et dont le réle est, avant tout, protecteur contre les
infections virales et bactériennes [24,25]. La concentration en protéines dans le lait est assez
stable bien qu’elle tende a diminuer avec 1’augmentation du volume de lait produit. Elle aurait
également tendance & augmenter avec I’augmentation de 1’indice de masse corporel (IMC) de
la mere [24]. Les protéines fournissent, apres hydrolyse lors de la digestion, des peptides et des
acides aminés libres qui sont absorbés et incorpores dans les protéines corporelles du nouveau-
né ou jouent des réles clés dans la régulation de voies métaboliques. Cependant, certaines
protéines sont également retrouvées intactes au niveau de I’intestin du nouveau-né et sont
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absorbées en ayant gardé toutes leurs propriétés bioactives. Celles-ci vont alors jouer de
nombreux roles comme le transport (protéine de liaison du folate) et la digestion d’autres
nutriments (amylases, lipases), la maturation intestinale (facteurs de croissance), ou avoir une
action sur le systéme immunitaire (immunoglobulines) et une activité antimicrobienne
(lysozyme, lactoferrine et mucines). L action bioactive de ces protéines est largement impliquee

dans les effets bénéfiques de I’allaitement maternel [11,15].

Figure 1 : Structure d’une micelle de caséines au microscope électronique [15]

Les lipides représentent la source d’énergie majeure du lait avec environ 45% des
apports énergétiques totaux (Tableau 2). Ils sont majoritairement sécrétés sous forme de
triglycérides qui représentent 98% des lipides totaux. Les 2% restants sont composés de mono-
et diglycérides, de phospholipides, d’acides gras libres et de cholestérol [11,15]. Ces
constituants sont sécrétés sous forme de globules gras constitués d’un noyau non polaire de
triglycérides entouré d’une bicouche de lipides amphiphiles provenant du réticulum
endoplasmique et de la membrane plasmique des lactocytes (Figure 2). Cette double membrane
est trés riche en constituants bioactifs tels que des glycérophospholipides, des sphingolipides,
des glycolipides et des protéines glycosylées qui auraient un rble bénéfique sur le
développement cognitif et immunitaire [15]. Les lipides du lait humain sont constitués de plus
de 200 acides gras (AG) différents présents a des concentrations trés diverses, dont les
proportions sont détaillées dans le Tableau 2. La composition en AG est relativement variable
et provient notamment de 1’alimentation de la meére (jusqu’a 30% pour I’acide linoléique), d’une
synthese de novo dans la glande mammaire (17% des AG du lait) et au niveau hépatique, et
d’une mobilisation des réserves adipeuses de la mere [15,26,27]. Les variations liees a
I’alimentation concernent en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI) a longue chaine
comme 1’acide eicosapentaénoique (EPA) et I’acide docosahexaénoique (DHA). Le suivi des
recommandations de consommation en EPA et DHA dans le régime alimentaire de la mere (500
mg/j EPA+DHA) [28] est donc important, d’autant plus que ces AGPI oméga-3, apportés au
nouveau-né via le lait maternel, jouent un réle essentiel dans le développement des fonctions

immunitaires, rétiniennes et cognitives [11,24]. Les AG a chaines courtes représentent une
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importante source d’énergie et sont essentiels dans le développement du tractus gastro-intestinal
et des cellules immunitaires qui y sont associées, garantissant I’homéostasie intestinale [15]. Il
est intéressant de noter que, pour les triglycérides, la position qu’occupe 1’acide gras sur le
glycérol influence fortement sa biodisponibilité pour le nouveau-né. Par exemple, I’acide
palmitique est principalement trouvé en position sn-2 du glycérol, ce qui facilite son absorption
tandis que I’acide ol€ique a une meilleure biodisponibilité en position sn-1 [15]. Enfin, certains
AG a chaines moyennes retrouvés sous forme de monoglycérides sont reconnus pour leur
capacité a inactiver certains pathogénes comme les Streptoccocus du groupe B conférant ainsi

une protection supplémentaire a 1’enfant [11,15,24].

Glycolipides

(cérébrosides, gangliosides)

Butyrophiline

S / Glycérophospholipides
%7 (PE,PC, PI, PS)

Triglycérides

Protéines
glycosylées

Membrane d’un globules gras du lait

Figure 2 : Schéma des constituants d’un globule gras du lait (modifié de Mead Johnson Nutrition)

Les glucides représentent la fraction la plus importante du lait humain (Tableau 2). Le
principal glucide du lait est le lactose (environ 6,5 g/dL) composé d’une molécule de glucose
et d’une molécule de galactose. Sa concentration dans le lait maternel est la plus élevée de tous
les mammifeéres, ce qui pourrait représenter une adaptation a la forte demande en énergie du
cerveau humain [11]. Le lactose est également le principal composé osmotique du lait qui régule
I’entrée d’eau dans la cellule mammaire [17]. Ainsi, bien que sa concentration soit tres stable,
une augmentation de la production de lait est généralement associée a une augmentation de la
concentration en lactose [24]. Contrairement a d’autres espéce (vache, rat), chez I’lhomme
d’autres glucides sont également présents en quantités significatives: ce sont les
oligosaccharides du lait humain (OLH ou HMO, Human Milk Oligosaccharides) donct la
concentration totale atteint environ 1,0 g/dL dans le lait mature. Il existe plus de 200 composés
differents dans le lait humain comportant 3 a 22 motifs glucidiques formés par seulement 5
monosaccharides : le fucose, le glucose, le galactose, le N-acétylglucosamine et 1’acide sialique
(Figure 3). La composition en OLH est spécifique de chaque mére et est déterminée par des
facteurs génétiques (phénotype sécréteur ou non), dont la présence ou non de deux
fucosyltransférases [29]. Ces glucides n’apportent pas d’énergie au nouveau-né car ils ne sont
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pas digestibles mais ils ont par contre une action prébiotique en servant de substrats pour les
bactéries du microbiote intestinal comme les Bifidobacterium infantis. Ces bactéries
probiotiques protégent le nourrisson de la colonisation par des bactéries pathogenes. Les OLH,
en temps qu’analogues des glucides présents a la surface des entérocytes jouent le role de leurre
et fixent les bactéries et les virus qui sont alors évacués sans déclencher d’infection. lls
joueraient ainsi un réle important dans la protection contre les infections respiratoires et les
diarrhées. Enfin, les OLH, interviennent également dans la maturation du systéme immunitaire
du nouveau-neé en se fixant aux cellules immunitaires (monocytes, lymphocytes, neutrophiles)
[11,15,25].

Répétitions de

Suc.res N-acétyllactosamine Lactose
terminaux

l 2’-Fucosyllactose
Oligosaccharide neutre

Ramification de
N-acétyllactosamine

GleNAc . Gal O Gle . Fue A Acide Sialique ‘

Figure 3 - Schéma des motifs glucidiques constituant les oligosaccharides du lait humain [29].
GIcNAc: N-acétylglucosamine, Gal: galactose, Glc: glucose, Fuc: fucose

6’-Sialillactose
Oligosaccharide acide

e Composition en micronutriments du lait maternel

Le lait maternel permet un apport équilibré de vitamines et minéraux a I’enfant
(Tableau 2). Les minéraux sont présents en quantités relativement faibles dans le lait ce qui a
pour effet de limiter la charge osmolaire rénale chez le nouveau-né, constituant ainsi une
sécurité en cas de pertes hydriques excessives. Les minéraux les plus concentrés dans le lait
sont le calcium, le potassium, le sodium, le phosphore et le chlore (entre 15 et 55 mg/dL), tandis
que la vitamine C est la plus abondante (3,8 mg/dL) suivi des vitamines E, B5, B3 et B1 (180
a 350 g /dL) [30,31]. De plus, le lait humain est particulierement riches en vitamines A et E
comparé au lait de vache [31]. Les vitamines agissent principalement comme cofacteurs
enzymatiques et sont essentielles pour le développement et le fonctionnement du métabolisme
de I’enfant [32]. Le lait maternel répond généralement a I’ensemble des besoins en
micronutriments du bébé. Cependant certaines vitamines (A, B1, B2, B3, B6,B12 et C) et I’iode
peuvent étre présents en trop faibles concentrations dans le lait en cas de carence chez la mere,
conduisant a un développement non optimal de I’enfant. De plus, indépendamment du régime
et des réserves de la mere, les vitamines K et D sont présentes en quantités relativement faibles
dans le lait humain par rapport aux besoins du nouveau-né. Afin de prévenir tout risque de
carence chez le bébé, un apport multi-vitaminique est conseillé pour les enfants allaités,
principalement en vitamines D et K [24].



Tableau 2: Composition en nutriments et en composés bioactifs du lait humain mature [11,15,24,30,33].

Composition

Eau

Macronutriments

Protéines

Glucides

Lipides

Micronutriments
WAEININES

Minéraux

Composés bioactifs

Azote non protéique

Facteurs de
croissance

Facteurs
immunologiques

Enzymes

Hormones

miARN

Probiotiques

Quantité
(g/dL)

88 -91
10-11

09-1,2

6,7-78

32-3,6

0,2-0,3
~0,05

~0,15

Principaux
constituants

Eau

Caséines (13-30%)
Protéines sériques (60-75%) :
a-lactalbumine, lysozyme,
1gs (IgA > 1gG), lactoferrines
Mucines (< 20%)

Lactose (6,5-7,0 g/dL)
OLH (0,8-1,3 g/dL)

Triglycéride (98% des lipides)
AGS (35-40%) :

Acide Palmitique (~24%)
AGMI (45-50%) :
Acide Oléique (~36%)
AGPI (15-20%) :
Acide Linoléique (9-11%)
Acide a-linolénique (1-3%)
DHA (~0,35%)

Vitamines C, E, B5, B3...

Calcium, potassium, sodium,
phosphore, chlore...

Urée, créatine, nucléotides,
acides aminés libres, peptides
(25% de ’azote total)

EGF, IGFs, NGF, VEGF,
EPO

Leucocytes (macrophages et
lymphocytes) ; 1Gs (IgA) ;
cytokines pro et anti-
inflammatoires (IL, TNFa,
TGFEB)

Amylases, lipases, protéases

Insuline, ghréline, leptine,
adiponectine

miR181, miR155, miR92,
miR124...

> 200 especes bactériennes

Fonctions

Hydratation ; solubilisation des composés

essentiels ; facilite I’absorption des nutriments

Apport des acides aminés essentiels a la
synthése protéique ; facilitent la digestion ;
protection contre les infections ;
développement du systeme digestif

Apport d’énergie (cerveau) ; entrée de I’eau
dans la cellule ; développement du
microbiote intestinal et du tractus digestif ;
protection contre les infections

Principal apport d’énergie ; fonction
membranaire ; favorisent la croissance ; le
développement du cerveau, de
I’immunologie et du tractus digestif ;
protection contre les infections bactériennes

Importance de la localisation des AG sur le
glycérol pour la biodisponibilité

Cofacteurs métaboliques essentiels au
développement du nouveau-né
Attention aux apports maternels en
vitamines B, A, C, D, K et en iode

Modulation des activités enzymatiques et
métaboliques ; développement du tractus
digestif et de la fonction immunitaire ;
apports de bases a la synthese de
macromolécules
Promotion de la croissance des entérocytes,
des neurones entériques, des vaisseaux
sanguins, des hématies. ..

Protection contre les infections ; activation
de la réponse immunitaire, réparation
cellulaire, action anti-inflammatoire

Favorise la dégradation des
macronutriments.

Modulation du métabolisme énergétique et
de la composition corporelle
Facteurs de régulation métabolique ;
favorisent la prolifération et la réponse
immunitaire
Mise en place d’un microbiote intestinal
sain

Igs : immunoglobiline ; OLH : ologosaccharides du lait humain ; AGS : acides gras saturés ; AGMI : acides gras
mono-insaturés ; AGPI : acides gras poly-insaturés ; DHA : acides docosahexaénoique EGF : facteur de croissance
épidermique ; IGF : facteur de croissance semblable a I’insuline ; NGF : facteur de croissance neuronal ; VEGF :
facteur de croissance de 1’endothélium vasculaire ; EPO : érythropoiétine ; IL : interleukine ; TNFa : facteur de
nécrose tumorale ; TGFp : facteur de croissance transformant ; miR : micro-ARN.



e Composition en composes bioactifs
Les composés bioactifs du lait proviennent de nombreuses sources. Ils peuvent étre
sécrétés directement par les lactocytes ou par des cellules présentes dans le lait (cellules
épithéliales, leucocytes), passer directement du sang de la mere au lait par transcytose ou encore
étre présents au niveau de la membrane des globules gras. Dans tous les cas, ces composés
agissent directement chez le bébé en modulant des voies métaboliques impactant certaines
fonctions de son organisme et donc sa santé [24].

Les composes azotés non protéiques tels que 1’urée, la créatine, les acides amines
libres, les peptides et les nucléotides représentent 20-25% de 1’azote total du lait (Tableau 2).
Ces composés jouent probablement un réle important dans le développement de 1’enfant et en
particulier les nucléotides qui sont considérés comme des nutriments semi-essentiels chez le
nouveau-né afin de répondre a leurs besoins de croissance rapide et donc a I’activité importante
de synthése d’acides nucléiques, d’ATP, de coenzymes (NAD, CoA), ou de médiateurs
métaboliques (CAMP, cGMP et ADP). De plus, ils sont connus pour leurs actions dans le
développement et la maturation du tractus gastro-intestinal, du microbiote et du systéme
immunitaire [11,15]. D’autre part, les acides aminés libres (jusqu’a 20% des composés azotés
non protéiques) et les peptides, en plus d’apporter de 1’énergie et les matériaux pour la synthese
des protéines, jouent un role dans la régulation de nombreuses fonctions métaboliques [32,34].
On peut citer le réle de la glutamine, acide aminé le plus abondant du lait, dans la trophicité
intestinale, des acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) dans la synthése du glutathion
donc dans la défense antioxydante, ou 1’arginine, impliquée dans I’immunité, la croissance et

la régulation du tonus vasculaire en tant que seul précurseur du monoxyde d’azote (NO) [32,35].

Les facteurs de croissance représentent un grand nombre des protéines bioactives du
lait humain (Tableau 2). lls sont particuliérement presents dans le colostrum, le lait des premiers
jours, puis leurs concentrations diminuent progressivement. Ces protéines ont de nhombreux
effets notamment sur le développement et la maturation du systeme digestif du nouveau-né : le
facteur de croissance épidermique (EGF, Epidermal-Growth Factor) sur la maturation de la
muqueuse intestinale, les facteurs de transcription neuronaux comme le facteur neurotrophique
dérivé du cerveau (BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor) sur le développement du
systéme nerveux entérique, les facteurs de croissance semblables a 1’insuline (IGF, Insulin-like
Growth Factor) sur la survie et la multiplication des entérocytes et enfin le facteur de croissance
de I’endothélium vasculaire (VEGF, vascular endothelial growth factor) sur 1’angiogeneése.
L’érythropoiétine (EPO), présente en quantités significatives, favorise la production des
globules rouges dans la moelle osseuse et, en tant que facteur trophique, joue également un role
dans les jonctions intestinales et donc la fonction de barriére des cellules épithéliales [24].

De nombreux facteurs immunologiques sont transférés directement du sang de la mére
au lait a travers 1’épithélium mammaire. Parmi ces derniers, de nombreuses cellules
immunitaires sont retrouvées, comme les macrophages ou les lymphocytes permettant une
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protection contre les infections. De plus, des protéines, les immunoglobulines secrétees (1gs),
la lactoferrine, le lysozyme et les mucines protégent le bébé en compensant I’immaturité du
systeme immunitaire du nouveau-né et en inhibant 1’action des pathogénes. En particulier, les
immunoglobulines A sécrétoires (sIgA) sont les protéines immunitaires présentes en plus fortes
concentrations dans le lait humain (0,1 g/dL dans le lait mature). Enfin de nombreuses cytokines
comme les interleukines (inteleukine-1p, IL-1p), le facteur de nécrose tumoral o (TNFa., tumor
necrosis factor a) ou le facteur de croissance transformant  (TGFp, transforming growth

factor) favorisent 1’action des cellules immunitaires ou agissent comme anti-inflammatoires
[15,24].

Enfin, le lait maternel posseéde de nombreux autres composés bioactifs (Tableau 2). En
effet, il contient de nombreux ARN non codant (dont les miARN) qui peuvent étre transférés
dans le lait sous forme d’exosomes et qui agissent en régulant de nombreuses fonctions telles
que la prolifération et la différentiation cellulaire, la réponse immunitaire et le contréle de la
synthése des lipides ou des protéines [11,36]. Le lait maternel permet également un important
apport de probiotiques avec plus de 200 phylotypes microbiens (environ 10 a 10°
bactéries /mL) qui participent a la colonisation du tube digestif et a la maturation du microbiote
intestinal du nouveau-né. Différentes enzymes comme des amylases et des lipases sont
transférées dans le lait et permettent au bébé, dont le systéeme digestif est immature, de digérer
les nutriments. Enfin, le lait maternel contient des hormones comme I’insuline, 1’adiponectine,
la ghréline ou la leptine qui agissent sur le métabolisme du bébé en régulant sa glycémie et sa
triglycéridémie notamment, ainsi que des hormones intestinales telles que I’hormone de
libération d’hormone de croissance (GHRH, growth hormone releasing hormone) et le peptide
1 semblable au glucagon (GLP-1, glucagon-like peptide 1) [11,24].

1.1.2. Une composition évolutive

La composition du lait évolue au cours de la lactation. Ainsi, le lait maternel passe du
colostrum (1-3 jours), au lait de transition (3-20 jours), pour finir en lait mature. Le premier lait
sécrete, le colostrum est produit en faible quantité (entre 50 et 150 ml par jour) et est pauvre
en lactose (5,3 g/dL), en lipides (2,9 g/dL) et en caséines. En revanche, il est riche en protéines
sériques et particulierement en protéines immunologiques tels que les IgA (1,2 g/dL) ou la
lactoferrine (0,5g/dL), en facteurs immunologiques comme les leucocytes ou des cytokines pro-
et anti-inflammatoires mais aussi en facteurs de croissance comme I’EGF, 200 fois plus
concentrés que dans le lait mature, et en OLH (2 g/dL) [15,30]. Cette composition particuliére
du colostrum est le reflet de son rdle avant tout immunologique et développemental plut6t que
nutritionnel qui assure la maturation du systeme immunitaire et de la barriére intestinale du
bébé. Ce lait est sécrété lors des deux a trois premiers jours de lactation, puis les jonctions
serrées de I’épithélium mammaire se referment progressivement limitant le passage des facteurs
immunologiques et stimulant I’activité sécrétoire des lactocytes [11,15,24]. On obtient alors un
lait de transition avec une augmentation progressive des concentrations en lactose, en lipides
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et en caséines mais également avec un déclin du ratio sodium sur potassium et des facteurs de
croissance et facteurs immunitaires. L’apparition de ce lait de transition est accompagnée d’une
augmentation progressive du volume sécrété (600 mL/jour & 2 semaines) afin de satisfaire les
besoins nutritionnels requis pour la croissance rapide du bébé. Enfin, au bout de 4 & 6 semaines,
le lait est considéré comme completement mature, sa composition ne connaitra alors plus de
variations aussi importantes que lors des premiers jours et sa production se stabilise autour de
800 mL/jour. Néanmoins, méme ce lait mature change, de maniére plus progressive, au cours
de la lactation. Ainsi, la concentration moyenne en protéines diminue graduellement du 2°™
mois au 6°™ mois de lactation pour ensuite se stabiliser. La concentration en lactose connait un
pic de concentration entre le 4°™ et le 7™ mois de lactation avant de diminuer progressivement
tandis que la concentration en lipides augmente constamment avec 1’avancement de

I’allaitement afin de répondre aux besoins énergétiques liés a la croissance du bébé [11,15].

La composition du lait n’évolue pas uniquement en fonction de la durée de lactation
mais aussi au cours de la journée et méme de la tétée. Ainsi, la concentration en lipides connait
un pic autour de 5 g/dL en milieu de matinée alors qu’elle diminue pour atteindre environ 3 g/dL
au milieu de la nuit. Par ailleurs, au cours de la tétée le premier lait et le lait terminal ont des
compositions différentes avec une diminution progressive de la concentration en lactose et une
augmentation de la concentration en lipides permettant au bébé d’arriver plus rapidement a
satieté [15].

La concentration en lipides est la plus variable et la plus sensible aux conditions
d’allaitement, alors que les concentrations en protéines et lactose restent relativement stables.
Ainsi, la concentration en lipides est dépendante du temps entre deux tétées. Plus I’intervalle
est long, moins la concentration en lipides est importante. D’autre part, la concentration en
lipides serait associée a la prise de poids de la mére pendant la grossesse et au poids de naissance
de P’enfant. Ainsi, une prise de poids importante de la mere ou un poids de naissance
anormalement faible ou élevé conduiraient a une augmentation de la concentration en lipides
dans le lait [15]. Enfin, le lait maternel contiendrait 25% de calories en plus lorsque le
nourrisson est un garcon [37].

Les formules infantiles, qui imitent le lait humain dans sa composition globale en
macronutriments et micronutriments, s’améliorent progressivement notamment pour les
apports en acides gras essentiels ou en certains prébiotiques (fructo- et gluco-oligosaccharides)
et probiotiques, qui miment en partie 1’action des OLH et du microbiote du lait humain. Elles
deviennent donc des alternatives de plus en plus crédibles au lait humain dans le cas
d’impossibilité a allaiter. Cependant, I’extréme complexit¢ du lait maternel, 1’importante
diversité de ses composés bioactifs ou la grande spécificité de ses lipides semblent pour I’heure
impossible a reproduire parfaitement. De plus, la composition du lait maternel est finement
modulée, au cours de la lactation mais également individuellement, pour s’adapter aux besoins
de I’enfant. Malgré la grande variété de formules infantiles, adaptées a tous les premiers ages,
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elles ne sont pas adaptées aussi précisément aux besoins nutritionnels du bébé. C’est pourquoi
le lait maternel reste 1’aliment idéal pour la croissance, le développement, et la protection du
nourrisson.

1.2. Bénéfices de I’allaitement maternel a court et long-terme pour la santé
du nourrisson

De tres nombreuses données épidémiologiques démontrent que 1’allaitement maternel
est associe a de nombreux bénéfices santé pour le bébé tant a court terme, sur la réduction des
infections respiratoires et gastro-intestinales qu’a long-terme, sur la programmation
métabolique, immunologique et cognitive de I’enfant selon le concept de 1’origine
développementale de la santé et des maladies (DOHaD, Developmental Origin of Health and
Diseases) [13]. Toutefois, ces bénéfices dérivent d’études observationnelles rétrospectives,
dans lesquelles la décision d’allaiter ou non était prise par les meres et donc influencée par de
multiples facteurs confondants comme le statut socio-économique et 1’éducation de la mére.
Ainsi, les bénéfices de I’allaitement maternel ne sont pas toujours imputables a la composition
du lait humain et, malgré les limites éthiques liées a la randomisation, quelques essais

randomisés ont été menés pour les confirmer [38].

1.2.1. Bénéfices de I’allaitement a court terme . une protection contre les infections
Le lait maternel est constitué de nombreux composés bioactifs jouant un réle sur le
systéme immunitaire de 1’enfant soit par une protection directe contre les infections (leucocytes,
immunoglobulines, lactoferrine, OLH) soit par un effet bénéfique sur le développement du
systeme immunitaire (miRNA, nucléotides) (Tableau 2). La présence de ces composés entraine
de nombreux bénéfices a court terme sur la santé des nourrissons (Tableau 3).

L’allaitement maternel présente, tout d’abord, un important effet protecteur contre la
mortalité infantile en partie causée par des infections respiratoires et gastro-intestinales. En
effet, le risque de mortalité¢ infantile est diminué¢ de 88% dans le cas d’un allaitement maternel
exclusif d’au moins 6 mois comparé a des enfants non allaités. De plus, dans les pays en
développement, les enfants de moins de 6 mois non allaités ont environ 4 fois plus de risques
de mourir que les enfants allaités. En particulier, le risque de développer un syndrome de mort
subite de I’enfant est diminué de 36% chez les enfants qui ont été allaités [11]. L’allaitement
maternel diminue également 1’incidence et la sévérité de I’entérocolite ulcéro-nécrosante, une
maladie intestinale qui concerne principalement les bébés nés prématurés (90% des cas) et dont
les cas les plus graves peuvent entrainer la mort [13]. Dans tous les cas, une augmentation de
la durée et de la prédominance de 1’allaitement limite d’autant plus le risque de mortalité. Ainsi,
dans 42 pays en développement, il a été estimé qu’un allaitement exclusif d’une durée de 6 mois
et un sevrage a 1 an permettrait potentiellement de sauver la vie d’un million d’enfants par an,
soit une baisse de 13% de la mortalité infantile mondiale. De la méme maniere, il a été estime,

aux Etats-Unis, que si 90% des meres allaitaient exclusivement leurs enfants jusqu’a 6 mois,
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900 enfants pourraient étre sauvés par an. L’effet protecteur de I’allaitement sur la mortalité
infantile ne concerne donc pas uniquement les pays les moins développés [13,39].

Tableau 3: Diminution du risque de survenue de certaines pathologies a court terme en fonction du type
d’allaitement maternel [11,13,39,40]

Pathologies / Diminution Type Référence .
conditions du risque (%) d’allaitement (allaitement) ST ENE
88 Exclu = 6mois Abs
s . 71-76 Tous Abs Pays en développement
Mortalité infantile 48 Part Abs
78 Prédom Abs
Syndrome de mort subite 36-45 Tous > 1 mois Abs
du nourrisson 73 Exclu Abs
Infgctlor!s 64 Tous Abs
gastro-intestinales
80 Tous Abs USA
. . 49-59 Tous Abs
Diarrhées 7374 Tous > 4 mois Tous < 1mois Cohorte EDEN, France.
30 Tous=1an Abs Diarrhées a rotavirus
Entérocolites nécrosantes 58 -77 Exclu Abs Prématurés
Infections respiratoires
Infectlpns des VoIEs 63 Exclu > 6 mois Abs Rhume, angines, rhinites
respiratoires supérieures
23 Tous Abs
Otites 50 Exclu > 3 mois Abs
63 Exclu > 6mois Abs
46 Exclu>4mois Exclu < 1mois
Infectlgns Qeslvples 79 Exclu > 4 mois Abs Infection trachée,
respiratoires inférieures bronches, poumons
PReumonies 77 Exclu>6 mois Exclu 4-6 mois
93 Exclu > 6 mois Abs
74* Exclu > 6 mois Abs ou Part * Réduction de la sévérité
Bronchiolites/bronchites 25 Tous Abs L
- - Diminution des cas rares
36 Exclu >4 mois  Exclu < 1mois
Réactions allergiques 2 27 Exclu 3-4 mois Abs Population a bas risque
Dermatite atopique @ 42 Exclu > 3 mois Abs Antécédent familiaux
Rhinites chroniques 2 - Exclu >4 mois Abs
Asthme 2 40 Exclu > 3 mois Abs Antécédent familiaux
Malocclusion dentaire 68 Tous Abs

Exclu : allaitement exclusif ; Tous : tout type d’allaitement ; Part : allaitement partiel ; Prédom : allaitement
prédominant ; Abs : Absence d’allaitement
a : résultats encore discutés

L’allaitement maternel joue un réle majeur dans la protection contre les infections
respiratoires aussi bien des voies supérieures (rhume, angine, otites) que des voies inférieures
(pneumonie, bronchite, bronchiolite). En particulier, pour un allaitement exclusif de 6 mois, le
risque d’otite est réduit jusqu’a 63%, le risque de mourir d’'une pneumonie est pres de 15 fois
plus faible et le risque de contracter une bronchiolite est diminué de 36% avec une importante
réduction de la sévérité de la maladie (durée d’hospitalisation et besoins en oxygene)
(Tableau 3). L’allaitement maternel est également protecteur contre les infections gastro-
intestinales, (risque réduit de 64%) et notamment 1’incidence des diarrhées précoces dont le
risque peut étre réduit jusqu’a 74%. De plus, il a été montré que sur 8 bébés prématurés
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supplémentaires nourris exclusivement au de lait humain provenant de la mere ou de donneuse,

1 cas d’entérocolite menant a une chirurgie ou a la mort serait évité [13,39-41].

Enfin, le role préventif de 1’allaitement face au développement de réactions allergiques
est étudié depuis les années 30, mais les résultats des différentes études menées sur le sujet
restent controverses. Néanmoins, 1’allaitement maternel réduirait le risque de développer de
I’asthme, des dermatites atopiques ou de 1’eczéma pendant la petite enfance, avec un effet
protecteur d’autant plus fort que I’enfant est a risque (antécédents familiaux). Il réduirait

¢galement le risque d’allergie au lait de vache pendant I’enfance [13,41].

1.2.2. Bénéfices santé de ’allaitement a long terme et notion de programmation : le
concept de la DOHAD.

D’aprés le principe de la DOHaD (Annexe 1 [42-44]), ’exposition a un environnement
délétere, au cours des phases précoces du développement (préconception, gestation, post-natal)
peut impacter la santé de 1’individu au cours de sa vie adulte, en augmentant le risque de
développer des maladies non-transmissibles (MNT) a long terme (maladies cardiovasculaire,
métaboliques, mentales, cancer). La lactation a un impact important dans la programmation car,
durant cette période, de nombreux organes présentent une plasticité importante. Le lait
maternel, en apportant les nutriments essentiels pour couvrir les besoins nécessaires au bon
développement de I’enfant, permettrait de limiter les programmations déléteres et éviterait le

risque de développer ces MNT a I’age adulte [43].

Tout d’abord, le fait d’allaiter son enfant exclusivement pendant au moins 3 mois limite
significativement le risque qu’il développe un syndrome métabolique pendant 1’adolescence
[43]. En particulier, et malgré des résultats controversés, 1’allaitement maternel aurait un effet
protecteur contre la survenue de 1’0bésité et du surpoids a I’adolescence et a 1’age adulte avec
une diminution du risque d’autant plus importante que 1’allaitement est long (Tableau 4)
[13,41]. Si les facteurs confondants sont nombreux dans cette association, une méta-analyse de
23 études de haute qualité semble confirmer une diminution du facteur de risque de 13% [11].
De plus, différentes études mettent en évidence un effet protecteur de ’allaitement exclusif
contre la survenue du diabete de type 2 a I’age adulte par rapport a des enfants non allaités ou
allaités de maniére non exclusive (tableau 4) [13,39]. Différentes raisons peuvent expliquer les
bénéfices du lait humain sur ces maladies métaboliques, notamment sa plus faible concentration
en protéines, qui limite la croissance rapide du nouveau-né. En effet, une vitesse de croissance
élevée lors de la premiére année de vie est associée a une augmentation de I’'IMC a 2 ans et a
un risque augmenté de MNT a long terme [43]. De plus, ces faibles concentrations en protéines
du lait humain limiteraient les concentrations en insuline et IGF-1 dans le sérum de 1’enfant
qui, en cas de forte concentration, augmenterait le risque de développer a long terme un diabete
de type 2 [43]. Chez les enfants nes prématures ou avec un petits poids de naissance, plus a

risque de développer des MNT, I’allaitement maternel est particuliérement recommandé [13].
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Tableau 4 : Effets bénéfiques de I’allaitement maternel a long-terme [13,39]

. . Réduction du Type Référence o
RIS R e risque (%0) d’alla)i/tFZment (allaitement) PR
Syndrome métabolique NC Exclu > 3 mois Non Exclu Adolescence
15 Tous Abs Adolescence
Obésité 30 Tous Abs Adulte
4 Pour chague mois supplémentaire Adulte
Lo 33 Tous Abs A 20 ans
Diabete de type 2 40 Exclu > 3 mois Non Exclu Adulte
Développement cognitif 5,9* Exclu>4 rno.is <1 mo?s 6,5 ans
6,6* Tous > 7 mois <1 mois 18 ans
L. 10-12 Exclu < 6 mois Abs Enfance
Leucemies 15-20 Exclu > 6 mois Abs Enfance
Maladie Ceeliaque 52 AIIa|I?£§r;';i>ti§:§&sgeﬁlf:§dant Adulte
Diabéte de type 1 30 Exclu > 3 mois Non Exclu Adulte
Intestin irritable 31 Tous Abs Enfance

Exclu : allaitement exclusif ; Tous : tout type d’allaitement ; Abs : Absence d’allaitement ; *: gain en termes de
points de quotient intellectuel (QI)

L’allaitement maternel possede également un effet bénéfique sur le développement
cognitif (Tableau 4), puisqu’il est associé a un quotient intellectuel (QI) plus élevé et de
meilleures performances de lecture pendant ’enfance [43]. 1l est aussi associé a un meilleur
score de développement cognitif @ 2 ou 5 ans chez les enfants nés avec un petit poids de
naissance ou chez les grands prématurés, et ceci d’autant plus que la durée d’allaitement est
longue [27, 32]. Cet effet bénéfique de I’allaitement sur le QI est également retrouvé a 18 ans
et ceci proportionnellement a la durée d’allaitement [39]. La présence de facteurs de croissance
neuronaux et une meilleure disponibilité des AGPI a longue chaine pourraient expliquer
également cette amélioration du neuro-développement [13,41,43].

Le lait humain a également été associé avec une diminution du risque de leucémie de
I’enfant d’autant plus important que la durée d’allaitement est longue (Tableau 4). Cet effet
pourrait s’expliquer par une meilleure programmation du développement immunitaire et
neuronal mais également par une diminution des infections et donc de I’état inflammatoire
prédisposant au développement de cancers [13].

Enfin, I’allaitement maternel favorise la protection contre plusieurs autres maladies
telles que la maladie cceliaque, principalement lorsque le gluten est introduit en cours
d’allaitement. L’allaitement exclusif est associé a une diminution de 30% le risque de diabéte
de type 1 possiblement en évitant le contact avec la B-lactoglobuline ou la sérum-albumine
(présente dans les formules infantiles a base de lait de vache) qui, de par sa ressemblance
structurale avec des antigénes des cellules des flots pancréatiques, stimulerait une réponse
immunitaire entrainant un effet délétére sur les cellules B [13,41]. Toutefois, une étude ou des
enfants a risque de diabéte de type 1 ont recu des formules hydrolysées afin d’éviter le contact
avec la B-lactoglobuline, n’a pas montré de protection contre le risque de diabéte, par rapport a
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des formules « classiques » [45]. Enfin, I’allaitement maternel limite de 31% le développement
du syndrome de P’intestin irritable pendant I’enfance possiblement par une programmation
optimale du microbiote intestinal [13,41].

1.3. Bénéfices de I’allaitement maternel a court et long-terme pour la sante
de la mere

L’allaitement maternel n’apporte pas uniquement des bénéfices pour la santé du bébé
mais aussi pour la santé de la maman. A court terme, 1’allaitement maternel limite les pertes
de sang, accélére I’'involution de I’utérus et prolonge I’intervalle de temps entre deux
grossesses successives du fait de I’aménorrhée secondaire liée a I’allaitement [13,41]. De plus,
malgré la présence de nombreux facteurs confondants (régime alimentaire, activité physique,
origine ethnique, IMC basal...), plusieurs études mettent en évidence une faible association
positive entre 1’allaitement maternel et une perte de poids plus rapide aprés 1’accouchement.
Ainsi, un allaitement exclusif de plus de 3 mois permettrait de perdre entre 1,4 kg et 1,7 kg de
plus que des femmes n’ayant pas ou peu allaité durant les 6 a 9 mois suivant I’accouchement
[13,46]. Enfin, I’allaitement maternel serait associé¢ a une diminution du risque de dépression
post-partum des meres et de la négligence maternelle. Cependant, d’importants facteurs
confondants dans ces études compliquent les conclusions (effet de la dépression sur la capacité
a allaiter, méres négligentes moins susceptibles d’allaiter) [11,13,41].

A long terme, différentes études mettent en évidence un effet protecteur de I’allaitement
contre le développement des MNT. Le fait d’allaiter entrainerait une diminution de 32% du
risque des meres de développer un diabete de type 2 en milieu de vie [11] et la diminution
serait fortement accentuée avec la durée d’allaitement (réduction du risque de 48% pour une
allaitement de plus de 6 mois) [47]. L’effet semble plus marqué chez les femmes ayant connu
un diabete gestationnel bien que la différence ne soit pas significative [47]. D’autre part, la
durée d’allaitement cumulée a montré un effet protecteur contre différentes maladies
métaboliques chez les femmes ménopausées. Ainsi, pour une durée d’allaitement cumulée de
12 & 24 mois, le risque de maladie cardio-vasculaire est diminué¢ de 10%, d’hyperlipémie de
19%, d’hypertension de 11% et de diabete de type 2 de 26% [13]. De plus, un allaitement
d’au moins 6 mois permet une diminution de 54% du risque de développer une stéatose
hépatique non alcoolique en milieu de vie chez des femmes a risque [48]. La survenue de la
polyarthrite rhumatoide est également diminuée en fonction de la durée d’allaitement
cumulée, de 20% apres 12 mois & 50% apres 24 mois [13]. Enfin, ’allaitement maternel posséde
un effet protecteur, dose-dépendant, contre la survenue du cancer ovarien dont le risque moyen
est reduit de 14% et peut atteindre 28% a 34% pour des durées d’allaitement cumulées de 12 a
18 mois respectivement [13,49]. L’allaitement proteége également de maniére dose-dépendante
contre la survenue du cancer du sein (majoritairement avant la ménopause) avec une
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diminution du risque de 28% pour une durée d’allaitement de 12 mois et une diminution du

risque de 4,3% par année d’allaitement supplémentaire [2,13].

1.4. Bénéfices socio-économiques de I’allaitement maternel

En plus de ses effets bénéfiques sur la santé a court et long terme de la mére et de
I’enfant, 1’allaitement maternel présente de nombreux avantages socio-€conomiques. Tout
d’abord, il représente un avantage économique a I’échelle familiale. En effet, une étude réalisée
aux Etats-Unis au debut des années 2000 a mis en évidence que le colt associé aux formules
infantiles est compris entre 1200 a 2100 $ par an. A l’inverse, 1’allaitement maternel
représenterait un colt supplémentaire de seulement 10 $ par mois pour acheter la nourriture
permettant de couvrir les besoins nutritionnels augmentés de la maman [50]. 1l a donc été
calculé qu’un allaitement exclusif permettait d’économiser environ 478 $ lors des 6 premiers
mois de I’enfant ainsi que 200 $ supplémentaires sur les colits médicaux au cours de ses 12
premiers mois [50].

Ensuite, a ’échelle nationale, des études réalisées aux Etats-Unis au début des années
2000 mettent en evidence que des taux d’allaitement exclusif & 6 mois de 50% et de 90%
représenterait un gain pour la société de 3,6 milliards de $ et de 13 milliards de $,
respectivement. Ces résultats ne prennent pas en compte les économies potentielles engendrées
par la réduction du nombre de maladies chroniques a 1’age adulte [13,50]. Toujours aux Etats-
Unis, une étude focalisée sur les effets bénéfiques de ’allaitement sur la santé des méres met
en évidence qu’un taux d’allaitement sous-optimal colte a la société environ 17,4 milliards $ a
cause de morts prématurées, 733,7 millions $ associés a des colts medicaux directs et 126,1
million $ & cause de morbidités indirectes [39]. D’autre part, en réduisant le nombre de morts
subites du nourrisson et en améliorant le QI des enfants d’environ 4 points, 1’allaitement
maternel permettrait un gain économique de plusieurs milliards de $ lié a un gain de
productivité sur I’ensemble de la vie active [39]. Enfin, a 1’échelle d’un pays comme
I’Angleterre, en limitant ’incidence de la mort subite du nourrisson et le risque de retard de
développement neurologique chez les prématurés, I’allaitement maternel permettrait un gain
total de plus de 10 000 jours de vie en bonne santé pour I’ensemble des enfants nés prématurés
[39].

Finalement, parce que le lait humain est une source naturelle et renouvelable de
nutriments, il représente également un bénéfice écologique. En effet, les formules infantiles ont
une empreinte carbone relativement importante puisqu’elles dépendent de 1’élevage bovin, gros
‘consommateur’ de terres cultivables, et nécessitent de 1’énergie pour leur production, leur
emballage et leur transport, elles génerent des déchets et leur fabrication est tres couteuse en
eau (4000 L par kg de formule infantile) alors que le lait maternel, produit par la mere et
consomm¢é directement par [’enfant, limite fortement la dépense de ressources non
renouvelables [39].
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2. Pourquoi I’allaitement maternel n’est-il pas universel ?

2.1. Epidémiologie de I’allaitement maternel : la prévalence a I’allaitement
est-elle conforme aux recommandations nationales et internationales ?
Du fait des bénéfices santé et socio-économiques de I’allaitement maternel, I’OMS
recommande, un allaitement précoce de I’enfant, si possible moins de 1h aprées la naissance, et
un allaitement exclusif jusqu’a I’age de 6 mois. L’allaitement exclusif signifie que 1’enfant
recoit du lait maternel sans aucun autre apport de liquides, ni d’aliments bien que les solutions
de réhydratation et les médicaments soient autorisés, et qu’une supplémentation immédiate en
vitamine K et réguliére en vitamine D soit obligatoire [3]. Enfin, un allaitement partiel est
conseillé, pouvant représenter la moitié des apports caloriques jusqu’a I’age de 1 an et le tiers
de ces apports jusqu’a 1I’age de 2 ans [12]. Ces recommandations sont généralement les mémes
au niveau national, que ce soit dans les pays industrialisés ou en développement. Ainsi,
I’Académie Américaine de Pédiatries (AAP, American Academy of Pediatrics) recommande,
aux Etats-Unis, un allaitement exclusif de 6 mois, suivi par I’introduction d’aliments solides
(diversification), combiné a un allaitement jusqu’a I’age de 1 an. Quant au Programme National
Nutrition Santé (PNNS), qui établit les recommandations en France, il encourage un allaitement
exclusif de 4 mois, puis un allaitement prédominant jusqu’a 6 mois et enfin un allaitement
partiel jusqu’a I’age de 2 ans [51]. Un allaitement prédominant signifie que I’enfant recoit du
lait maternel comme aliment principal avec une introduction d’autres liquides comme de 1’eau
et des jus de fruit mais sans introduction d’autres aliments [3]. Cependant, avec moins de 50%
d’allaitement exclusif a 6 mois au niveau mondial, le taux d’allaitement est loin de ces
recommandations, avec d’importantes disparités entre les pays.

2.1.1. Au niveau mondial : d’importantes disparités en fonction des revenus du pays

Comme le montre la Figure 4, il existe d’importantes différences de taux d’allaitement
a 12 mois entre les pays a haut revenu d’Europe et d’Amérique du nord, ou la prévalence est
inférieure a 20%, et les pays a bas revenu d’Afrique sub-saharienne et d’Asie du sud ou la
prévalence dépasse 70% [2]. En particulier, il existe une forte corrélation négative (r = -0,84)
entre le produit intérieur brut (PIB) par habitant et le taux d’allaitement & 6 mois : pour un
doublement du PIB par habitant, le taux d’allaitement a 12 mois diminue de 10%. Les taux
d’initiation de I’allaitement sont similaires et supérieurs a 80% dans la majorité des pays alors
que le taux d’allaitement global, d’allaitement exclusif a 6 mois et d’allaitement mixte a 12
mois diminuent avec 1’augmentation de la richesse du pays [2]. Cependant, si la prévalence
globale de I’allaitement maternel est relativement bonne dans les pays en développement, le
taux d’initiation précoce (moins de 1h aprés la naissance) et le taux d’allaitement exclusif a 6
mois restent loin des recommandations de I’OMS [2]. En effet, dans ces pays, 36,3 millions
d’enfants, soit 63%, n’étaient pas exclusivement allaités a 6 mois dont 53% dans les pays a
faible revenu, et 62% dans les pays a revenu moyen. Ensuite, entre 6 mois et 2 ans, ce sont 64,8
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millions d’enfants (38%) qui n’ont recu aucun lait maternel dont 18% dans les pays a faible
revenu, et entre 34% et 55% dans les pays a revenu moyen. Au total ce sont 101,1 millions
d’enfants qui n’ont pas été nourris selon les recommandations de I’OMS. Ainsi, on estime que
le suivi strict de ces recommandations par I’ensemble de la population permettrait d’éviter la
mort d’environ 823 000 enfants par an dans les pays en développement [2]. Heureusement, la
prévalence de I’allaitement exclusif a 6 mois, bien qu’encore loin des recommandations dans
les pays en développement, augmente progressivement. Ainsi, elle est passée de 24,9% en 1993
a 35,7% en 2013, surtout dans les familles les plus riches et les mieux éduquées. En revanche,
la poursuite de 1’allaitement au-dela d’un an connait une légére diminution de 76,0% en 1993
a 73,3% en 2013, principalement due a une diminution de la durée d’allaitement dans les
familles les plus pauvres [2].

Proportion d’enfants recevant un allaitement maternel a 12 mois (%) 14 /
[ Aucune donnée
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100

Figure 4 : Répartition mondiale du taux d’allaitement global a 12 mois [2]
(Données de 153 pays entre 1995 et 2013)

2.1.2. Dans les pays industrialisés : une prévalence de I’allaitement globalement faible
mais variable entre les pays

Dans les pays industrialisés, le taux d’allaitement diminue beaucoup plus vite que dans

les pays en développement, et les allaitements de longue durée sont généralement tres rares bien
qu’il existe d’importants ecarts entre les pays (Tableau 5) [2]. Ainsi, le taux d’initiation dans
I’ensemble des pays développés est supérieur a 80% sauf en France, en Espagne et aux Etats-
Unis [2]. Ensuite, dans les années 2000, plus de la moitié¢ des méres avaient déja arrété d’allaiter
entre 3 et 4 mois aprés I’accouchement et la prévalence de ’allaitement exclusif ne dépassait
pas un tiers des meres dans la majorité des pays industrialisés sauf dans les pays scandinaves
[13,52]. A 6 mois, le taux d’allaitement exclusif est encore plus faible et bien loin des
recommandations de I’OMS : seulement 13,8% aux Etats-Unis, 15% en Irlande ou 10% en
Norvege [13,53,54]. Enfin, a 12 mois, la prévalence de I’allaitement (non exclusif) devient tres
faible dans la majorité des pays industrialisés et méme en Suéde ou I’allaitement maternel est
pourtant fortement encouragé [2]. Néanmoins, le taux d’allaitement a 12 mois est relativement
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bien maintenu aux Etats-Unis [2] et particuliérement en Norvége qui fait office de référence en
termes de prévalence globale de I’allaitement dans les pays riches (Tableau 5) [2,54].

Tableau 5 : Prévalence a I’allaitement dans différents pays industrialisés dans les années 2000 [2,13,52]

Indicateurs Etats-Unis Pays-Bas Royaume-Unis Suéde Norvege
Initiation de I’allaitement <80% >80% >80% >90% >90%
Allaitement global a 4 mois - 47% 35% 70% 90%
Allaitement exclusif a 4 mois 33,5% 35% 16% 60% 70%
Allaitement exclusif & 6 mois 13,8 - - - 10%
Allaitement global a 12 mois 27% - 1% 16% 35 - 46%

2.1.3. Cas particulier de la France : l'une des prévalences de ’allaitement les plus
faibles au monde
En France, en 2012, le taux d’initiation est particuliérement faible : environ 70% en
allaitement prédominant et 60% en exclusif [3,51]. Ce taux d’allaitement chute rapidement pour
atteindre 39% a 3 mois et environ 22% a 6 mois (dont respectivement, 21% et 10% en
allaitement exclusif et prédominant) (Figure 6) [3,51]. De plus, parmi les femmes qui allaitaient
a la sortie de la maternité (83% de maniére exclusive), seules 47% allaitaient toujours a 3 mois
(25% de maniére exclusive) et seulement 27% a 6 mois (10% de maniére exclusive) [52]. Ces
résultats indiquent bien que, méme chez des méres fortement sensibilisées a 1’allaitement, le
taux d’allaitement chute rapidement. Globalement, en 2012, la durée médiane de I’allaitement
en France était proche de 15 semaines contre seulement 3 semaines et demi pour ’allaitement
exclusif [3,51].

10 [1 mois| [3 mais| |6 mois | 12 moig

75 4
0j=74

0j=59 4
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Age en jours

| Non-allaités ~ mmm AM avec diversification =1 AMmixte [ | AMprédominant | AM exclusif

Figure 5 : Evolution du taux d’allaitement de la naissance a 12 mois en France en 2012-2013 [3]
AM exclusif : lait maternel uniquement
AM prédominant : lait maternel principalement et parfois d’autres liquides (eau, jus de fruit, tisanes)
AM mixte : Lait maternel plus des préparations pour nourrisson (PN) et d’autres liquides
AM avec diversification : lait maternel plus des PN plus d’autre liquides plus des aliments semi-solides ou solides et du lait
d’autres animaux
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Cependant, si les chiffres sont globalement faibles en France, ils sont en constante
augmentation depuis les années 1970, période a laquelle le taux d’initiation était seulement de
36,6%. En 2003 il atteignait 62,9% puis autour de 70% en 2012 [51]. De plus, en extrapolant
les courbes de la prévalence de I’allaitement observées aux Etats-Unis en 2012, 1’ Association
Américaine de Pédiatrie prévoit un taux d’initiation de I’allaitement de 81,9% en 2020 contre
75% en 2007 et un taux d’allaitement exclusif @ 6 mois, de 23,7% en 2020, contre 13,8% en
2007 [13]. D’une maniére générale, les pays riches voient une augmentation du taux
d’allaitement de prés de 1% par an si bien que ’OMS se fixe comme objectif d’atteindre un
taux d’allaitement exclusif a 6 mois de 50% au niveau mondial en 2025 [2]. Cependant, de
nombreuses actions doivent encore étre menées dans de nombreux pays, comme la France, afin

de favoriser la pratique de I’allaitement maternel pour atteindre ces objectifs.

2.2. Les arréts précoces de Dallaitement maternel: un probleme
multifactoriel
Bien que le taux d’initiation de 1’allaitement soit relativement élevé dans la majorité des
pays du monde [2], la durée d’allaitement est trop courte, loin des recommandations de I’OMS,
en particulier dans les pays riches. Les causes d’arrét précoces sont nombreuses et d’origines
trés variées, aussi bien démographiques, biologiques, sociales que psychologiques.

2.2.1. Les différentes variables affectant la durée de I’allaitement maternel
Afin de mettre en place des actions de promotion de 1’allaitement, il est important de
connaitre et comprendre les variables qui influencent la durée de la lactation. Ces variables,
résumées dans le Tableau 6, ne sont pas uniqguement physiologiques mais également sociales et
psychologiques. Si ces facteurs sont souvent peu modifiables par eux-mémes, leur étude permet

de déterminer certains leviers d’action pour favoriser 1’allaitement maternel [4,51].

Tableau 6 : Variables impactant la durée d’allaitement maternel [4]

Types de variable |

Démographiques Biologiques Sociales Psychologiques
- Production de lait . . Intention d’allaiter avant
Origine culturelle . - Travail de la mere .
insuffisante la naissance
Migration Probléme de santé de Support de I’entourage Intérét mgternel dans
I’enfant I’allaitement
Age Challefnge.physique de  Qualité du support par des Confiance de la mére
I’allaitement professionnels
Statut marital Obésité maternelle
Niveau d’éducation Cigarette
Niveau socio-économique Parité
Type d’accouchement
Type de grossesse

Les premicres variables qui influencent la durée de 1’allaitement maternel sont d’ordre
démographique comme 1’ethnie, I’4ge de la mére, le statut social ou le niveau d’éducation.

Tout d’abord, de nombreuses études mettent en évidence I’importance de ’origine culturelle
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des méres sur le taux d’allaitement. Ainsi, au Etats-Unis en 2007, les méres d’origine
hispanique avaient un taux d’initiation de I’allaitement de 80,8% contre 58,1% pour les méres
afro-américaines, comparé au taux national de 75% [13]. De plus, le taux d’allaitement exclusif
a 6 mois ¢était plus important chez les méres d’origine asiatique (16,1%), que chez les meéres
d’origine européenne (11,7%) et hispanique (11,6%) et plus bas chez les méres d’origine afro-
américaine (7,9%) [4]. D’autre part, la migration joue un rdle important sur la durée de
I’allaitement. Ainsi, en France, des méres d’origine étrangére ont un taux d’allaitement
significativement supérieur a celui des meres frangaises a 3, 6 et 12 mois [3,52]. A I’inverse,
des meres chinoises ont une durée d’allaitement significativement plus faible si leur
accouchement a lieu en Irlande plutdt qu’en Chine [53]. Cela montre bien que la durée
d’allaitement est a la fois impactée par les origines culturelles des méres et par la culture de
I’allaitement du pays dans lequel elles accouchent. Le niveau socio-économique des méres joue
¢galement un réle important dans la durée d’allaitement. Comme évoqué dans la partie
précédente, au niveau international, les pays les moins riches sont ceux qui ont le taux
d’allaitement le plus élevé. De plus, dans les pays en développement, les familles les plus riches
sont celles qui ont les taux d’allaitement les plus faibles, méme si les écarts tendent a s’effacer
[2]. Dans les pays développés, 1’association est moins nette. Si de nombreuses études mettent
en évidence une augmentation de la durée d’allaitement avec le revenu moyen [4], d’autres
études indiquent le contraire [4,52]. Ce qui reste, en revanche, une constante dans toutes les
¢études autour de I’allaitement est 1’association positive entre le niveau d’étude et la durée
d’allaitement [3,4,52] particulierement depuis les années 1960 [2]. Les meres les plus &gées et
mariées ont également en moyenne une durée d’allaitement plus longue que les méres les plus
jeunes ou célibataires. Ces facteurs démographiques sont probablement en partie corrélés
puisque les méres ayant fait le plus d’études, par exemple, ont tendance a avoir des enfants plus
tard et un meilleur revenu que les meres les moins éduqueées.

De nombreux facteurs biologiques de la mére et de I’enfant influencent la durée
d’allaitement. Tout d’abord, le type d’accouchement, la parité et le type de grossesse ont tous
les trois un impact sur la durée de I’allaitement. Ainsi, un accouchement par voie basse, le fait
d’avoir eu une premiére expérience d’allaitement et d’allaiter un seul enfant est associé a un
allaitement plus long et plus exclusif [3,4,52]. Ensuite, I’0bésité maternelle et le tabagisme
pendant la grossesse sont deux facteurs limitants de la durée d’allaitement [3,4]. L’obésité
maternelle serait associée a des perturbations hormonales qui limiteraient la production de lait
ainsi qu’a des contraintes physiques limitant 1’accessibilité au sein pour 1’enfant [4]. Un
tabagisme poursuivi pendant la grossesse est associé a un arrét précoce de ’allaitement [4,52].
Pour les femmes, de nombreuses difficultés physiques associées a 1’allaitement influencent
négativement sa durée. Ainsi, les difficultés les plus couramment rencontrées sont les crevasses
au niveau des mamelons, des engorgements des seins, d’autres douleurs non associées aux
crevasses, des mammites ainsi qu’une fatigue genérale [4,55,56]. Si ces facteurs pris
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individuellement ne limitent pas forcément la durée de I’allaitement [55], leur association
conduit souvent a un sevrage précoce de I’enfant [4]. De plus, des maladies non liées a
I’allaitement comme des grippes ou des gastro-entérites peuvent également entrainer des arréts
rapides de ’allaitement maternel [56]. Ensuite, des difficultés physiologiques liées a I’enfant
et a sa santé peuvent fortement impacter le mode et la durée d’allaitement maternel. Ainsi, un
petit poids de naissance et la prématurité sont tous les deux associés a une diminution du taux
d’allaitement exclusif, les meres (ou les pédiatres) préférant parfois associer le lait maternel a
des préparations pour nourrisson enrichies pour favoriser leur croissance [3,4]. Les maladies
precoces comme les infections respiratoires et gastro-intestinales peuvent également conduire
a un arrét de la lactation dans les cas les plus graves [56]. Des pleurs excessifs, des difficultés
a prendre le sein, une faible force de succion et une croissance lente sont d’autres facteurs
importants d’arrét précoce de ’allaitement [4,55,56]. Enfin, la perception des méres de ne pas
pouvoir fournir assez de lait a leur enfant, associé a la perception d’une production de lait

d’une qualité insuffisante, est 1’'une des causes majeurs d’arrét de I’allaitement [4,55,56].

Des facteurs sociaux ont également une grande influence sur le type d’allaitement et sa
durée. Le facteur social majeur est la reprise du travail par les meres qui est associé a un
sevrage rapide de I’enfant [4,52]. De plus, la perception de I’allaitement par I’entourage
(proches, famille, conjoint) et leurs encouragements a allaiter sont des facteurs essentiels a un
allaitement exclusif et de longue durée [3,4]. Ainsi, en France en 2012, le taux d’allaitement
exclusif a 3 mois est de 52,4% chez les meres dont le conjoint a une perception positive de
I’allaitement contre 0% pour celles dont le conjoint a une perception négative. La perception
du conjoint est également associée au taux d’allaitement a 6 et 12 mois [3]. Enfin, le suivi et la
qualité des conseils prodigués par des professionnels sont fortement et positivement corrélés
a la durée de I’allaitement et a son exclusivité [4,57]. Ainsi, une méta-analyse de 110 études
met en évidence que le suivi des méres par des professionnels de santé augmente de 30% le
taux d’allaitement exclusif a 1 mois et de 90% entre 1 et 5 mois. De plus, il limite de 30% les
arréts de I’allaitement & un mois et de 18% entre 1 et 5 mois [57]. A I’inverse, un soutient
professionnel percu comme de mauvaise qualité est négativement corrélé avec la durée
d’allaitement [4,55]. Ces études soulignent I’importance de bien former les professionnels de
santé. Enfin, les pratiques hospitalieres ont aussi un impact positif sur la durée de I’allaitement,
comme le contact peau a peau de la mere et de I’enfant moins d’une heure apres la naissance
[3] ou un allaitement exclusif avant la sortie de I’hopital [4], des pratiques qui ne sont pas
réalisées dans toutes les maternités [13]. C’est pourquoi, certaines maternités labellisées
« hépital ami des bébés » ont mis en place une charte de bonnes pratiques pour le soutien a
I’allaitement (https://amis-des-bébés.fr).

Enfin, plusieurs variables psychologiques sont associées a la durée de 1’allaitement
comme P’intention de la mére d’allaiter avant I’accouchement, I’intérét que la meére porte a
I’allaitement et sa confiance dans sa capaciteé a allaiter [4,51]. Ainsi, les femmes les plus a
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risque de sevrage précoce sont celles qui décident d’allaiter le plus tard au cours de la grossesse,
qui ont une vision plutdt négative de I’allaitement et plutdt positive des formules infantiles et
qui ont généralement une confiance limitée dans leur capacité a allaiter [4].

2.2.2. Les causes majeures d’arrét précoce de I’allaitement maternel
Parmi les nombreuses variables qui impactent la durée de ’allaitement, deux sont trés
fortement associées a des sevrages précoces et a une diminution de son exclusivité : ce sont la
reprise du travail par les méres et leur perception d’une production de lait insuffisante [55].

e Le retour au travail : premiére cause sociale d’arrét précoce de I’allaitement

Le retour au travail est ’une des variables qui a le plus d’influence sur la durée de la lactation.
En effet, la plupart des méres arrétent d’allaiter au moment de reprendre le travail, 58% juste
avant de recommencer & travailler et 11% dans le mois qui suit la reprise [4,52]. De plus, les
meéres qui sont retournées au travail rapidement ont 5,1 a 7,1 fois plus de risques de ne pas
allaiter exclusivement entre 3 et 4 mois par rapport a des meres restées en congés pendant
I’allaitement [52,55]. Plus le retour au travail est précoce et plus le taux d’allaitement diminue
rapidement (Figure 6). Enfin, pour les retours précoces au travail, les temps pleins sont des
facteurs de risque supplémentaires d’arrét de 1’allaitement par rapport a des temps partiels
[4,52].
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Figure 6 : Evolution du taux d’allaitement maternel global jusqu’a 12 mois chez des méres allaitant a la
sortie de la maternité et qui travaillaient durant leur grossesse. Etude réalisée sur 979 meres [52].

La durée du congé de maternité pourrait en partie expliquer I’importante chute du taux
d’allaitement aprés 3 mois. En effet, en 2006, il durait 16 semaines entierement payées en
France et aux Pays-Bas et 26 semaines payees, dont les 6 premiéres a 90% du salaire
hebdomadaire puis 109 £ par semaine supplémentaire au Royaume-Uni [52]. Cependant
I’influence de la durée du congé maternité sur la durée de ’allaitement est assez dure a mettre
en évidence comme I’indique le taux d’allaitement a 4 mois plus faible au Royaume-Uni qu’aux
Pays-Bas, malgre un congé maternité plus long. Au Royaume-Uni, I’extension de la durée du

congé maternité a eu peu de conséquences sur le taux d’allaitement exclusif a 6 mois

24



contrairement a ce qui a été observé au Canada. Ainsi, les conditions de remunération du congé
maternité sont probablement aussi importantes que sa durée ainsi que les conditions
économiques, sociales et culturelles du pays [52]. D’autre part, peu de femmes qui retournent
au travail se sentent a 1’aise a I’idée de poursuivre 1’allaitement, notamment parce que
lorsqu’elles tentent d’allaiter ou de tirer leur lait sur leur lieu de travail, elles sont confrontées
a diverses difficultés et font face a de I’hostilité¢ de la part de leur entourage professionnel
[4,52,55]. En 2008, seuls 20 pays avaient des lois relatives a 1’allaitement sur le lieu de travail,
et, en Europe, dans la majorité des états, les lois sur 1’allaitement n’atteignaient pas les standards
minimums fixés par 1’Organisation Internationales du Travail [4,52]. Ainsi, dans ces pays,
différentes stratégies peuvent et doivent étre mises en place pour favoriser 1’allaitement sur le
lieu de travail. Il peut s’agir de la mise en place de lois contre la discrimination a I’égard des
femmes allaitantes au travail, la mise a disposition de tire-lait et de garde d’enfant sur le lieu de
travail, ou des pauses d’allaitement payées pour les méres. En plus de favoriser le taux
d’allaitement, ces mesures seraient rentables pour les entreprises puisqu’elles diminueraient

I’absentéisme et le renouvellement du personnel [52].

e Laperception de production de lait insuffisante : la cause majeure d’arrét précoce
de I’allaitement

L’insuffisance de production de lait, qu’elle soit réelle ou pergue, est décrite comme la
sensation qu’ont les méres d’avoir une production de lait insuffisante soit pour satisfaire la faim
de leur enfant soit pour leur permettre une croissance adéquate [4]. Ce probleme se manifeste
généralement par des pleurs fréquents de I’enfant, des tétées beaucoup plus longues et plus
réguliéres, une difficulté de I’enfant a prendre du poids (moins de 20 g/j) et, plus rarement, par
un moindre volume d’urine ou de selles, qui sont des signes de déshydratation [6]. La perception
d’insuffisance de production de lait est généralement citée comme la cause majeure d’arrét
précoce de 1’allaitement maternel (35% des cas). Elle apparait au moins une fois pendant
I’allaitement chez environ 30% a 80% des meres en fonction de sa durée [4,5] et ceci méme
chez des meres fortement motivées pour allaiter (35% a 50% des cas) [55,58]. Les femmes
ayant connu au moins un épisode de perception d’insuffisance de lactation ont, en moyenne,
une durée d’allaitement plus courte de 4 semaines [58] et un risque de ne pas allaiter de maniére
exclusive a 3 mois augmenté d’un facteur 7,2 par rapport a celles qui n’ont pas connu cette
perception [55]. Enfin, I’effet négatif est d’autant plus important que 1’épisode survient tot au
cours de I’allaitement [56] et la grande majorité des femmes qui arrétent d’allaiter a cause de
ce probleme le font au cours du 1*" mois de lactation, dont 63% aprés seulement une semaine
[5].

La perception d’insuffisance de production de lait est un probleme complexe. Tout
d’abord parce qu’il y a peu de doutes sur le fait que la perception d’une insuffisance est plus
fréquente que I’insuffisance réelle, mais également parce qu’elle est associée a de nombreux
facteurs non biologiques [4]. Ainsi, chez des femmes en période de crise de perception
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d’insuffisance de lactation, aucune différence significative de production de lait n’a pu étre
mesurée par rapport aux valeurs obtenues hors de la période de crise. De plus, chez ces femmes,
la production moyenne de lait maternel et la croissance des enfants sur I’ensemble de la période
de lactation étaient conformes aux moyennes nationales. En revanche, ces valeurs étaient
significativement inférieures a celles de meres n’ayant eu aucun épisode de perception
d’insuffisance de lactation [58]. Enfin, des meres a qui il avait été prouvé, par une mesure, que
leur production de lait était suffisante, avaient toujours la sensation de produire trop peu de lait
2 semaines plus tard [5]. La principale raison pour laquelle la perception d’insuffisance de
lactation est plus fréquente que I’insuffisance réelle est le fait que le principal indicateur soit la
satisfaction du bébé, parametre trés subjectif et peu représentatif de la production réelle. En
outre, de nombreux facteurs psycho-sociaux comme le soutien des proches, I’implication dans
I’allaitement, le stress et la confiance dans ses capacités a allaiter ont une grande influence sur
la perception par la mére d’une insuffisance de production lait [5,58]. Enfin, les meres
susceptibles de connaitre des épisodes de perception d’insuffisance de lactation ont
généralement une production plus faible et plus proche d’un « seuil de crise ». Elles seraient
donc probablement plus sensibles aux facteurs psychologiques et a de faibles diminutions de
leur production de lait [58].

Les causes réelles d’insuffisance de lactation peuvent étre classées en causes primaires
et secondaires. Les causes primaires, appelées agalacties, correspondent a 1I’impossibilité totale
ou quasi-totale des meres a produire du lait et ne concerneraient que 5% des femmes [4]. Ces
agalacties sont généralement dues a des problémes hormonaux comme 1’absence de sécrétion
de prolactine, d’ocytocine, parfois causés par une rétention placentaire (probléme résolu lors de
I’expulsion du placenta) ou a une hypothyroidie. Elles peuvent ¢galement étre dues a un
probleme de développement de la glande mammaire pendant la grossesse (hypoplasie
mammaire, mamelon plat ou inversé). Enfin, elles peuvent étre dues a des maladies graves de
la mere comme un cancer du sein, des troubles neuro-musculaires ou le syndrome de Sheehan
(insuffisance hypophysaire). Dans ces cas, la production de lait ne peut étre modifiée et
I’utilisation de formules infantiles est essentielle pour le bon développement de I’enfant [6].
Les causes secondaires, appelées hypogalacties, correspondent a une production de lait
insuffisante pour la croissance optimale de I’enfant. Ces hypogalacties peuvent étre dues a
diverses causes biologiques comme 1’obésité maternelle, une alimentation déséquilibrée, la
fatigue, la primiparité, I’accouchement par césarienne, le tabagisme, ou la prise de certains
médicaments [6,58]. Elles sont également, dans de tres nombreux cas, associées a des facteurs
psycho-sociaux comme I’anxiété et le stress ou une mauvais pratique de 1’allaitement [4,6].
Ainsi, une mauvaise prise du sein par le nouveau-né, des tetées courtes, peu fréquentes ou
programmeées, 1’absence de tétée la nuit ainsi que [’'utilisation de tétines ou de protége-
mamelons conduisent souvent a une vidange incompléte du lait stocké dans le sein. Il en résulte
une production moins importante pour la tétee suivante. Puis, la production devenant trop faible,
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une supplémentation par des formules infantiles est introduite, accélérant le cercle négatif [6].
C’est pourquoi, la premicre chose a faire pour favoriser la production de lait est de s’assurer
d’une pratique optimale de [D’allaitement grace a un démarrage précoce en salle
d’accouchement, un encadrement par des conseilléres en allaitement, et un soutien des proches
afin de limiter le stress. Si malgré ces précautions, la production de lait reste insuffisante,

I’utilisation de molécules favorisant la lactation (galactologues) est alors recommandée [6].

3. La physiologie de la lactation : comprendre les mécanismes de la
production de lait pour tenter de la moduler

3.1. Anatomie de la glande mammaire

3.1.1. Anatomie descriptive de la glande mammaire

e Aspect général
Le sein occupe la partie antéro-supérieure du thorax, de part et d’autre du sternum, en
avant des muscles pectoraux et dans 1’espace compris entre la 3°™ et la 7™ cote [59,60]. Bien
que trés variable, la forme du sein est généralement semi-sphérique, sa taille d’environ 12 cm
en hauteur et en largeur et son poids peut aller de 200 g chez la jeune fille a 900 g chez la femme
allaitante. Les variations de taille sont majoritairement dues a des différences de volume du
tissu adipeux plutét que du tissu épithélial glandulaire [60].

e Plaque aréolo-mamelonnaire

Aréole secondaire

Aréole

Tubercules 7’ 7
de Morgani

Figure 7 : Plaque aréolo-mamelonnaire chez la femme adulte vierge (gauche) ou enceinte (droite)

(http://medecineegypte.canalblog.com/pages/anatomie-de-la-femme--9--les-glandes-mammaires/33683180.html)

La plaque aréolo-mamelonnaire est constituée du mamelon et de 1’aréole (Figure 7). Le
mamelon est cylindrique et pigmenté et posséde, a sa surface, les pores des canaux
galactophores mesurant environ 0,5 mm. Ces pores sont bordés par un épithélium kératinisant
et qui sont généralement comblés par de la kératine, hors période de lactation [60,61]. Le
mamelon est entouré par 1’aréole, qui est un disque pigmenté de 15 a 30 mm. La surface de
I’aréole est irréguliére du fait de la présence de 12 a 20 glandes sébacées appelées tubercules
de Morgagni qui, au cours de la grossesse et de la lactation, se transforment en tubercules de
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Montgomery. Ces derniers émettent une sécrétion lactée qui fournirait a la mere une protection
contre le stress de la tétée et contre les invasions pathogénes ainsi que des substances proches
des phéromones qui permettraient une communication avec le bébé et favoriseraient son
comportement de tétée [59,61,62]. Sous la plaque aréolo-mamelonnaire repose le muscle
mamillaire, un muscle lisse constitué essentiellement de fibres circulaires dont la contraction,

sous I’effet de la succion ou du froid, entraine I’érection du mamelon appelée thélotisme

[59,60].

e Vascularisation, innervation et drainage lymphatique des tissus mammaires

La vascularisation artérielle provient de 3 troncs artériels majeurs (Annexe 2) : I’artére
thoracique interne, I’artére thoracique et les artéres intercostales qui apportent respectivement
pres de 60%, 30% et 10% du sang au sein. Le réseau veineux superficiel qui entoure la plague
aréolo-mamelonnaire constitue le réseau de Haller visible en superficie (Figure 7) [59-61]. La
lymphe est conduite jusqu’au sein par deux voies principales (Annexe 2), I’une qui passe par
20 a 30 ganglions axillaires et représente plus de 75% du drainage lymphatique dans les régions
superficielles du sein et 1’autre qui passe par les ganglions mammaires internes et les ganglions
sous-claviculaires et drainent la région profonde du sein [59,61]. Finalement, I’innervation
sensorielle du sein provient des nerfs intercostaux 2 a 6 (Annexe 2) qui innervent la peau, les
tissus sous-cutanés, les tissus profonds du sein (tissus glandulaires et conjonctifs) et la plaque
aréolo-mamelonnaire. L’excitation de ces nerfs entraine d’une part, le thélotisme et d’autre part

la contraction de I’extrémité des canaux galactophores permettant 1’¢jection du lait [59-61].

3.1.2. Histologie de la glande mammaire
Les tissus mammaires sont composés d’un parenchyme (tissu épithélial glandulaire) et
d’un stroma constitué de tissu conjonctif et de tissu adipeux (Figure 8). Le tissu épithélial
glandulaire représente 15 a 50% du volume du sein chez la femme en dehors de la lactation
[59,61].

Lobe, formé de

Cotes nombreux lobules

Muscle pectoral

Aréole

Espace rétromammaire
Mamelon

(tissu adipeux)

Canaux galactophores
Ligaments de Cooper
Peau

Tissu adipeux
sous-cutané

Figure 8 : Schéma d’une coupe transversale du sein montrant ses différentes structures [63]
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o L’épithélium glandulaire

Pendant la lactation, les unités sécrétoires de la glande mammaire, appelées alvéoles ou
acini, sont des cavités arrondies regroupées par 10 a 100 autour de canaux intralobulaires pour
former des lobules eux-mémes regroupés par 20 a 40 autour de canaux interlobulaires pour
former des lobes glandulaires. Ces lobes, au nombre de 15 a 20 sont finalement drainés par des
canaux galactophores plus larges (1.2 a 2.5 mm de diameétre) et qui convergent vers le mamelon
(Figure 9). On compte entre 5 et 12 canaux galactophores dans chaque glande mammaire au
moment de la lactation qui débouchent au niveau des pores du mamelon [60,61,64]. Les acini
sont entoureés par des cellules contractiles myoépithéliales et par un intense réseau de capillaires
sanguins (Figure 9). Les cellules myoépithéliales sont responsables de 1’éjection du lait mais
également du développement mammaire par la sécrétion de différents facteurs de croissance
[61,64].

Au niveau des acini, les cellules épithéliales mammaires (CEM) sécrétrices, appelées
également lactocytes, forment une monocouche épithéliale hermétique grace a la fermeture de
jonction serrées qui séparent 1’espace luminal de 1’espace interstitiel. Ces jonctions serrées
participent a la polarité (asymétrie fonctionnelle) des CEM qui est essentielle pour la sécrétion
vectorielle du lait [64]. Les lactocytes ont des caractéristiques de cellules hautement sécrétrices
(Figure 12) [64]. La face basale des cellules épithéliales est au contact de la membrane basale,
qui sépare 1’épithélium du stroma et du systéme vasculaire (Figure 10b). Cette matrice
extracellulaire spécialisée contient des intégrines, des protéines impliquées a la fois dans
I’adhésion des CEM a la matrice, dans la polarité et la survie des CEM et dans la transduction
de nombreux signaux biochimiques permettant la bonne fonctionnalité des lactocytes. La
membrane apicale des CEM borde la lumiere alvéolaire dans lequel le lait est sécrété
(Figure 10) [64].
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Figure 9 : Schéma d’une alvéole ou acinus mammaire représenté a) en 3 dimensions ou b) en coupe [65]

e Lestroma
Le tissu glandulaire est plongé dans un stroma contenant du tissu adipeux et du tissu
conjonctif (Figure 8). Le tissu adipeux, localisé au niveau sous-cutané et contre le muscle grand
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pectoral, constitue la majeure partie du volume des seins mais n’a aucun effet sur la production
ou la qualité du lait [60]. Ce tissu adipeux est séparé du tissu glandulaire par les ligaments de
Cooper, des bandes fibreuses de tissu conjonctif qui représentent également les seules attaches
du tissu glandulaire a la peau et au grand pectoral [59,60].

3.2. Deéveloppement de la glande mammaire et mise en place du
phénotype sécrétoire

Le développement du sein se produit au cours de trois phases principales : la phase
embryonnaire, la phase pubére et la phase reproductive. La glande mammaire est
considérée comme une glande sudoripare modifiée puisqu’elle posseéde la méme origine
développementale : un épaississement bilatéral et linéaire de I’ectoderme appelé créte
mammaire [59,61]. A la naissance, la glande mammaire n’est formée que d’un réseau
rudimentaire composé des principaux canaux lactiféres qui se finissent par des bourgeons
terminaux ou d’attente (Figure 10). Elle entre alors en quiescence [61,64]. A la puberté, la
glande mammaire reprend son développement principalement sous 1’action des hormones
ovariennes : cestrogenes et progestérone au cours des cycles menstruels. Ainsi, a la fin de la
puberté, 1’épithélium mammaire a déja une structure en lobes et lobules reliés par des canaux
lactiféres (Figure 10) [60,64]. Cependant, ces lobules se terminent encore par des bourgeons

d’attente et la glande ne peut toujours pas sécréter de lait tant que la grossesse n’est pas
déclencheée [61].

Naissance P Puberté P> Grossesse P Allaitement P Involution

Figure 10 : Etapes du développement de la glande mammaire [64]

3.2.1. Modifications morphologiques de la glande mammaire au cours de la grossesse

Les seins des femmes adultes non-enceintes sont composés majoritairement de tissu
conjonctif et de tissu adipeux (stroma) tandis que le tissu épithélial est diffus. Au cours de la
grossesse, le tissu épithélial connait une importante hyperplasie et remplace progressivement le
tissu adipeux pour devenir 2 fois plus important que celui-ci, entrainant une augmentation du
volume du sein d’environ 150 4 200 mL, généralement terminée a la 22°™ semaine de grossesse
(Figure 10). Cette augmentation est tres variable entre les femmes et semble plus impacter la
capacité de stockage du lait que la capacité le sécréter [61,66]. Au final, les veines se dilatent
si bien que le réseau de Haller devient visible, I’aréole se pigmente et les tubercules de
Morgagni se transforment en tubercules de Montgomery [59,61,64,66]. Enfin, tout au long de
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la grossesse, la vascularisation de la glande mammaire se développe et le flux sanguin double

de maniére concomitante avec I’augmentation de 1’activité métabolique [61,64].

3.2.2. Deux phases de maturation de la glande mammaire au cours de la grossesse et de
la lactation
Le développement complet de la glande mammaire pendant la grossesse et au début de
la lactation se fait au cours de deux étapes successives : la mammogenese et la lactogenese.

e Lamammogenése : la croissance des tissus

La mammogeneése est une étape de développement des tissus glandulaires et de mise en
place de ’organisation tubulo-alvéolaire qui apparait généralement au cours des 1° et 2°me
trimestres de grossesse [66]. Les CEM ont une importante activité mitotique, se multiplient, ce
qui conduit a I’accroissement de la taille des tubules existants, a une ramification des canaux
mais également a la formation d’acini. Les lobules ne sont alors plus séparés que par quelques
lames de tissu conjonctif. La glande mammaire forme finalement un réseau de canaux tres
ramifiés comportant un nombre important d’acini dont la structure est quasiment définitive a la
fin du deuxiéme trimestre de la grossesse. [64,66]. Au niveau des acini, les CEM grossissent
suite a 1’élargissement du cytoplasme, sous 1’action de signaux envoyés par les cellules
stromales et myoépithéliales. Elle commencent également & avoir une faible activité sécrétoire
[64]. Au troisieme trimestre de grossesse, la prolifération diminue, les alvéoles continuent a
grossir principalement du fait de I’hypertrophie des CEM qui est le phénoméne prépondeérant,
mais aussi suite a I’accumulation de colostrum dans la lumiére alvéolaire [64,66].

e La lactogenese : la différenciation cellulaire
La lactogenese correspond a I’étape de différentiation des cellules épithéliales en
cellules sécrétoires. Elle debute au milieu de la grossesse et est maximale en fin de grossesse.
La lactogenése est divisée en deux phases : la lactogenése de stade | ou phase colostrale et la
lactogenese de stade Il ou phase lactée [64,66].

La lactogenese de stade | commence pendant la grossesse et se termine deux ou trois
jours aprés 1’accouchement. Au cours de cette phase, les CEM acquiérent la capacité de
produire des composants du lait, suite a 1’activation de 1’expression de certains génes de
synthése de macronutriments et d’enzymes biosynthétiques. Les cellules commencent
également a produire une petite quantité de lactose et a accumuler des gouttelettes lipidiques
pour sécréter du colostrum [64]. Cependant, cette production reste limitée du fait du
développement incomplet des alvéoles et des mécanismes sécrétoires. De plus, la sécrétion de
lait est freinée par les fortes concentrations plasmatiques en progestérone, qui inhibe la sécrétion
de prolactine au niveau hypophysaire et limite donc son action au niveau mammaire [66]. Elle
favorise également 1’ouverture des jonctions serrées au niveau des acini entrainant une
réabsorption d’une partie du colostrum fabriqué dans la circulation maternelle [64]. A la

naissance, 1’expulsion du placenta lors de I’accouchement, entraine une chute rapide de la
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concentration de progestérone (pendant environ 4 jours) alors que le taux de prolactine continue
d’augmenter légerement. Ces modifications hormonales annoncent le début de la lactogenese
de stade Il, marquée par la fermeture des jonctions serrées bloquant ainsi les échanges
paracellulaires et permettant aux organelles des CEM d’acquérir une polarisation apico-basale.
Les CEM alvéolaires connaissent une différenciation terminale en lactocytes et acquierent
également le phénotype typique de cellules a haute activité sécrétoire, avec un réticulum
endoplasmique granuleux et des mitochondries qui s’élargissent tandis que 1’appareil de Golgi
devient mature. Des vésicules de sécrétion et des microvillosités apparaissent sur la face apicale
et le nombre de grosses gouttelettes lipidiques augmente [64]. L’expression de génes majeurs
de la lactation comme I’a-lactalbumine ou I’enzyme de biosynthese des acides gras (FAS, fatty
acid synthase) est activée [64]. Cette étape est caractérisée par des modifications importantes
de la composition de la sécrétion lactée (voir partie 1.1.2) et du volume produit, qui passe
d’environ 50 mL a la naissance a environ 600 mL aprés 2 semaines pour s’adapter aux besoins
du bébé [66].

3.2.3. Mécanismes d’actions conduisant au phénotype sécrétoire
Trois hormones principales gouvernent le développement de la glande mammaire au
cours de lamammogenése et de la lactogenése : les cestrogenes, la progestérone et la prolactine.
Ces hormones agissent de maniére séquentielle afin d’assurer un développement
morphologique ordonné de la glande mammaire permettant ainsi de terminer la ramification

des canaux lactiféres avant de commencer 1’alvéologenese [67].

Les cestrogénes sont les premieres hormones limitantes pour le développement de la
glande mammaire pendant la puberté et également en début de grossesse pour favoriser
1’élongation de 1I’épithélium mammaire et la ramification des canaux lactiféres [66,67]. Ils se
fixent a leurs récepteurs ERa, au niveau de 1’épithélium et du stroma, ce qui entraine la
libération d’un facteur de croissance épidermique (EGF, epidermal growth factor), nommé
AREG, qui active I’expression de facteurs de croissance fibroblastiques (FGF, fibroblast
growth factor), qui a leur tour stimulent la prolifération des cellules luminales et la ramification
des canaux [67,68]. Les cestrogenes agissent en association avec IGF-1 qui est sécrété par le
foie et localement, au niveau du stroma, en réponse a une sécrétion de GH par 1’hypophyse
(Figure 11), stimulant ainsi la prolifération cellulaire [68]. Enfin 1’action des cestrogénes,
pendant la puberté et en début de grossesse, ouvre la voie a I’action de la progestérone, en
activant 1’expression des récepteurs a la progestérone (PR). En effet, pendant la grossesse, ce
sont la progestérone et la prolactine qui entrainent les changements majeurs au niveau
mammaire. La progestérone agit dans un premier temps en synergie avec les cestrogénes pour
favoriser la ramification de 1’épithélium mammaire. Ensuite, elle est la principale hormone
responsable de I’alvéologenése, caractérisée par un développement des acini et I’hypertrophie
des cellules sécrétoires et myoepithéliales. Enfin, en combinaison avec la prolactine, elle
favorise la différenciation des CEM en lactocytes [68]. La progestérone se fixe a son récepteur
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PR, ce qui active notamment le facteur de régulation RANKL (Receptor Activator of Nuclear
Factor Kappa-B Ligand), un médiateur paracrine qui agit sur les CEM voisines en activant la
production de NFxB qui stimule la prolifération, la croissance et la différenciation cellulaire
(Figure 11) [67,68]. Enfin, & la moitié de la grossesse, une fois les ramifications établies, la
prolactine dont la sécrétion est stimulée par I’action des cestrogénes sur 1’hypophyse, agit en
synergie avec la progestérone pour favoriser I’alvéologenése, puis la différenciation des CEM
en lactocytes [67,68]. La prolactine se fixe a son récepteur PRLR et agit d’abord sur
I’alvéologenese en activant RANKL, qui servirait de lien entre I’action de la prolactine et de la
progestérone. De plus, elle active la voie Janus Kinase 2/ Signal Transducer and Activator of
Transciption 5 (JAK2/STATS5) (Figure 11) [68]. JAK2/STATS5 active la différenciation des
cellules épithéliales en lactocytes mais aussi, I’expression de geénes des protéines du lait
(caséines), dont les promoteurs contiennent un élément de réponse a STAT5 [68]. La cascade
de signalisation PRLR/JAK2/STATS est contrdlée par de nombreux régulateurs comme les
intégrines, présentes dans la matrice extracellulaire, qui integrent les messages venus de la CEM
et génerent un complexe essentiel a la pleine activation de STAT5 [68].
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Figure 11 : Actions et interactions des hormones et facteurs de régulation impliqués dans le développement
de la glande mammaire. Les fléches pleines rouges indiquent que 1’hormone est limitante pour le développement
de la glande mammaire alors que les fleches en pointillés rouges indiquent une régulation de I’activité des
hormones. Les fléches bleues indiquent I’activation de facteurs de régulation (d’apres [67,68]).

La séquence d’action de ces hormones représente les étapes durant lesquelles elles sont
limitantes pour le développement mammaire. Cependant, elles sont toujours présentes au
niveau mammaire et peuvent interagir entre elles et avec d’autres hormones [67]. C’est le cas
des glucocorticoides, essentiels pour le développement complet des canaux, de I’insuline,
impliquée dans la différenciation cellulaire et le développement de ’activité sécrétoire, mais
aussi de I’hormone lactogéne placentaire (hPL pour Human placental lactogen) et des
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hormones thyroidiennes qui, en mimant ou accentuant 1’action de la prolactine, favorisent

I’alvéologenese et la différenciation cellulaire (Figure 11) [67-69].

3.3. Voies de synthése des constituants du lait et adaptations

métaboliques pendant la lactation
Une fois leur différenciation terminée, les lactocytes sécretent du lait qui est libéré au
niveau de leur membrane apicale qui borde la lumiére des alvéoles. Les nutriments nécessaires
a la synthese des composants du lait atteignent la glande mammaire a travers le sang et la
lymphe et aboutissent au niveau de la membrane basale des lactocytes. Les composants du lait
sont ensuite synthétisés et sécrétes par 5 voies différentes (Figure 12) [27,64].

Figure 12 : Les 5 voies de sécrétion des composants du lait [64].
1 : voie paracellulaire ; 2 : voie des transporteurs membranaires ; 3 : trancytose ; 4 : vésicules de sécrétion ;
5 : bourgeonnement. MEC : Cellule épithéliale mammaire (Mammary Epithlial Cell) ; BM : membrane basale
(Basal Membranes) ; BV : vaisseau sanguin (Blood Vessel); ER: réticulum endoplasmique (Endoplasmic
Reticulum) ; M : mitochondrie ; LD : gouttelette lipidique (Lipid Droplet) ; MFG : globule gras du lait ou (Milk
Fat Globule) ; SV : Vésicule de sécrétion (Secretion Vesicle) ; TJ : jonction serrée (Tight Junction).

3.3.1. Voie paracellulaire ou intercellulaire (Figure 12 : voie 1)

La voie paracellulaire fonctionne uniquement pendant les 48h aprés 1’accouchement tant
que les jonctions intercellulaires sont ouvertes et I’épithélium mammaire perméable [66]. Cette
voie permet un passage important de facteurs immunologiques, facteurs de croissance,
hormones, enzymes et micronutriments directement de I’espace interstitiel vers la lumiere
alvéolaire. Cette voie est rapidement inhibée avec la fermeture des jonctions serrées qui survient
au cours des premiers jours de lactation [27,64].

3.3.2. Voie des transporteurs membranaires ou de la filtration (Figure 12 : voie 2)

La premiére voie intracellulaire est la filtration, et implique de nombreux transporteurs
membranaires dans le passage de molécules de petite taille comme [’ecau, des ions
(principalement NA*, K* et CI"), le glucose ou des acides aminés libres, de la membrane basale
a la membrane apicale des lactocytes. Ce flux de molécules est principalement dirigé par le
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gradient chimio-osmotique créé en grande partie par le lactose et mis en place suite a la
fermeture des jonctions serrées. Le transfert de 1’eau, du milieu interstitiel au lait, se fait par le
biais de transporteurs passifs de la famille des aquaporines (AQPs). AQP1, au niveau des
cellules myoépithéliales et des capillaires et AQP3, au niveau de la membrane basale des
lactocytes, participent a réguler 1’isotonicité du lait [27,64]. Les AQPs permettent également le
passage de petites molécules comme le CO2, I’oxyde nitrique (NO) ou I’ammoniac. Les ions
sont transportés, de maniére passive, par des canaux (Ca, Na, K, P, I) et, de maniére active, avec
la présence de pompes Na'/K'-ATPase dépendantes. Le glucose entre dans la cellule
principalement a 1’aide du transporteur passif GLUTL1, qui est non insulino-dépendant. Enfin,
les acides aminés libres entrent dans les lactocytes, a I’aide de transporteurs dépendants ou non
du sodium, dont le principal est Slc7a5, situé au niveau de la membrane basale [64,70].

3.3.3. Latranscytose (Figure 12 : voie 3)

La transcytose permet le transport de nombreux composants originaires du sang
maternel ou du stroma a travers 1’épithélium mammaire. Elle permet le passage dans le lait de
facteurs immunologiques et hormonaux non modifiés et sous forme active comme les
immunoglobulines, 1’albumine, la transferrine, 1’insuline, la prolactine, les cestrogénes, des
cytokines ou la lipoprotéine lipase. Ces molécules entrent dans les lactocytes, au niveau basal,
par endocytose puis, aprés une maturation endosomale, traversent la cellule et sont excrétées
par exocytose au niveau de la membrane apicale dans la lumiére alvéolaire [64].

3.3.4. Voie des vésicules de sécrétion des protéines et des glucides (Figure 12 : voie 4)

Les composants synthétisés intégralement dans les lactocytes comme les caséines, 1’a-
lactaloumine (LALBA), la protéine acide du lactosérum (WAP, whey acidic protein), les
oligosaccharides et le lactose sont sécrétés par des vésicules d’exocytose [64]. Les protéines
sont synthétisées a partir des acides aminés libres présents dans le cytoplasme du lactocyte et
entrent dans le réticulum endoplasmique granuleux pour prendre leurs conformations
secondaire et tertiaire. Puis elles passent par 1’appareil de Golgi ou certaines subissent des
modifications post-traductionnelles, comme la formation de micelles de caséine, dans
lesquelles la protéine est associée au calcium et au phosphate (Annexe 3) [64,70]. Le lactose
est €également synthétis¢ au niveau de 1’appareil de Golgi a partir de glucose et d’UDP-
galactose, par un complexe appelé lactose-synthase, formé par la -1,4-galactosyltransférase 1
et LALBA. L’UDP-galactose provient lui-méme du glucose cytoplasmique, converti
principalement par les enzymes UDP-glucose phosphorylase 2 et phosphoglucomutase 1
(Annexe 3). Ainsi, la totalité du lactose synthétise par le lactocyte provient du glucose absorbé
au niveau de sa membrane basale [27,70]. Enfin, les oligosaccharides sont également
synthétisés au niveau de 1’appareil de Golgi, par 1’addition de radicaux glucidiques au lactose,
par I’action des glycosyltransférases [27]. Les protéines et les glucides sont ensuite empaquetés
dans des vésicules de sécrétion, qui sont transportées jusqu’a la membrane apicale par des

microtubules. L’ensemble de leurs composants est relargué dans la lumiére des acini par
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exocytose. Cette exocytose est mediée par les protéines SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive-factor Attachment protein Receptor) dont la fixation aboutit a la fusion de la
membrane plasmique du lactocyte et des vésicules de sécrétion et donc a la libération de leurs
contenus dans le lumen [27,64].

3.3.5. Voie de sécretion des lipides par bourgeonnement (Figure 12 : voie 5)

La voie de synthése des lipides du lait, la plus complexe parmi les 3 principaux
macronutriments, requiert de nombreuses enzymes ainsi que 1’utilisation de précurseurs,
(Annexe 3) apportés en grande partie sous forme de triglycérides liés a des lipoprotéines tels
que les de chylomicrons et les lipoprotéines a trés faible densité (VLDL, Very Low density
lipoprotein). Les triglycérides sont capturés et hydrolysés au niveau de la membrane basale des
lactocytes par la forte activité des lipoprotéines lipases (LPL) libérant du glycérol et des acides
gras. Ces derniers entrent ensuite dans le lactocyte par des transporteurs spécifiques tels que
Slc27a ou la translocase des acides gras CD36 puis sont activés (ajout d’un acyl-CoA) par
I’acétyl-CoA synthétase (ACS) [27,70]. Cependant, cet apport d’acides gras provenant du foie
et de I’alimentation n’est pas suffisant pour répondre aux besoins, si bien qu’une synthése de
novo d’acides gras a lieu localement dans le lactocyte qui devient le premier site de lipogenése
devant le foie [71]. Cette syntheése se fait a partir de précurseurs tels que des acides gras a chaine
courte (principalement 1’acétate), des corps cétoniques (principalement le B-hydroxybutyrate),
mais également a partir d’acides aminés et du glucose [27,70]. Ainsi, dans certaines conditions,
plus de la moitié du glucose absorbé est utilisé pour la synthese de novo d’acides gras plutot
que pour la synthése de lactose [70,71]. Ces précurseurs sont également activés par une ACS
puis transformés en acides gras par deux enzymes majeurs FAS et I’acétyl-CoA carboxylase a
(ACACA) [70]. Cette synthése de novo ne permet la production que d’acides gras a chaine
moyenne (8 a 16 carbones) ce qui nécessite une capture, par le lactocyte, d’acides gras a chaines
longues (plus de 18 carbones) provenant de 1’alimentation, du foie et des réserves adipeuses
[27]. Les acides gras sont ensuite transportés au niveau du réticulum endoplasmique lisse par
des proteines de liaison des acides gras (FABP, Fatty Acid Binding protein, principalement
FABP3). Ils sont alors désaturés principalement par I’action des A9-stéroyl-CoA désaturases
(SCD, majoritairement SCD2). Enfin, les triglycérides sont obtenus par 1’action successive de
plusieurs enzymes (Annexe 3) dont I’étape finale est réalisée par les diacylglycérol O-
acyltransférases (DGAT, surtout DGAT1) [70]. lls s’agrégent ensuite et s’associent au
cholestérol libre pour former des gouttelettes lipidiques entourées par la membrane du réticulum
endoplasmique lisse et stabilisé par I’adipophiline (PLIN2). Ces gouttelettes lipidiques
grossissent en fusionnant entre elles au cours de leur transport vers la membrane apicales. Elles
sont enfin libérées dans la lumiére alvéolaire par un mécanisme de bourgeonnement impliquant
PLIN2, la butyrophiline et la xanthine déshydrogénase. Les gouttelettes lipidiques sont alors
recouvertes par la double membrane des lactocytes pour devenir des globules gras du lait
[27,64,70].
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3.3.6. Adaptations physiologiques et métaboliques au cours de la lactation
La synthese des macronutriments du lait par la glande mammaire implique des

adaptations de nombreux organes [72]. Tout d’abord, la lactation entraine, chez la femme, une
augmentation de la dépense énergétique de 15 a 25% soit 400 a 500 kcal/j supplémentaire en
cas d’allaitement exclusif [27,73]. De plus, les besoins en glucose, en acides gras et en acides
aminés (précurseurs des composants du lait) sont fortement augmentés. Une partie de ces
besoins, environ 170 kcal/j, est couvert par une mobilisation des réserves de la mere
(principalement lipidiques), mise en place au cours de la grossesse [73]. Ainsi, 1’allaitement
entraine genéralement une diminution de la masse de tissu adipeux pouvant aller jusqu’a 2kg
chez les femmes ayant allaité exclusivement pendant 6 mois et ce, malgré une importante
augmentation de la consommation d’aliments [72,73]. De plus, une premiere adaptation
physiologique consiste en une augmentation de la consommation d’aliments pour répondre aux
2/3 de la demande énergétique supplémentaire restante. Cette hyperphagie est permise par une
action orexigene de la prolactine et par une diminution de la concentration plasmatique en
leptine, une hormone anorexigéne, du fait de la diminution de la quantité de tissu adipeux et
d’une réduction de la sécrétion de I’hormone par les adipocytes [27,74]. De plus, la sensibilité

de I’hypothalamus a la leptine est diminuée accentuant 1’effet orexigénique [27].

Plusieurs organes connaissent d’importantes modifications physiologiques et
métaboliques qui permettent d’orienter ces nutriments supplémentaires prioritairement vers la
glande mammaire. C’est le cas de I’intestin gréle et du foie qui connaissent une importante
hyperplasie pendant la lactation [72]. L’augmentation de la surface de I’intestin gréle permet
d’augmenter sa capacité d’absorption pour répondre a 1’augmentation de la consommation
d’aliment [71]. D’autre part, une forte augmentation du débit cardiaque (80%) et du volume
sanguin (500mL) apparaissent juste aprés I’accouchement notamment due a 1’expulsion du
placenta qui n’est plus irrigué [23,75]. Le débit sanguin est principalement redirigé vers la
glande mammaire, le foie et I’intestin afin de favoriser les échanges entre les organes les plus
fortement associés a la lactation [23,72]. Finalement, le débit cardiaque retourne au niveau
d’avant 1’accouchement apreés 72h d’allaitement et au niveau d’avant grossesse apres 6 a 8
semaines [75]. Au niveau du foie, plusieurs changements sont également observés : une
augmentation de 1’activité lipogénique et en particulier la syntheése d’acides gras a chaine
longue, secrétés sous forme de VLDL [27,71,74], une diminution de la captation du glucose et,
a I’inverse, une augmentation de I’activité glycolytique (d’environ 50% chez la femme) et de
la néoglucogenése, a partir de lactate et d’acides aminés provenant principalement des muscles
squelettiques. 1l en résulte une augmentation de la production de glucose hépatique (jusqu’a
33% chez la femme) qui sert de précurseur a la lipogenése hépatique et dont une partie est
également sécrétée dans le sang [27,72,73]. Au niveau de la glande mammaire, la capacité

d’absorption des acides gras et du glucose est fortement augmentée. Cela permet de rediriger
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les flux de lipides (sous forme d’acides gras libres non estérifiés (tissu adipeux), de
chylomicrons (alimentation) et de VLDL (foie)) et de glucose hépatique et alimentaire pour la
synthése du lait [27,72]. Au total, les besoins en précurseurs au niveau de la glande mammaire
sont tels que les concentrations plasmatiques en glucose, triglycérides et acides gras libres sont
diminuées pendant la lactation [73]. Enfin, la demande en acides amineés de la glande mammaire
est principalement couverte par I’alimentation, mais également par une diminution de
I’anabolisme protéique au niveau des muscles squelettiques et une augmentation de la capacité
d’absorption des acides aminés par les lactocytes [27,72].

3.4. Régulation de la production de lait

3.4.1. Régulation neuro-hormonale de la production de lait au cours de la tétée

Une fois la lactation initiée, la sécrétion et 1’éjection du lait sont principalement
contr6lées par un mécanisme neuro-hormonal déclenché par la tétée du nouveau-né (Figure 13).
En effet, la stimulation de mécanorécepteurs, situés au niveau de 1’aréole, envoie un message
nerveux cholinergique afférent au niveau de I’hypothalamus qui I’intégre avec d’autres stimuli,
tels que les pleurs de I’enfant ou le stress. En réponse, 1’hypothalamus stimule la synthése de
prolactine au niveau de I’hypophyse antérieure et la synthése d’ocytocine au niveau de
I’hypophyse postérieure [64,76]. L’augmentation de la sécrétion de prolactine, qui favorise la
synthése des macronutriments au niveau des lactocytes, est due & une moindre sécrétion
hypothalamique de facteurs inhibiteurs (principalement la dopamine) par I’hypothalamus et une
plus grande sécrétion de facteurs activateurs comme 1’hormone thyréotrope (TRH, thyrotropin
releasing hormone). L ocytocine permet 1’éjection du lait stocké dans les alvéoles en entrainant
la contraction des cellules myoépithéliales de maniére coordonnée a partir des alvéoles et
jusqu’au mamelon en passant par les canaux galactophores [27,64]. L’ocytocine agirait
également directement sur les lactocytes ou elle favoriserait le relargage des gouttelettes
lipidiques et des vésicules de sécrétion dans la lumiére alvéolaire [64].

3.4.2. Régulation hormonale de la production de lait
La prolactine (PRL) est I’hormone majeure de la lactation. Elle agit a différents niveaux
pour favoriser la production de lait maternel (Figure 14) :

- Auniveau des lactocytes : elle favorise la synthese des principales protéines du lait (caséines,
WAP, LALBA) mais aussi la synthése de lactose en activant la captation de glucose par son
principal transporteur GLUTL1 et surtout en améliorant la disponibilit¢ de LALBA. Elle
favorise également la synthése des triglycérides en augmentant I’entrée d’acides gras par

’activation de la LPL et en augmentant I’expression des principales enzymes de la synthése
de novo des acides gras : FAS et ACACA [77]. Finalement, la prolactine augmente la

sensibilité du lactocyte a I’insuline en augmentant la synthése de son récepteur [77].
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Au niveau de I’hypothalamus : elle augmente la sécrétion du neuropeptide Y (peptide

orexigene) et diminue la sensibilité a la leptine, une hormone anorexigene, favorisant ainsi
I’hyperphagie maternelle [27].

Au niveau de l’intestin : elle est responsable de I’hypertrophie des entérocytes et de

I’augmentation de la surface d’absorption des nutriments [71].

Au niveau cardiovasculaire : elle est responsable de I’augmentation du débit cardiaque et de
la redistribution du flux sanguin vers la glande mammaire [71].

Au niveau du tissu adipeux : elle diminuerait la synthése de leptine et des autres adipokines
accentuant ainsi I’hyperphagie maternelle [27,74,77]. Elle est également responsable d’une

diminution d’expression de la LPL et des enzymes de la lipogenése [27].

Au niveau du foie : elle favorise la lipogenése et donc la sécrétion de lipides dans le sang
qui sont redirigés prioritairement vers la glande mammaire [27].

Au niveau du pancréas : elle favoriserait le maintien des cellules B-pancréatiques ainsi que

la sécrétion d’insuline [27,77].

L’insuline joue également un réle essentiel dans la production de lait, aussi bien au

niveau de la glande mammaire que des tissus périphériques (Figure 14). Malgré une

augmentation de la consommation d’aliments au cours de la lactation, la concentration

circulante d’insuline est fortement diminuée. Les principales raisons sont une diminution de la

glycémie, une diminution de la masse des cellules-p pancréatiques, malgré 1’action de la

prolactine, et une forte augmentation de la captation d’insuline au niveau des lactocytes

[27,72,73]. A Tinverse, les tissus périphériques ont tendance a avoir une moins bonne

sensibilité¢ a I’insuline ce qui permet de diriger le flux de glucose vers la glande mammaire

[27,74]. La diminution de I’insulinémie et du ratio insuline/glucagon est impliquée dans
différentes modifications métaboliques :

Au niveau de Iintestin : elle contribue a augmenter la surface d’absorption [71]
Au niveau du tissu adipeux : elle contribue & la diminution de la sécrétion de leptine et donc

a I’hyperphagie maternelle et favorise la lipolyse et donc la sécrétion d’acides gras libres
[27,71,74].

Au niveau du foie : elle favorise la néoglucogenese ainsi que la glycolyse augmentant ainsi
la synthése de glucose [27].

Au niveau du muscle : elle diminue 1’anabolisme et ’utilisation du glucose et favorise la
protéolyse, libérant des acides aminés disponibles pour la synthése mammaire des protéines
[27]

Au niveau des lactocytes : a I’inverse, la forte sensibilité a ’insuline favorise la synthese des
protéines et du lactose mais également I’activation de certaines enzymes de synthese et de
sécrétion des triglycérides [70,72,74].

L’hormone de croissance (GH) agirait également sur la modulation de la lactation
comme ’indique I’augmentation de production de lait aprés un traitement a la GH chez la
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femme, mais de maniére moins importante que I’insuline et la prolactine [78]. Elle
favoriserait les apports de nutriments vers la glande mammaire en activant la lipolyse des
tissus adipeux, en diminuant 1’utilisation de glucose par les muscles squelettiques et en
augmentant le débit cardiaque [74,78,79]. Elle favoriserait, dans les lactocytes, la synthéese
de novo d’acides gras (en stimulant la FAS) et celle du cholestérol [78]. Enfin elle stimulerait
I’expression d’IGF-1 au niveau du foie et du stroma de la glande mammaire, qui agirait en
tant que facteur de prolifération et de survie des lactocytes [79,80].

D’autres hormones comme les glucocorticoides et les hormones thyroidiennes
semblent également jouer un role dans la régulation de la production de lait en modulant

I’action de la prolactine ou de I’insuline [27,81].
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Figure 13 : Voies neuro-hormonales de régulation de la production de lait.
NPY : neuropeptide Y ; FIP : facteur inhibiteur de la prolactine ; FAP : facteur activateur de la prolactine ; TRH :
thyrotrophin releasing hormone ; TG : triglycérides ; AA : acides aminés libres ; - insuline : diminution de I’apport
d’insuline causée par une hypoinsulinémie et une résistance a I’insuline des tissus périphériques ; ++ insuline :
augmentation des apports en insuline due a une forte augmentation de I’insulino-sensibilité du tissu mammaire.
(Schéma de syntheése personnel).
3.4.3. Principaux facteurs de régulation de la production de lait au niveau du lactocyte
Au niveau des lactocytes, la régulation de la syntheése des protéines se fait par deux voies
de signalisation majeure : la voie JAK2/STATS principalement activée par la PRL la voie
AKT/mTOR principalement activée par I’insuline méme si les récepteurs de la prolactine et de
I’insuline soient capables d’activer ces deux voies (Figure 14). Le facteur de régulation STATS
agit au niveau transcriptionnel en favorisant I’expression des geénes des principales protéines du
lait caséines, WAP et LALBA tandis que mTOR agit au niveau traductionnel en ameliorant la
synthése protéique a partir des ARNm [70,82]. Ces deux voies de signalisation peuvent étre
activées secondairement par la GH (principalement STATS) et I'IGF-1 (principalement

AKT1/mTOR) [79,83].
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La régulation de la synthése du lactose se fait par les mémes voies que celles des
protéines étant donné qu’elle est avant tout conditionnée par la disponibilit¢é de LALBA. En
revanche, I’entrée de glucose par le transporteur GLUT1 est principalement régulée par la PRL
probablement via la voie JAK2/STATS bien que I’expression de GLUT1 semble également étre
régulée par le facteur de transcription AKT1 [70,82].

Hormone
thyroidienne

Prolactine Insuline

+ traduction en
protéines

+ expression
des génes

Protéines du lait

Lactose

Figure 14 : Interconnexions des principaux facteurs régulant la production de lait au niveau des lactocytes.
GH : hormone de croissance ; IGF-1 : facteur de croissance semblable a I’insuline 1 ; JAK2 : janus kinase 2 ;
STATS : transducteur de signal et activateur de transcription 5; AKT1 : protéine kinase B ; mTOR : cible
mécanistique de la rapamycine ; GLUT1 : transporteur du glucose de classe 1; LALBA : a-lactalbumine ;
SREBF1 : facteur de transcription de liaison des éléments de régulation des stérols 1 ; SPOT14 : protéine de
réponse aux hormones thyroidiennes ; PPARy : récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes ; LXR :
récepteur nucléaire des oxystérols ; AGCL : acides gras a chaines longues ; AGPI : acides gras polyinsaturés.
Fléche en gras : voies d’activation majeurs ; Fléches fines : voies d’activation secondaires. (d’apres [70]).

La synthése des lipides est régulée par de nombreux facteurs de transcription,
principalement SREBF1 et SREBF2. Le premier agit sur la synthése de novo d’acides gras et
leur désaturation, et donc sur la synthese des triglycérides, tandis que le second régule surtout
la synthese du cholestérol [70,84]. L’expression de SREBFI, pendant la lactation, est
augmentée par un régime pauvre en lipides, par le récepteur a la prolactine mais également par
la voie AKT1/mTOR [70,82]. La prolactine semble également avoir une action directe sur la
synthése des lipides et en particulier sur I’activit¢é de la LPL, probablement via la voie
JAK2/STATS [82,85]. D’autres facteurs de transcription jouent un réle sur la synthése
lipidique, notamment les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPARs et
surtout PPARY) et les récepteurs des oxystérols (métabolites oxygénés du cholestérol) (LXRS)
[70]. PPARY est notamment activé par la présence d’acides gras a chaines longues dans le
lactocyte et pourrait activer les enzymes synthese des triglycérides [70,82,84]. LXR est activée

par les oxystérols et les dérivés du cholestérol présents dans le lactocyte et favorise

41



principalement la synthése du cholestérol mais aussi des acides gras en contrélant 1’expression
de SREBF1 [70,86]. Enfin, le facteur de réponse a I’hormone thyroidienne SPOT14 (THRSP,
thyroid hormone responsive protein), également activé par la présence d’AGPI et de glucose,
semble avoir un effet direct sur la synthese de novo des acides gras mais agit surtout en activant
I’expression de SREBP1 et PPARy [70,82].

3.4.4. Régulation locale de la production de lait

La prolactine, la principale hormone qui stimule la sécrétion du lait, a une forte
concentration plasmatique basale de 200 ng/mL en début de lactation. Cependant cette
concentration diminue progressivement au cours de 1’allaitement pour atteindre les valeurs de
pré-grossesse de 10 ng/mL a 6 mois de lactation, malgré une production de lait toujours
importante [64]. Cela met en évidence le role essentiel de la prolactine dans Uinitiation et le
maintien de la lactation (galactopoiése) plutét que dans la syntheése quotidienne des
macronutriments du lait, le taux de prolactine circulant n’étant pas corrélé au volume de lait
produit [27,64]. En effet, une fois la lactation initiée, le lactocyte sécréte du lait en continu sous

I’action des hormones lactogenes, mais le contréle de la quantité produite est réalisée au niveau

local par un rétrocontrole négatif déclenché lorsque les acini sont pleines de lait [27,66]. En

effet, dans ces conditions, les acini sont distendus et les lactocytes comprimés, ce qui déclenche

I’envoi d’un message autocrine par les protéines de liaison (intégrines) qui entraine une

inhibition de la production de lait [66,81]. D’autre part, le lait contient des Facteurs

Inhibiteurs de la Lactation (FIL) dont la concentration augmente dans I’alvéole et le lactocyte

lorsqu’une grande quantité de lait est stocké. Ces FIL sont de différentes natures et diminuent

la synthese de lait par différentes voies :

- Des protéines seriques comme LALBA, mais aussi le TGFp, agissent sur le lactocyte, en se
fixant a des récepteurs au niveau apical et qui répriment la synthese de protéines et favorisent
I’apoptose cellulaire [81].

- La protéine de liaison des IGF-1, IGFBP5, présente dans le lait, jouerait le réle
d’antagoniste des IGF-1 limitant leur action sur la survie et la prolifération des lactocytes
[81].

- Lasérotonine, dont la synthése au niveau mammaire est dépendante de la PRL, est présente
en plus grande quantité lors de la stase du lait (accumulation de lait dans le sein). En retour,
la fixation de la sérotonine sur le lactocyte inhiberait la sécrétion du lait en dégradent les
jonctions serrées responsables de la polarisation, et favoriserait 1’apoptose cellulaire [27,87].
Néanmoins, la sérotonine pourrait également jouer un réle important dans la régulation de
1’homéostasie calcique et favoriser la production de lait [81].

Lors de la tétée, les alvéoles se vident, diminuant la concentration des facteurs FIL et la

sécrétion de messagers autocrines inhibiteurs. C’est pourquoi une tétée fréquente et une vidange

compléte de la glande mammaire sont essentiels pour augmenter la quantité de lait produite au

quotidien [27,64,81].
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3.4.5. Régulation de la production de lait par ’alimentation

Enfin, les apports alimentaires sont essentiels pour la régulation de la production de lait.
En effet, I’apport d’acides aminés a la glande mammaire est le principal facteur limitant de la
synthése des protéines du lait [70]. Or si le foie et le catabolisme du muscle squelettique sont
capables de fournir des acides aminés a la glande mammaire, la principale source provient de
I’alimentation, particuliérement pour les acides aminés essentiels. Ainsi, une alimentation
pauvre en protéines ou en acides aminés essentiels, peut avoir un fort impact sur la production
de lait, en limitant la synthese des protéines du lait [27,70]. Il a ét¢ montré qu’une dénutrition
protéique pendant la lactation entrainait une forte diminution de la production de lait mais
également des modifications de la composition du lait telles qu’une augmentation des teneurs
en lipides totaux et une baisse des concentration en acides aminés libres insulino-trophiques
et/ou néoglucogéniques alors que les concentrations en protéines et lactose restent stables
[19,88].

Par ailleurs, les apports en glucides et acides gras ont un fort impact sur 1’efficacité de
la synthese des lipides. En effet, une alimentation pauvre en graisses et riche en glucides, limite
les apports en acides gras a la glande mammaire, qui doit compenser par une synthese de novo
d’acides gras a partir des corps cétoniques et du glucose, mais dont le colit est pres de 25 fois
plus élevé. La synthése de lipides étant moins efficace, cela peut conduire a une diminution de
la production de lait [27]. De plus, comme la glande mammaire synthétise tres peu d’AG a
longue chaine, une diminution de leur apport dans I’alimentation réduit la concentration en AG
a longue chaine et augmente celle d’AG a chaine moyenne dans le lait. A 1’inverse, un apport
¢élevé d’AG a longue chaine par I’alimentation réduit la lipogenéese de novo et donc la quantité
d’AG a chaine moyenne du lait. Le profil en acides gras du lait et en particulier les rapport AG
a chaine longue sur AG a chaine moyenne et AG polyinsaturés 3 sur 6 sont directement liés
a la consommation lipidique en quantité et qualité de la mére [27].

Finalement, des régimes trop riches en gras et/ou en sucres conduisant a 1’obésité sont
connus pour avoir un effet négatif sur la production de lait. En effet, les femmes obeses ont une
lactogenese retardée et rencontrent plus de difficultés pour allaiter. Cela est di d’une part a des
perturbations du développement de la glande mammaire au cours de la grossesse mais
également a une altération de la réponse aux hormones lactogenes comme la prolactine ou
I’insuline. De plus, les régimes riches en gras favoriseraient 1’expression des récepteurs a la
sérotonine au niveau mammaire accentuant son effet inhibiteur locale sur la production de lait.
[27]. Enfin, les régimes maternels denses en calories impactent clairement le contenu en AG du
lait et sont associés genéralement a une augmentation de sa concentration en lipides totaux du
lait. A I’inverse les concentrations en protéines et glucides restent généralement stables ou ont
tendance a diminuer [18,27,89,90]. En revanche, en ’absence d’une surcharge pondérale pré-
gravide, un régime tres calorique entrainerait une baisse des teneurs en lipides totaux du lait

associée a une prédominance d’AG insaturés a chaine longue [91]. Dans tous les cas, ces
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modifications pourraient avoir des repercussions sur la croissance et/ou le neuro-
développement de la descendance [27,89].

4. Les molécules galactologues : une solution pour favoriser le flux de lait

Dans des situations d’hypogalacties (2.2.2), I’utilisation de galactagogues semble étre
une solution intéressante. Les galactologues (aussi appelés galactogénes ou galactagogues) sont
des substances qui sont supposées faciliter 1’initiation, le maintien ou 1’augmentation de la
production de lait maternel [92] et sont classées en deux catégories : les galactologues
pharmacologiques et les ingrédients fonctionnels comme certains extraits végétaux ou acides
aminés [7,92].

4.1. Pourquoi les galactologues pharmacologiques sont-ils déconseillés ?

Différents galactologues pharmacologiques ont été testés pour augmenter la production
de lait (Tableau 7). Des hormones lactogénes comme la prolactine et la GH, directement
injectées par voie sous-cutanée, ou 1’ocytocine, injectée en spray nasal, agissent directement
sur la production ou I’¢éjection du lait. La plupart des molécules utilisées comme galactologues
agissent en augmentant la sécrétion de prolactine par I’hypophyse, soit par une stimulation
directe comme I’hormone thyréotrope, soit en bloquant 1’action inhibitrice de la dopamine
(sulpiride, métoclopramide, dompéridone). Enfin, la metformine agit en augmentant 1’action

lactogéne de I’insuline au niveau des lactocytes [7,76].

Parmi ces médicaments, le métoclopramide et la dompéridone sont ceux dont les effets
sur la lactation sont les mieux connus, bien que les études randomisées les plus strictes ne
rapportent qu’un effet modeste sur la production de lait [7,76,92]. En revanche, pour la grande
majorité de ces galactologues, les études sont peu nombreuses, montrant des effets bénéfiques
tres variables sur la production de lait, divergences en partie expliqués par I’importante
fluctuation des périodes d’observation, des doses et des méthodes de mesure utilisées, parfois
contradictoires et associés parfois a des biais importants (Tableau 7). Outre le colt et le
caractere invasif de leur administration (GH, prolactine), certains des galactologues
pharmacologiques peuvent entrainer des effets secondaires indésirables chez les méres
(métoclopramide), parfois graves (dyskinésies et quelques rares cas de mort subite de la mere
suite a la prise de dompéridone) associés a une méconnaissance de leur passage dans le lait et
leurs potentiels effets néfastes sur la santé du bébé a court et long terme. Ainsi, d’une manicre
générale, la balance bénéfice/risque n’est pas en faveur de 1’utilisation de ces molécules ce qui
limite grandement leur prescription [7,76,92], allant parfois jusqu’a leur interdiction (comme
c’est le cas pour le métoclopramide et la dompéridone en France et aux Etats-Unis), impliquant

la recherche d’autres alternatives [7,76,92].
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Tableau 7: Bénéfices, modes d’action et limites des principaux galactagogues médicamenteux [7,76,92]

Familles de
molécules

Médicaments

Bénéfices

Modes d’action

Limites

Hormone de +27-86 mL/j Action lactogene en partie Co(t élevé ; injection SC ; faible
croissance humaine soit 16-36% médiée par 'IGF-1 effet bénéfique
Hormones Prolactine humaine | +44-a2905* | Favorise la synthese de lait Cot €leve ; donnees limitees ;
lactogénes au niveau des lactocytes injection SC

Ocytocine
(spray nasal)

+30-1454 mL/j
soit +50-500%

Favorise I’¢jection du lait en
stimulant les cellules

Données contradictoires ;
quelques d’effets indésirables ;

$ myoépithéliales peu d’effets en situation de stress
Activateur de Augmente la sensibilité des Données tres limitées ; seulement
I’action de Metformine + 66 mL/j £ g a1 20% de meres sensibles ; effets
> : lactocytes a I’insuline L - .
I’insuline indésirables gastro-intestinaux
Facteurs . Active la sécrétion de Données contradictoires ; effets
: Hormone +111 mg/j . . L o
activateurs de thyréotrope (TRH) Soit 78% prolactine par I’anté- indésirables potentiels :
la prolactine y P hypophyse hyperthyroidie

Antagonistes
de la
dopamine

Sulpiride

+218-315 mL/j
soit 51- ?%

Métoclopramide

+17-216 mLJj
soit 18-101%

Domperidone

+42-116 mLj
soit 28-166%

Limite la fixation de la
dopamine a son récepteur ce
qui favorise la synthése de
prolactine par I’anté-

hypophyse

Biais potentiels ; effets
indésirables : sédation, gain de
poids ; fort passage dans le lait

Nombreux effets indésirables chez
la mére : dépression, migraines,
fatigue, hypertension et plus
rarement des dyskinésies ; effet
mal connu chez 1’enfant

Nombreux effets indésirables chez
la mere : troubles gastro-
intestinaux, migraines, bouche
séche, dans de rares cas arythmie
cardiaque et méme mort subite ;
effet mal connu chez ’enfant

* : chez des femmes ayant accouché prématurément ; $ : au cours des 5 premiers jours postpartum (effet supérieur
chez les primipares) ; £ : chez des méres montrant des signes d’insulino-résistance ; SC : sous-cutanée

4.2. Extraits végétaux : des ingrédients fonctionnels de plus en plus utilisés

pour augmenter la production de lait
Afin de compenser I’absence d’un galactologue pharmacologique de référence,
I’utilisation d’extraits de plantes a effet galactologue est de plus en plus courante. En effet, de
nombreuses plantes sont utilisées depuis plus de 2000 ans dans les médecines traditionnelles
notamment persane, chinoise et méditerranéenne, pour augmenter la production de lait
[9,93,94]. La demande des méres pour I’utilisation de ces plantes est en augmentation constante
depuis le début des années 2000 [95] et il est estimé qu’aujourd’hui entre 15 et 25% des meres

ont recours a I’utilisation d’extrait végétaux pour favoriser leur production de lait [93,96].

4.2.1. Diversité et efficacité des extraits végétaux utilisés comme galactologues
Aujourd’hui, il existe plus d’une centaine de produits a base de plantes revendiquant un
effet galactologues et fabriqués soit a partir d’extraits végétaux purs de prés d’une vingtaine de
plantes différentes, soit a partir d’'un mélange [95,96]. Ils sont consommés, soit sous forme de
tisanes ou infusions, soit sous forme de concentrés éthanoliques, soit sous forme de poudres ou

45




de capsules [8,93,97]. Les plantes les plus largement utilisées sont le fenugrec, le fenouil, le
chardon béni, le chardon-Marie et la galéga officinale (Tableau 8) [8,95,96].

Tableau 8 : Principaux extraits de plantes traditionnellement utilisés comme galactologues en fonction de
leur fréquence d’utilisation [7-9,93,97]

ol Nom latin Alim Ligss Sureté Commentaires
commun (par jour)
Galactologues majeurs
Trigonella B B : effet ocytocique ; action via
Fenugrec foenum-graecum Oui 3,5-72¢ GRAS phytoestr_ogenes_, saponmes stéroides
et/ou trigonelline ; augmente GH
Chardon- Sylibum R
Marie marianum Non 2-6¢ A Augmente synthése PRL
Chardon Cnicus R
béni benedictus Non 75-16¢ B Augmente synthése PRL
. Favorise I’¢jection du lait ;
Fenouil F?Zr:m:rl:m Oui 10%'6;(1)&"]9 GF'QA AS augmenterait taux PRL via ’anéthol
9 antagoniste dopamine
Galéga Galega $ Contient de la galégine précurseur de la
. I Non 1-2mL B o - AR
officinale officinalis metformine : favorise action insuline

Galactologues mineurs

A (plante)  Riche en vitamine K ; augmente PRL et

Luzerne Medicago sativa ~ Non 60g max$ C (graines)  insuline ; allergie croisée avec les noix
4-16 mL .
GRAS ou le soja
Asperge a Asparagus B : potentielle tératogénicité ;
Non 1-6 mg B : o
grappe racemosus saponines stéroides augmentent PRL
Baie du Vitex agnus- Non 20-40 mg B Effet dose-dépendant sur synthése
gattilier castus 7,5mL® PRL ; diminue lactation a haute dose
. Pimpinella . B Action via I’anéthol ; B : & dose
Anis vert anisum Oui 10-409 GRAS thérapeutique
. . . . . B B: & dose thérapeutique ; Agit comme
Cumin noir Nigella sativa Oui 1569 GRAS diurétique
. . . A
$
Carvi Carum carvi Oui 9mL GRAS
Aneth Anethum Oui 39 B B : effet ocytocique ; facilite I’éjection
graveolens 2,5-15 mL® GRAS du lait ; riche en acide linoléique
. Coriandrum . A
Coriandre sativum Oui 39 GRAS
Ortie Urtica dioica Non 189 GRAS Agit comme diurétique
Action via les p-glucanes, la vitamine E
Hordeum . 500 mg ou A ou le sistérol (phytoestrogéne) ;
Orge Oui 1-3 biéres AP
vulgare sans alcool GRAS augmente PRL et GH ; améliore statut

antioxydant

Galactologues majeurs : les plus couramment utilisés ; galactologues mineurs : utilisation traditionnelle mais
peu fréquente ; Alim : plante couramment utilisée dans 1I’alimentation. GRAS : généralement reconnu comme sdr
(Generally Recognized As Safe). A: Pas de contre-indications, d’effets indésirables, d’interactions
médicamenteuses, ou de problémes liés a un usage pendant la grossesse ; B : Potentiellement inapproprié pour une
utilisation personnelle notamment pendant la grossesse, peut causer des effets indésirables en cas de mésusage ;
C: Potentiel effet toxique dose-dépendant. Ne pas utiliser sans 1’avis d’un professionnel. $: concentré
éthanolique ; PRL : prolactine ; GH : hormone de croissance

Les potentiels effets galactologues de ces plantes s’expliqueraient par une grande
diversité de mécanismes d’action du fait de la grande variété de leurs composés bioactifs. La
majorité de ces extraits végétaux agissent en augmentant la sécrétion de prolactine, soit par le

biais d’un antagoniste de la dopamine comme 1’anéthol (fenouil ou anis vert), soit par le biais
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d’autres molécules favorisant sa synthése, comme les saponines stéroides (asperge a grappe) ou
les phytoestrogenes tels que le sistérol (orge) [7,9]. De plus, les B-glucanes et 1’a-tocophérol
succinate (analogue de la vitamine E) de I’orge stimuleraient, au niveau hypophysaire, a la fois
la sécrétion de prolactine et d’hormone de croissance [9,98] et favoriseraient le statut
antioxydant de la glande mammaire, améliorant sa fonctionnalité [9]. La galégine, présente dans
la galéga officinale, augmenterait la sensibilité de la glande mammaire a I’insuline, en tant que
précurseur de la metformine, tandis que des complexes lignines-glucides contenus dans 1’anis
vert favoriseraient la synthése de monoxyde d’azote (NO, nitric oxide) améliorant ainsi le flux
sanguin et I’apport de macronutriments aux lactocytes [93,99].

Ces plantes, d’origine médicinale ou alimentaire, sont de plus en plus consommées du
fait d’une perception de leur innocuité comparée aux galactologues médicamenteux. En effet,
elles sont, pour la plupart, listées « généralement reconnues comme sires » (GRAS, Generally
Reconized As Safe) par 1’agence des aliments et des médicaments (FDA, Food and Drug
Administration) aux Etats-Unis (Tableau 8) [97]. Cependant, leur utilisation n’est pas toujours
sans danger, méme pour certaines épices, utilisées a des doses thérapeutiques, avec I’apparition
d’effets indésirables comme des troubles gastro-intestinaux (chardons, luzerne, asperge
sauvage) ou des réactions allergiques (luzerne, anéthol). D’autres plantes doivent étre évitées
pendant la grossesse a cause de leurs effets potentiellement ocytociques, pouvant entrainer des
fausses couches (aneth), oestrogéniques (anis vert) ou tératogenes (asperge a grappe).
Finalement, le passage de ces composés actifs dans le lait et leurs effets sur le nouveau-né sont
encore trés mal connus. Ainsi, I’utilisation de ces plantes comme galactologues devrait se faire
exclusivement aprés consultation d’un professionnel [7,96,97]. Cependant, moins d’un tiers des
femmes qui les utilisent en parlent a leur médecin traitant [96].

Pourtant, peu d’études scientifiques permettent de mettre en évidence un effet direct de
ces plantes sur la production de lait chez la femme. Les résultats sont le plus souvent obtenus
chez I’animal et ne mettent pas toujours en évidence une augmentation directe de la production
de lait mais souvent une augmentation de la concentration de prolactine circulante, qui n’est
pas forcément corrélée avec le volume de lait produit [7,9,93]. Enfin les rares études cliniques,
principalement sur le fenugrec, le chardon-Marie et I’asperge a grappe donnent des résultats
inconsistants, sans conclure a un effet significatif [95]. De nouvelles études aussi bien
expérimentales que cliniques sont donc nécessaires afin de confirmer I’efficacité et la sécurité

de ces extraits de plantes avant d’envisager de les recommander en tant que galactologues
[7,93,95,96].

4.2.2. Effet galactologue potentiel du fenugrec, la plante la plus consommée par les
meres désireuses d’augmenter leur production de lait

Le fenugrec est utilisé traditionnellement dans les meédecines chinoises et

méditerranéennes pour augmenter la production de lait [9,94]. 1l reste aujourd’hui 1’extrait de

plante a visée galactologue le plus consommé pendant la lactation (environ 50% des
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consommatrices). Cependant, il est pertinent de se demander si les données scientifiques
concernant son efficacité galactogene sont suffisantes pour appuyer utilisation aussi largement
rependue [96].

e Composition et propriétés thérapeutiques du fenugrec

Le fenugrec (Trigonella foenum-graecum) est une plante angiosperme de la famille des
Iégumineuses, originaire du nord de I’ Afrique et du Moyen-Orient (Figure 15). C’est une plante
herbacée annuelle d’environ 50 cm. La fleur, de couleur jaune péle, donne des fruits incurvés
qui contiennent de 5 a 20 graines angulaires de couleur jaune a marron, tres aromatiques et au
goQt amer [94,100]. Ces graines sont riches en glucides (58%) et en protéines (22 a 25%) a forte
concentration en lysine, arginine, tryptophane et histidine. En revanche, elle est relativement
pauvre en lipides (6 a 10%), composés majoritairement d’acides gras insaturés (14%, 25% et
40% d’acides oléique, a-linolénique et linoléique, respectivement). De plus, les graines de
fenugrec sont riches en micronutriments et surtout en vitamine A, B1, B2, B3, B9 et C ainsi
qu’en fer, en phosphate, en calcium, en magnésium, en manganése et en zinc [100,101].

Du fait de sa richesse en fibres alimentaires (25%) telles que les galactomannanes ou le
mucilage, la graine de fenugrec possede des propriétés laxatives, digestives et
hypoglycémiantes. Elle est également reconnue pour ses propriétés anti-bactériennes, anti-
virales, anti-inflammatoires et contient de tres nombreuses molécules bioactives lui conférant
différentes actions thérapeutiques [94,100-102] telles que:

- de nombreuses saponines stéroides (Annexe 4), dont la diosgénine (de 0,1 a 2% de la
graine), la gitogénine et de la yamogénine, qui sont des précurseurs potentiels des hormones
stéroidiennes.

- des alcaloides (plus de 100 mg/g) dont la trigonelline, un des métabolites les plus
importants du fenugrec aux propriétés hypocholestérolémiantes et hypolipémiantes, la choline
qui joue un réle important dans la régulation de la fonction hépatique et du systeme nerveux
central et la bétaine, une molécule osmorégulatrice.

- des flavonoides comme la quercétine, la vitexine et I’isovitexine qui, en plus de leurs
forts effets antioxydants, sont de potentiels phytoestrogénes et pourraient notamment expliquer

I’effet ocytocique (favorise les contractions utérines) du fenugrec.
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- d’autres composés antioxydants comme des coumarines (trigocoumarine, scopolétine)
qui sont des composés phénoligues dotés d’un fort pouvoir aromatique, des caroténoides (-
carotene) ou des tannins (acide gallique).

- des acides aminés libres comme I’isoleucine, I’histidine, 1’arginine, la lysine et en
particulier la 4-hydroxyisoleucine qui joue un rdle important dans la stimulation de la sécrétion
d’insuline [101] et pourrait jouer un réle dans le traitement de maladies métaboliques tels que

le diabéte de type II, I’hypertension artérielle ou 1’athérosclérose.

e Effet galactologue potentiel du fenugrec

Le fenugrec étant le galactologue végétal le plus consommé [96], il est également celui
qui a été le plus étudié, chez ’animal de rente mais également chez I’homme (Tableau 9).

Tableau 9: Etudes mesurant I’effet galactologue du fenugrec chez différentes espéces de mammiféres

[103] Graines en poudre 12 Production lait (trayeuse)
Vache / [104] Graines en poudre 340 3 Production lait (traite) +24
. Production lait (traite manuelle) +11-+18
bufflonne | [105] Graines en poudre 180 - 360 4 [brolactine] +54 - +76
[106] Graines en poudre 6800 3 Production lait (traite) NS
[107] Graines en poudre 2100 6 Production lait (traite manuelle) +13
X [GH] +29
Chevre [108] NP 2000 * 7 Production lait (traite manuelle) + 67
NP 3750 * 7 Production lait (traite manuelle) -33
Brebis [109] Graines en poudre 600 - 1200 4 Production lait (NP) +46 - +110
Graines en poudre 480 4 Production lait (pesée de la portée) NS - +5
[110] Graines en poudre 480 Gain de poids final +36 - 42
L apin Graines germées ~200 (60 4 Production lait (pesée de la portée) NS - +21
apine Graines germées graines) Gain de poids final de la portée NS - +25
Graines en poudre Production lait (pesée portée) NS
+ anis vert ain de poids total de la portée
[111] . 6000 19 Gain de poid | de la porté NS
Truie [112]  Extrait de graine 30-60 26 Poids final +12 - +14
Thé en granule Production lait (tire-lait élec) +90
[113] avec fenugrec $ 0,45 $$ 22 Perte de poids max de I’enfant -13
apsule (graine roduction lait (pesée du bébé
[114]  Capsule (graine) 30 22 Production lait (pesée du bébé) NS
[115] Tisane avec 67 25 Production lait (tire-lait manuel) +43
Femme £ graines en poudre Perte de poids max de I’enfant § -44
Tisane avec Poids (4 semaines) +6
. ouches mouillées (4 semaines +
[116] raines en noudre 125 39  Couch illées (4 ines) 46
g P Fréquence tétée (4 semaines) +40
Tisane avec Production lait (tire-lait manuel) NS - +11
[117] graines en poudre 833 30 [prolactine] NS - +14

Réf : référence ; N : nombre d’individus par groupe ; NP : non précisé ; NS : non significatif ; [X] : concentration
sanguine de X ; pesée : méthode de pesée avant et apres la tétée ; £ : pour le calcul des doses, le poids des femmes
allaitantes est estimé a 60kg ; * : valeur estimée pour une chévre de 40kg ; $ : contient également du fenouil et de
la galéga notamment ; $$ : calculé sur la base de 3 tasses de 99 de granules contenant 0,1% de fenugrec ; § : perte
de poids du bébé post-partum.

Chez les animaux de rente (vache, chévre, brebis, porc, lapin) des supplémentations en
fenugrec comprises entre 25 et 2100 mg/kg/j conduisent a une augmentation de la production
de lait et a un gain de poids des petits de 11 a 110% [103-105,107,109,110,112] sans effet dose-

dépendant (Tableau 9). L’effet du fenugrec sur la composition du lait est relativement variable
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d’une étude a I’autre mais d’une maniére générale la concentration en lactose est la plus
impactée par la supplémentation en fenugrec et elle est généralement augmentée [104,105,110].
Les concentrations en lipides et en protéines restent plus stables [103,104,107] avec une
tendance a la diminution pour les lipides totaux [105,109] et une tendance a 1’augmentation
pour les protéines [109,110]. A I’inverse, une des supplémentation en fenugrec a des doses
¢levées n’augmente pas la production de lait chez la bufflonne (6800 mg/kg/j) [106,111], voire
la diminue chez la chevre (3750 mg/kg/j) [108]. Ces résultats suggérent un effet bénéfique du
fenugrec sur la production de lait jusqu’a une certaine dose. Cependant, chez les ruminants le
systeme digestif differe de celui des humains par la présence d’un rumen qui optimise la
digestion des végétaux. Ainsi, la supplémentation d’un extrait de plantes chez ces animaux
pourrait avoir un effet plus marqué que chez ’homme. De plus, la plupart de ces études ont été
réalisées sur un faible nombre d’animaux et, chez le porc ou le lapin, les effets positifs sont
indirects (gain de poids des petits) alors que les mesures directes de production de lait donnent
des résultats contradictoires ou limités [110,111] de méme que celles sur la composition du lait.

Des études réalisées chez I’homme mettent en évidence un effet galactologue
significatif mesuré de maniére directe (tirage du lait) [113,115] ou indirecte (poids de I’enfant,
nombre de couches humides...) [116] tandis que d’autres études montrent un effet limité sur
I’initiation de la lactation [117] ou une absence d’effet sur la production de lait [114]. Plusieurs
de ces études souffrent de biais, comme 1’absence de mesure directe de la production de lait
[116], I’absence de placebo [115] ou la présence d’autres plantes potentiellement galactologues
dans la supplémentation a base de fenugrec [113,118]. Cependant, une méta-analyse récente
conclut a un effet galactologue significatif mais limité du fenugrec malgré un manque de
variabilité dans le recrutement des participantes aux différents essais cliniques [119].

e Mécanismes d’action potentiels
Les mécanismes par lesquels le fenugrec agirait sur la production de lait restent mal
connus mais plusieurs voies potentielles d’action ont été mises en évidence (Figure 16). Ainsi
les études de supplémentation en fenugrec ont montré :

1- Une augmentation de la consommation d’aliments [103-105,107,109]. Le fenugrec
pourrait agir via I’action de ses saponines stéroides, qui stimulent la motivation a manger chez
le rat et qui pourraient agir soit directement sur 1I’hypothalamus soit en stimulant la sécrétion de
prolactine [120,121]. De plus, le fenugrec diminue la sécrétion de leptine chez le rongeur obese,
notamment par 1’action de ses fibres alimentaires [122,123], cela limiterait ’envoi d’un
message anorexigéne a 1’hypothalamus, conduisant & une augmentation de la consommation

d’aliments et donc de nutriments disponibles pour la synthése du lait [107,109].

2- Une augmentation de concentration en prolactine [105,117]. Bien que la
concentration en prolactine dans le sang ne soit pas corrélée au volume de lait sécrété [64],
I’augmentation de sa sécrétion au niveau de 1’hypophyse est un mécanisme souvent cité pour

expliquer I’effet galactologue du fenugrec. Elle ferait suite a une action directe d’une saponine,
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la diosgénine, au niveau de I’hypophyse [124] mais également a une action oestrogenique du
fenugrec [117]. En effet, les cestrogénes favorisent la sécrétion de prolactine en inhibant la
synthése de récepteurs a la dopamine au niveau des cellules lactotropes de I’hypophyse (cellules
qui sécrétent la prolactine) [125]. Or il a été montré, in vitro, sur des cellules cancéreuses, que
des extraits de fenugrec possedaient une effet oestrogénique [126]. Cet effet serait médié
principalement par des flavonoides comme la quercétine ou la vitexine qui agiraient en tant
qu’agonistes des cestrogenes, en se fixant sur leurs récepteurs Era, mais également en tant
qu’antagonistes de la dopamine [117]. De plus, si I’effet oestrogénique de la diosgénine est
encore discuté [127] elle pourrait agir en augmentant le taux d’cestrogénes sanguins en tant que
précurseur des hormones stéroidiennes [124]. Finalement, le fenugrec pourrait agir pr un effet
oestrogénique direct au niveau mammaire et favoriser la prolifération et la survie des lactocytes
[68].

3- Une augmentation de la concentration sanguine de GH de pres de 30% [107], par le
biais de plusieurs saponines comme la dioscine, proche de la diosgénine, la gitogénine et un de
ses dérivés, la gitogénine 3-O-B-p-xylopyranosyl-(1—6)-B-p-glucopyranoside (Annexe 4)
[128,129]. La GH agirait ensuite soit de maniére directe en stimulant la lipolyse au niveau du
tissu adipeux et la lipogenése au niveau des lactocytes, soit de maniére indirecte par le biais de
I’IGF-1 qui favoriserait la survie et la prolifération des lactocytes [78,79].

(+) Consommation
d’aliment

Adipocytes
Fibres alimentaires
= -) Leptine «
Hypothalamus (tep galactomanannes
FIP Effet Flavonoides
(dopamine) |~ oestrogénique quercétine \
Posthypophyse Antéhypophyse Saponines
Diosgénine |4——
dioscine
Message Alcaloides
nerveux Ocytocine | | (+) Prolactine  |[— (+) GH trigonelline |
cholinergique - —
Acide aminé
l 4-hydroxyisoleucine
Cellule — (+) Sensibilité .
= LI —
Lait «—. myoépithéliales @l insuline GM (+) Insuline
— — (+) Syntheése des
Ejection du lait
composants ,
du lait Pancreas

Figure 16 : Mécanismes d’action potentiels du fenugrec sur la production de lait. Fléches vertes : voies
activées ; fleches rouges : voies inhibées ; carrés verts : composés du fenugrec ; carrés orange : hormones ; GH :
hormone de croissance ; FIP : facteur inhibiteur de la prolactine ; GM : glande mammaire (schéma de synthése
personnel).

4- Enfin, le fenugrec pourrait favoriser I’action lactogéne de I’insuline. En effet, la 4-
hydroxyisoleucine et la trigonelline sont connues pour favoriser la sécrétion d’insuline au

niveau des cellules pancréatiques [101,102,130] et pour améliorer la sensibilité a I’insuline chez
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des animaux diabétiques. Elles pourraient donc augmenter la sensibilité a I’insuline de la glande
mammaire [102,130]. Finalement, ces composés et la diosgénine diminueraient les
concentrations sanguines de glucose, du cholestérol des lipoprotéines a basse densité (LDL) et
de TG en améliorant le fonctionnement du foie [100,102]. lls pourraient donc augmenter le
lipogenése et la glycolyse du foie pendant lactation comme le suggére 1’augmentation d’alanine
amino-transférase (ALAT) sanguin, et ainsi augmenter 1’apport de nutriments a la glande
mammaire [105,109].

Cependant, ces voies d’action restent hypothétiques et reposent principalement sur
I’observation de 1’effet de différents composés bioactifs isolés et en dehors de la période de
lactation. Des recherches doivent encore étre menées pour confirmer lesquels de ces composés

sont associés a I’effet galactologue du fenugrec.

e Sécurité et risques d’effet indésirables

Le fenugrec peut étre utilisé sans restriction comme supplément nutritionnel [118] car
il est généralement bien toléré [131] et chez I’homme une consommation aigué de 25 g n’a pas
d’effet significatif sur les parameétres sanguins, ni d’effet négatif sur la fonction hépatique ou
rénale [100]. Néanmoins, la consommation de fenugrec pendant plusieurs semaines a des doses
médicinales (3,5 a 7 g/j) peut entrainer des effets indésirables comme des douleurs abdominales
et une diarrhée du fait de son effet laxatif. A forte dose, elle entraine une odeur des secrétions
(urine, feces, sueur et lait) tres caractéristique, de « sirop d’érable », du fait de la présence d’une
lactone tres aromatique, le sotolon [100,118]. Le fenugrec étant une légumineuse, sa
consommation peut entrainer des réactions allergiques croisées avec les noix ou le soja, pouvant
déclencher des éruptions cutanées voir des crises d’asthme [97,118]. De plus, du fait de ses
effets hypoglycémiant, hypocholestérolémiant et anticoagulant, des précautions doivent étre
prises chez les personnes utilisant des traitements contre le diabéte, des anticoagulants (aspirine,
warfarine) ou des médicaments hypotenseurs [97,100,118]. Le fenugrec diminuerait également
la concentration de I’hormone thyroidienne T3 chez le rat et devrait donc étre déconseillé aux
personnes hypothyroidiennes [97,132]. Par ailleurs, du fait de son effet ocytocique et d’un
potentiel effet tératogéne, sa consommation est déconseillée aux femmes enceintes
[7,97,133,134]. Finalement, bien qu’apparemment sans danger, il existe peu de données
concernant son passage dans le lait ou ses effets chez I’enfant [7,118]. Ainsi, la consommation
de fenugrec comme galactologue devrait toujours se faire suite a la consultation d’un médecin
et ne devrait jamais dépasser les doses recommandees de 6 g/j (100 mg/kg/j pour une femme
de 60 kg) et jamais plus de 21g en une seul journée [100,118,134].

Etant donné le risque d’effets indésirables lors d’une consommation de fenugrec a haute
dose et I’impossibilité d’affirmer son efficacité galactologue a I’heure actuelle, de nouvelles
études expérimentales et cliniques doivent étre menées avant de pouvoir le recommander
comme traitement contre les faibles productions de lait [7,96]. De plus, il est nécessaire
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d’identifier les mécanismes d’action exacts sur la production de lait afin d’adapter au mieux
son utilisation pour pallier les différentes causes de difficulté de lactation [135]. Cependant, si
pour le fenugrec des études cliniques donnent quelques éléments de réponse a ces questions, ce
n’est pas le cas de certains acides aminés dont le potentiel galactologue a été pourtant assez
largement étudié chez les animaux de rente [21].

4.3. Les acides aminés libres : des molécules nutritionnelles couramment
testées en élevage pour augmenter la production de lait

Les acides aminés (AA) sont les éléments constitutifs des protéines du lait et leur besoins

sont fortement augmentés au cours de la lactation, surtout les besoins en AA essentiels apportés

uniquement par I’alimentation [21,70]. Les acides aminés jouent également un réle actif sur la

production de lait en régulant la sécrétion d’hormones lactogenes, le flux sanguin mammaire

ou des voies de synthése des macronutriments [21,70]. Ainsi, des supplémentations en acides

aminés libres sont parfois utilisées chez les animaux d’élevage afin d’améliorer les
performances de lactation [136-138].

4.3.1. Les acides aminés libres potentiellement régulateurs de la production de lait

Les principaux AA essentiels ou semi-essentiels impactant la production de lait sont les
acides aminés ramifiés (BCAA, branched-chain amino acids), I’arginine et le tryptophane. La
méthionine et la lysine ont été également étudiés, en tant qu’acides aminés limitants de la
synthése des protéines du lait chez de nombreux mammiferes dont I’homme et la vache [70,139]
et en raison de leurs effets sur la régulation des voies de signalisation STAT5 et mTOR. Un
apport sous-optimal de ces AA dans I’alimentation entrainerait une diminution de la production
de lait [139] mais les études testant des supplémentations de ces AA ne permettent pas de
confirmer leur effet galactologue [138,140,141].

Les 3 AA ramifiés, la leucine, I’isoleucine et la valine, ont été particulierement étudiés
car ce sont les AA majeurs des protéines du lait mais également du fait de leur important
catabolisme au niveau de la glande mammaire. En effet, leur flux d’entrée dans le lactocyte est
bien supérieur a leur sortie dans le lait, suggérant une forte utilisation par les cellules pour la
production de lait [21,142]. Une fois entrés dans le lactocyte, les BCAA sont fortement
dégradés par I’enzyme BCAA transaminase (BCAT) pour former d’une part, des a-cétoacides
ramifiés, et d’autre part, de la glutamine ensuite transformée en glutamate, aspartate et
asparagine, fortement concentrés dans le lait. Ces acides aminés ont un réle important pour le
développement et le fonctionnement de I’intestin gréle du nourrisson [21,142] en tant que
précurseurs de purines et pyrimidines et de sucres aminés impliqués dans la synthese de la
mucine mucosale. De plus, les a-cétoacides servent de substrat énergétique, au niveau du
lactocyte, pour répondre a la forte activité métabolique et de précurseur a la synthese des lipides
et du lactose [142]. D’autre part, les BCAA sont connus pour activer la voie de signalisation
MTOR et favoriser la synthése des protéines du lait [21,142-144]. Finalement, les BCAA, eten
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particulier la leucine, sont connus pour favoriser la sécrétion d’insuline au niveau des cellules
B-pancréatiques et pourraient donc agir en augmentant son signal lactogéne [142,143].
Cependant, si les voies d’actions potentielles des BCAA sur la lactation sont nombreuses, leur
effet réel sur la production de lait reste discutable. Ainsi, malgré son réle avéré dans la
régulation de mTOR et de la sécrétion d’insuline, la leucine semble avoir peu d’effet sur les
performances de lactation [145-147] tandis que les supplémentations en isoleucine conduisent
a des effets contradictoires sur ces performances de lactation [140,145,148]. Finalement, la
valine semble étre le BCAA ayant le plus d’effet sur la croissance des petits [145,148] et sur la
production de lait [137].

Le tryptophane semble également avoir la capacité de réguler la production de lait,
chez le porc [149], par sa capacité a activer mTOR [21,70], mais aussi potentiellement en tant
que précurseur de la sérotonine et de son action sur I’homéostasie calcique [149].

Finalement, 1’effet de I’arginine sur la production de lait a été plus particuliérement
¢tudié et fait I’objet du paragraphe suivant.

4.3.2. Les acides aminés de la famille de I’arginine : des potentiels activateurs du flux
sanguin mammaire

e Caractéristiques et voies métaboliques
Les principaux acides aminés de la famille de I’arginine sont 1I’arginine, la citrulline et
I’ornithine qui sont interconnectés par deux cycles métaboliques majeurs : le cycle de I’oxyde
nitrique et le cycle de 1’urée (Figure 17). Ces AA sont associés de manicre secondaire au
métabolisme de la proline, de la glutamine et du glutamate ainsi que de 1’asparagine et
’aspartate [10,150].

Libération Asein
Argininosuccinate d’oxyde Citrulline ginne
nitrique

N

H o)
_ G _ HN N/\/%OH
m 4 5) 3 H NH,
Cycle Cycle de Ornithine
Citrulline de Arginine 1’ ()xyde Argininosuccinate o
I’urée nitrique HaN /\/\‘)\OH
2] 1| NH;

Utilisation 4] o
d’ammoniac @ Citrulline
s R . . 0 o
3- Argininosuccinate synthase )k
d’urée HoN H OH
NH,

1- Arginase 4- Argininosuccinate lyase
2- Omithine carbamyl transférase 5- Oxyde nitrique synthase

Figure 17 : Voies métaboliques des acides aminés de la famille de ’arginine
(https://images.app.goo.gl/lyQUnoACVGMYqWEeA)

L’arginine, qui est I’AA central de cette famille, est conditionnellement
essentiel, ¢’est-a-dire qu’il est synthétisé par 1’organisme et qu’un apport dans 1’alimentation

n’est pas nécessaire chez I’adulte en bonne santé. Cependant, en cas d’activité métabolique
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intense comme au cours de la croissance, de I’allaitement ou en situation d’agression ou de
cicatrisation, un apport d’arginine dans 1’alimentation est essentiel [151]. Une grande partie
(80%) de I’arginine apportée per 0s est séquestrée dans le territoire splanchnique, elle est captée
par le foie, ou elle est dégradée en urée. L’arginine est aussi synthétisée de novo a partir de la
citrulline au niveau de 1’axe intestin-rein. En effet, les entérocytes produisent de la citrulline a
partir de I’ornithine provenant de la dégradation du glutamate et de la glutamine. Puis la
citrulline, libérée dans la veine porte, échappe a la captation par le foie, et est conduite aux reins
par la circulation systémique pour étre transformée en arginine par le biais de
I’argininosuccinate synthase. Enfin, ’arginine libérée par le rein dans la circulation sanguine
est acheminée vers les organes cibles [152].

L’arginine est le précurseur métabolique de nombreuses molécules et en particulier de
I’urée, lors de sa transformation par I’arginase en ornithine au niveau du foie, et de I’oxyde
nitrique (NO), lors de sa dégradation en citrulline par la NO synthase (NOS). L’arginine est
également précurseur des polyamines, par le biais de sa transformation en ornithine et en
agmatine, précurseur de la proline et de la glutamine, par le biais de ’ornithine, et finalement
précurseur de la créatine, qui joue un réle essentiel dans le métabolisme énergétique musculaire
[150-152]. L’arginine étant fortement catabolisée au niveau de la glande mammaire [21], ces
métabolites pourraient jouer un réle dans la production de lait maternel (voir ci-apres).

e [Etudes sur la production de lait

Les effets de I’arginine sur les performances de lactation et la production de lait ont été
majoritairement étudiés chez les animaux de rente et en particulier la vache et la truie
(Tableau 10). Chez la vache, une supplémentation en arginine, par une perfusion intraveineuse
au niveau de la veine jugulaire, en fin de gestation ou au cours de la lactation et & des doses
comprises entre 23 et 100 mg/kg/j pendant 5 a 6 jours [153-156] induit une augmentation de la
production de lait de 6 a 10% [153,155-157] mais pas toujours significative [154]. Elle est
généralement associée a une augmentation de la sécrétion d’hormones lactogenes : prolactine,
GH et insuline [153,154]. De plus, la synthese des protéines du lait, en particulier des caséines,
est généralement augmentée alors que les concentrations en lactose et en lipides restent
similaires [155,156]. Ces résultats suggerent un effet galactologue modéré de 1’arginine lorsque
I’apport se fait par voie veineuse, mais ne permettent pas de prédire 1’effet galactologue de
I’arginine lorsque I’administration se fait per os.

Les études menées chez le porc permettent en partie de répondre a cette question
puisque les truies sont supplémentées par 1’alimentation pendant la gestation et/ou la lactation
a des doses comprises entre 100 et 350 mg/kg/j. Si une supplémentation en arginine pendant la
gestation seule ne semble pas avoir d’effet sur les performances de lactation [136], une
supplémentation pendant la lactation ou pendant la gestation et la lactation augmente
significativement le gain de poids final des porcelets de 10 a 12% [158,159]. En revanche,
I’effet sur la production de lait semble limité [159,160] suggérant que I’effet positif de
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I’arginine sur les performances de lactation proviendrait plutét d’une modification de la
composition du lait. Cependant, les résultats des études a ce sujet sont assez contradictoires :
une étude observe une augmentation de la concentration en protéines dans le lait [136] alors
que d’autres ne reportent pas de modifications de la composition en macronutriments du lait
[159,160]. De nouvelles études sont donc nécessaires pour déterminer si une supplémentation

nutritionnelle périnatale en arginine permettrait d’augmenter la production de lait.

Tableau 10: Etudes testant I’effet d’une supplémentation en arginine sur les performances de lactation chez
des animaux d’élevage

Modele : Mode de o Dose : ;
d’étude é supplémentation Période markgl) N Variables mesurées
Production lait (traite) +10
Perfusion iv . [Prolactine] +300
[153] jugulaire Fin G 100 8 [GH] +241
[Insuline] +200
Perfusion iv Production lait (traite) NS
[154] jugulaire ou orale Milieu L 100 3 [Insuline] NS - +131
Vache abomasum [GH] NS - +104
[155] Perfusion iv MilieuL 23 8 Production lait (traite) +6
jugulaire
Perfusion iv - . . .
[157] jugulaire Milieu L 69 6 Production lait (traite) +9
Perfusion iv , - . .
[156] jugulaire Début L 69 6 Production lait (traite) +9
Gain de poids final des petits NS
G 120 finsuline] NS
. - Gain de poids final des petits +8
[136] Alimentation L 350 8-11 finsuline] +17
Gain de poids final des petits +11
G+l 120+3%0 finsuline] +21
Truie Production de lait (traite*) NS
Vitesse croissance des petits +10 - +12
[159] Alimentation L 140-280 10-11 [Prolactine] NS - +76
[Insuline] NS - +24
[IGF-1] +63 - +99
. . Production de lait (traite*) NS
[160] Alimentation G+L 100 Gain de poids de la portée NS

Réf : références; N : nombre d’animaux par groupe ; iV : intraveineuse ; G : gestation ; L : lactation; GH :
hormone de croissance ; NS : non significatif ; * : traite aprés injection d’ocytocine. [X] : concentration sanguine
de X

e Mécanismes d’action potentiels

Du fait de ses nombreux effets métaboliques, plusieurs mécanismes ont été suggérés

pour expliquer I’effet bénéfique de 1’arginine sur la production de lait (Figure 18) :

1- I’arginine augmente la sécrétion d’hormones lactogenes telles que la prolactine,
I’insuline et I’hormone de croissance pendant la gestation et/ou la lactation chez la vache et la
truie [136,153,154,159] et ceci méme chez des femelles immatures [161]. L’arginine
entrainerait également une augmentation de la sécrétion d’cestrogénes et de progestérone et
activerait I’expression de leurs récepteurs au niveau mammaire au cours des cycles menstruels
[162-164]. Cela favoriserait, au cours de la gestation, le développement de la glande mammaire
aussi bien en termes de volume glandulaire, que de ramifications ou de nombre d’alvéoles. De

plus, cet effet bénéfique de I’arginine sur le développement glandulaire se poursuivrait pendant
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la lactation [162] par une action des hormones lactogénes directement au niveau des lactocytes
qui activeraient également la synthése des principaux nutriments du lait [10,159].

2- I’arginine présente un fort catabolisme au niveau de la glande mammaire puisque seuls
20% de I’arginine entrée dans la glande mammaire se retrouvent dans le lait [21]. Elle est tout
d’abord dégradée en NO par la NO synthase dont I’expression est augmentée suite a une
supplémentation en arginine mais également par 1’action de la prolactine [21,159,162].
L’augmentation de la synthése de NO conduirait a une augmentation du flux sanguin au niveau
de la glande mammaire et donc a un apport de nutriments plus important pour la synthése du
lait [21,159]. De plus, le NO est connu pour ses propriétés angiogéniques et améliorerait donc
la vascularisation de la glande mammaire [136,162,165]. Enfin le NO pourrait agir en
améliorant le statut immunologique de la glande mammaire qui est essentiel pour son bon
développement [162]. D’autre part, I’arginine est dégradée en ornithine par I’arginase qui
conduit a la synthése de nouveaux AA et en particulier de la proline, expliquant sa forte
concentration dans le lait [10,21]. Or la proline est trés fortement catabolisée au niveau des
entérocytes du nourrisson pour former de la citrulline qui est ensuite retransformee en arginine
[10]. Ainsi, une supplémentation en arginine pourrait améliorer les apports en arginine et en
d’autre acides aminés nécessaires pour couvrir les besoins du nouveau-né [10,136]. Finalement,
I’arginine augmenterait également les apports en polyamines (putrescine, spermidine) qui ont
un réle connu dans le développement de I’intestin du nouveau-né, en plus de favoriser
I’angiogenése et le développement de la glande mammaire [159].

3- I’arginine agirait comme régulateur de la production de lait et en particulier de la
synthése des protéines du lait en activant la voie de signalisation mTOR directement ou par le
biais des polyamines et du NO [10,70,156,159,166] ainsi que la voie JAK2/STAT5 [155,167].
En effet la supplémentation en arginine est généralement associée a une augmentation de la
production de protéines [136,155,156], une augmentation de I’expression des transporteurs
d’acides aminés (SLC7AS5, SLC7A8, SLC7A2) au niveau des lactocytes [156,157] et une
diminution de la concentration plasmatique d’urée ce qui marque une augmentation de

I’utilisation des protéines alimentaires [136,156,159].

Une supplémentation en citrulline, précurseur naturel de I’arginine, pourrait
avantageusement remplacer une supplémentation en arginine, surtout du fait que la citrulline,
contrairement a I’arginine, n’est pas capturée par le foie et n’est pas dégradée au cours du cycle
de I'urée. Elle a donc un taux de renouvellement plus faible et sa demi-vie est deux fois plus
importante que celle de I’arginine chez la brebis [168]. Finalement, une supplémentation en
citrulline augmenterait la concentration plasmatique en arginine et ce pendant un temps plus
long qu’une supplémentation en arginine [168-170] et avec un pic plus important lors d’une
supplémentation orale [170]. En revanche, 1’ornithine alimentaire est un mauvais substrat pour

la synthése d’arginine corporelle du fait de son fort catabolisme au niveau intestinal [10].
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Figure 18 : Mécanismes d’actions potentiels de ’arginine sur la production de lait. Fleches vertes : voies
activees ; fleches rouges : voies inhibées ; carrés violets : métabolites de 1’arginine ; carrés orange : hormones ;
carré rose : facteur de régulation. GH : hormone de croissance ; FIP : facteur inhibiteur de la prolactine ; GM :
glande mammaire ; NO : oxyde nitrique (schéma de synthese personnel).
e Doses efficaces et slres de supplémentation en arginine

L’arginine est trés peu toxique et peut étre supplémentée a des doses importantes. Chez
le rat, la dose létale 50 a été calculée a 16 g/kg/j et la dose limite sans effet indésirable a
3,6 g/kg/j. Ainsi, la dose limite sans effet néfaste chez ’homme est fixée a 20g/j, soit
330 mg/kg/j pour une femme de 60 kg bien qu’une étude ait testé une supplémentation de 42g/j
(700 mg/kg/j) d’arginine sans observer d’effet indésirable [171]. La dose efficace de la
supplémentation en arginine dépend de sa voie d’administration. En effet, la biodisponibilité de
I’arginine par voie orale n’est que de 20% alors qu’elle est de 80% par voie intraveineuse du
fait de la séquestration splanchnique. Ainsi, les doses utilisées doivent étre plus importantes par
voie orale que par injection. Ainsi, chez I’homme, une supplémentation orale d’arginine de
10 g/j (166 mg/kg/j pour une femme de 60 kg) est une dose conseillée pour des essais
thérapeutiques [172].

Le fenugrec et I’arginine apparaissent donc comme deux composés galactologues
potentiels qui pourraient étre utilisés pour aider les méres ayant des difficultés de lactation.
Cependant, leur capacité a augmenter la production de lait doit encore étre confirmée et les
mécanismes exacts conduisant a cette modulation de la production de lait mis en évidence afin
de pouvoir adapter au mieux leur utilisation [135]. Pour cela il est important de choisir un
modéle animal adéquate pour tester les effets d’une supplémentation nutritionnelle non
seulement sur la production de lait mais également sur la qualité nutritionnelle et I’innocuité du
lait sécréte pour la descendance a court et long terme.
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5. La rate : un bon modele d’étude de la modulation de la production de
lait par supplémentation nutritionnelle

5.1. Caracteristiques et physiologie du rat de laboratoire

Le rat de laboratoire ou Rattus norvegicus est un mammifére placentaire appartenant,
comme I’homme, au clade phylogénétique des euarchontoglires, ce qui le place, d’un point de
vu évolutif plus proche de I’homme que la plupart des espéces animales chez lesquelles la
production de lait est étudiée comme les ruminants ou le porc qui sont des laurasiathériens
[173]. La taille adulte est quasiment atteinte entre 6 et 12 semaines (35-50 cm, 200-400 g pour
les femelles et 300-500 g pour les males) bien que la croissance continue parfois jusqu’a 2 ans
[174]. L’espérance de vie est comprise entre 24 et 48 mois avec d’importantes variations en
fonction du sexe, de la souche mais aussi de 1’alimentation et de 1’environnement. Le rat
posseéde un métabolisme basal intense avec une fréquence respiratoire comprise entre 70 et 115
mouvements par minute (entre 12 et 20 chez ’homme adulte) et une fréquence cardiaque
comprise entre 250 et 500 battements par minute (70 en moyenne chez I’homme adulte au
repos) [174,175]. De ce fait, les besoins énergétiques du rat sont importants : environ 250
kcal/kg/j soit 10 a 15% du poids vif ingéré quotidiennement (20 a 30 g/j d’aliment experimental)
a comparer avec les 35 kcal/kg/j chez ’homme adulte [174,175]. De plus, I’alimentation doit
contenir 18 a 23% de matiere seche (MS) en protéines, 5% de MS en lipides et 2 a 5% de MS
en cellulose brute. En effet, le rat est un animal monogastrique omnivore [174] dont le systéme
digestif posséde de trés nombreuses similarités morphologiques avec celui de I’homme ce qui
en fait un bon modéle notamment pour les études des mécanismes d’absorption des
médicaments ou composés bioactifs et les étude de biodisponibilité des nutriments dans les
poudres ou les liquides [176,177]. En revanche, il existe quelques différences significatives
entre les systemes digestifs du rat et de I’homme. Ainsi, le rat posséde un estomac divisé en 2
parties, une pariétale et une glandulaire alors que, I’estomac est entierement glandulaire chez
I’homme. Chez le rat, le jéjunum représente 90% de 1’intestin gréle contre seulement 38% chez
I’homme [177]. De plus, I’intestin gréle du rat ne comporte pas de plis circulaires contrairement
a celui de ’homme et la forme de ses villosités entraine une augmentation de la surface
intestinale 2 fois moins importante que chez I’homme. Ainsi, la surface d’absorption relative a
la surface de I’animal est 4 fois moins importante chez le rat. De plus, le temps de transit des
aliments a travers le tube digestif est beaucoup plus rapide chez le rat que chez I’homme :
environ 18h contre 2 a 4 jours, respectivement. Ainsi, la capacité d’absorption du tube digestif
est plus rapide et plus efficace chez I’homme que chez le rat [177]. En revanche, le rat posséde
un caecum beaucoup plus développé que celui de I’homme (26% du gros intestin contre 5%)
ce qui lui permet une meilleure digestion des fibres alimentaires et notamment de la cellulose
[176,177]. Du fait de ces différences, les résultats des études de supplémentation nutritionnelle
ne peuvent pas étre directement extrapolés du rat a I’homme [176,177]. Néanmoins, du fait de
sa petite taille et de son cycle de reproduction court (21 jours de gestation et de lactation) le rat
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est un modele animal relativement peu couteux et il est tres bien caractérisé. De plus, sa taille
permet de réaliser des prélévements de maniere relativement aisée et son systeme digestif reste
I’un des plus proches de celui de I’homme. C’est pourquoi le rat est un bon modele animal
encore largement utilisé pour les études nutritionnelles [178].

5.2.  Physiologie de la lactation chez le rat

Malgré une organisation différente (Figure 19) avec quatre paires de glandes formant
deux complexes, les glandes « supérieures» (glandes thoraciques et cervicales) et
« inférieures » (glandes inguinales et abdominales) séparées par un espace en arriere des cotes,
la structure de la glande mammaire du rat est relativement similaire a celle de ’homme [179].
Elle est constituée d’un épithélium, dont la taille est maximale partir du 19°™ jour de gestation,
qui est compos¢ d’alvéoles donnant sur une arborescence de canaux qui se rejoignent pour
former un seul conduit, le canal lactifére. Celui-ci s’élargit pour former un sinus qui stocke le
lait et aboutit au niveau du canal de la tétine ou le lait est sécrété. Cet épithélium et le tissu
adipeux qui I’entoure sont encastrés dans une capsule continue de tissu conjonctif [179,180].

/— Extrémité de la tétine

Sinus de la tétine

Canal lactifere

Glande cervicale .
Bourgeon terminal

Glande thoracique Bourgeon latéral

A Lobule ou
Tétine  Glande Glande alvéole

abdominale inguinale

Bourgeon alvéolaire

Figure 19: Localisation (a) et structure (b) des glandes mammaires chez le rat. (a) Les glandes cervicales sont
rudimentaires et les glandes abdominales qui ne comportent qu’une seule tétine sont peu développées. A I’inverse, les glandes
inguinales et thoraciques sont bien développées et comportent respectivement 2 et 3 tétines. Les glandes inguinales entourent
la base des membres postérieurs, couvrent la paroi abdominale latérale et la région ano-génitale. Enfin, les glandes thoraciques,
entourent la base des membres antérieurs et se développent le long de la paroi thoracique latérales jusqu’aux glandes
mandibulaires. (b) De la droite vers la gauche : étapes de maturation de la glande mammaire. D’aprés Bouchon [179].

Les principaux mécanismes de régulation de la synthese des constituants du lait sont les
mémes chez la rate et chez la femme car ils sont bien conservés chez la majorité des
mammiferes placentaires [17,181]. Ainsi, dans les deux cas, la synthése de lactose et de
protéines est sous le controle de la prolactine et de I’insuline ainsi que des voies JAK2/STAT5
et AKT/mTOR alors que la synthese des lipides est sous le controle majeur de SREBF1
[70,182]. Cependant, des voies préférentielles de régulation se sont mises en place au cours de
I’évolution afin d’adapter la production de lait aux besoins des petits [17,181]. Ainsi, chez le
rat comme chez I’homme, la régulation de la synthése des lipides du lait par PPARy n’est que
secondaire par rapport a la régulation par SREBF1, alors que PPARYy est predominante chez les
ruminants [70,183]. D’autre part, chez le rat, la régulation de la synthése des proteines du lait
et du lactose est sous le contr6le majeur de la prolactine contrairement aux ruminants ou elle
est principalement controlée par I’insuline [70,184]. L’effet différentiel de la prolactine sur la
synthése protéique serait d{i au nombre de tétées trés différent entre les especes [70] d’environ
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6 tétees par jour chez la vache [185] a environ 50 par jour chez le rat [180], a comparer avec
les 8 tétées quotidiennes chez les femmes et jusqu’a 15 chez celles qui allaitent a la demande
[186,187]. Ce nombre de tétées, met en évidence une production de lait beaucoup plus intense
chez la rate que chez la femme, du fait de I’allaitement de grandes portées de 8 a 12 petits
[174,175]. En effet, plus les animaux sont petits et plus la production de lait quotidienne
ramenée au poids de la mére est importante [23]. Elle est notamment 10 fois supérieure chez la
rate (environ 40 g/j pour 300g soit 13% du poids corporel) que chez la femme (environ 800 g/j
pour 60kg soit 1,3%) [23,175,188]. Ainsi, chez la rate, la lactation est un période métabolique
tres intense mais relativement courte [23]. La lactation ne dure que 21 jours avec une production
maximale établie entre le 12°™ et le 19°™ jour de lactation et un pic de lactation observé au
15°™¢ jour [189]. Les besoins énergétiques pour répondre & cette production intense sont donc
tres importants et proviennent quasi-exclusivement de 1’apport alimentaire du fait de la faible
quantité de réserves adipeuses [23,27]. Ainsi, la consommation alimentaire chez la rate
augmente trés fortement et va jusqu’a tripler au moment du pic de lactation [23]. A I’inverse,
chez la femme, la lactation est un période métabolique relativement moins intense mais plus
longue (jusqu’a 6 mois ou plus), une partic de 1’énergie utilisée pour la production de lait
provient de réserves stockées (avant ou) pendant la grossesse et 1’augmentation des besoins
alimentaires n’est que de 15 a 25% [23,27,73]. Finalement, la composition du lait de rate est
beaucoup plus énergétique et trés différente de celle du lait humain avec au 10°™ jour,
seulement 72% d’eau, 12,6% de lipides, 9,2% de protéines, 3,3% de lactose et 1,4% de
minéraux (Tableau 1) [189]. Cette composition, trés riche en lipides, en protéines et pauvre en
lactose comparée au lait humain, est adaptée a la croissance rapide des ratons au cours de la
lactation [17,23]. En effet les besoins énergétiques de ratons sont trés importants, compris entre
500 et 800 kcal/kg/j (calculé d’aprées les données de Fiorotto et al. [190]) contre 80 a 110
kcal/kg/j pour un bébé humain entre 1 et 6 mois [191].

5.3. Développement de la descendance a court et a long terme chez le modeéle
rat

Le rat est une espéce nidicole c’est-a-dire que les nouveau-nés dépendent entierement

de leur mere, naissent sans poils, sans dents, aveugles, sourds et avec des membres peu
développés [174,192]. Au cours de la lactation, les ratons connaissent un développement et une
croissance tres rapide puisqu’il leur faut 5 jours pour doubler leur poids de naissance contre
plus de 100 chez I’homme [17,174]. Les yeux s’ouvrent seulement a partir de 14 jours, les
incisives apparaissent au bout du 8™ jour post-natal tandis que les molaires n’apparaissent
qu’au bout de 16 jours [174,192]. Les petits commencent a ramper apres 9 jours et peuvent se
mettre debout au 15°™ jour de vie. Ainsi, les ratons commencent a chercher de la nourriture au
16°™ jour de lactation et les premiéres traces significatives d’une consommation d’aliments
solide et d’eau sont observées au 17°™ et 18°™ jours postnataux, respectivement [174,189].
Le sevrage a généralement lieu au 21°™ jour de lactation, age auquel les ratons ont déja
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multiplié de 4 a 10 fois leur poids de naissance, mais la lactation peut se prolonger jusqu’au
28°™ jour postnatal [174,189,192]. Le sevrage est causé par une augmentation des besoins
nutritionnels des ratons que le lait maternel seul ne peut plus couvrir. Au cours de cette période
de sevrage, les ratons acquierent progressivement une indépendance vis-a-vis de leur mére et
entrent dans une période de socialisation qui se termine a 6 semaines [174,189]. La puberté, qui
correspond a 1’dge de maturation sexuelle, apparait plus rapidement chez les femelles
(ouverture vaginale entre les 30°™ et 40°™ jours postnataux) que chez le male (descente des
testicules vers le 45°™ jour postnatal en moyenne) [175,193]. D’une maniére générale les rats
sont tous considérés sexuellement matures apres 65 a 70 jours et sont considérés comme jeunes
adultes a 8 semaines de vie post-natale [174,175,193]. En plus de la maturation sexuelle, le
développement du cerveau est considéré comme terminé a cet age. En effet, les récepteurs
dopaminergiques D2 du cortex préfrontal, dont la maturation est retardée, deviennent
excitateurs a 50 jours de vie et le nombre de récepteurs dopaminergiques de cette aire du
cerveau atteint un pic au bout de 60 jours avant de décliner a 1’age adulte [193]. Ainsi, méme
si le rat nouveau-né est a un stade de développement moins avancé que le bébé humain, son
développement postnatal est tres rapide et toute extrapolation au développement postnatal
humain reste délicate.

Le rat est un modéle animal peu colteux et pratique pour 1’expérimentation. Son cycle
de reproduction court en fait un modéle idéal pour les études sur le développement périnatal,
permettant de multiplier les expériences et donc la puissance statistique. Par ailleurs, le rat est
un omnivore monogastrique, tout comme 1’homme, et posséde des voies de régulation de la
production de lait relativement similaires du fait de sa proximité phylogénétique avec I’homme.
Le modele rat convient donc mieux aux études nutritionnelles visant a moduler la production
de lait chez la femme que les ruminants qui sont les principaux modéles d’étude de la lactation
chez les animaux de rente. Cependant, I’existence de différences significatives au niveau du
systeme digestif, de la physiologie de la lactation, ou du développement post-natal entre le rat
et I’homme impliquent une certaine prudence dans I’extrapolation & I’homme des résultats

obtenus chez 1’animal.
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PARTIE 2 : OBJECTIFS ET STRATEGIE DE L’ETUDE

Cette these a été effectuée dans le cadre d’un financement CIFRE de la société France
Bébé Nutrition dont 1’objectif global est de trouver des ingrédients fonctionnels permettant
d’augmenter la production de lait maternel, facilement utilisables dans des formulations
alimentaires répondant aux besoins spécifiques des femmes allaitantes.

1. Objectifs : mettre en évidence le potentiel galactologue de suppléments
nutritionnels et étudier les mécanismes sous-jacents

Cette revue de la littérature a mise en évidence qu’un nombre non négligeable de
femmes rencontrent des difficultés pour initier ou maintenir un allaitement exclusif, ce qui les
conduit a un arrét précoce lié, dans 35% des cas, a une perception, souvent subjective,
d’insuffisance de production de lait. L’un des moyens pour promouvoir 1’allaitement maternel
serait donc de mettre en place une stratégie d’intervention nutritionnelle permettant
d’augmenter la production de lait de ces méres en difficulté de lactation afin qu’elles allaitent
leur bébé plus longtemps, tout en préservant le capital santé de la mére et de I’enfant. Pour cela,
nous nous sommes intéressés a deux suppléments nutritionnels candidats, la poudre de graines
de fenugrec, qui est un extrait de plante traditionnellement utilisé pour stimuler la lactation, et
I’arginine, un acide aminé qui, en tant que précurseur de I’oxyde nitrique, serait potentiellement
activateur du flux sanguin mammaire et donc indirectement de la production de lait. Pour ces
deux substances, des études, peu nombreuses, réalisées chez la femme ou sur des animaux de
rente, suggerent un effet stimulant sur la production de lait ou sur la croissance des petits, suite
a une supplémentation orale ou intraveineuse. Cependant, les résultats, souvent indirects et
parfois contradictoires empéchent toute conclusion sur I’effet lactogéne du fenugrec et de
I’arginine. De plus, il n’existe quasiment aucune donnée sur I’innocuité d’une supplémentation
en fenugrec ou en arginine pendant la lactation et en particulier sur leurs effets métaboliques
sur la mere et son enfant. Finalement, les voies d’action de ces composés nutritionnels sont trés
mal connues alors méme que leur connaissance est essentielle afin d’optimiser leur utilisation
aupres des femmes rencontrant des difficultés de lactation.

Mes travaux de thése avaient pour objectifs :
- (1) d’évaluer la capacité du fenugrec et de 1’arginine a augmenter la production de
lait lors d’une supplémentation nutritionnelle pendant la lactation seule ou pendant la
gestation et la lactation ;
- (2) d’étudier I’'impact de ces supplémentations nutritionnelles sur le phénotype
métabolique des meéres, en fin de lactation, et de la descendance male et femelle, au

moment du sevrage et a I’age jeune adulte ;
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- (3) d’explorer les pistes mécanistiques et identifier les acteurs moléculaires
impliqués dans 1’effet du fenugrec ou de I’arginine, tant sur le volume de lait produit et
sécrété que sur sa composition.

2. Stratégies mises en ceuvre
Afin de mettre en évidence la capacité d’un supplément nutritionnel a moduler la
production de lait, nous avons décidé d’utiliser un modele expérimental de rate allaitante, bien
maitrisé au laboratoire PhAN.

e Etape 1 - Mise au point d’une méthode de mesure de la production de lait

La premiére étape a été de mettre au point une méthode de mesure précise et fiable de la
production de lait chez le rongeur. En effet, la méthode traditionnelle de pesée avant et apres la
tétée est peu précise pour les petits animaux et source d’un stress important, tandis que la
méthode de traite « compléte » ou de tirage du lait est tres difficile a mettre en place chez le
rongeur (Annexe 5). Nous avons donc décidé d’utiliser la méthode d’enrichissement isotopique
a I’eau deutérée (D20) qui est fiable et précise chez ’homme et les gros animaux [188,194]
mais qui n’avait jamais été développée chez le rongeur. Cette premicre étape a fait 1’objet de
mon travail de Master 2, réalisé au sein du laboratoire PhAN, et a consisté a mettre en place
une méthode de mesure fiable de la production de lait par enrichissement isotopique a 1’eau
deutérée dans un modele de rate avec ou sans restriction protéique périnatale. Le principe de
cette méthode est présenté dans le chapitre « Méthodes et protocole expérimental » et a fait
’objet d’un article publié dans Plos One en 2017 (Annexe 6).

e Etape 2 : Mise en ceuvre d’un modéle de rate présentant des difficultés de lactation
pour déterminer I’effet galactagogue de deux suppléments nutritionnels

La validation de cette méthode isotopique pour mesurer le flux de lait [195] nous a
permis d’étudier les effets galactologues de différents suppléments nutritionnels. Nous nous
sommes d’abord intéressés a 1’effet galactologue du fenugrec pour lequel 'effet sur la
production de lait était le plus probable du fait de son utilisation chez la femme pendant la
lactation dans différentes pratiques traditionnelles et d’une littérature un peu plus riche, que
celle concernant 1’arginine, sur ses effets bénéfiques sur la production de lait. Afin d’optimiser
nos chances d’observer un effet galactologue a des doses physiologiques utilisables chez la
femme, nous avons testé deux modeéles de « challenge » de la lactation : I’augmentation de la
taille de la portée et la restriction protéique maternelle périnatale. En effet, nous sommes partis
du postulat que si les méres en conditions physiologiques standard étaient capables de nourrir
leurs petits dans des conditions optimales, il y aurait peu de chance d’observer un effet
galactologue du supplément puisque les petits ingérent déja suffisamment de lait pour satisfaire
leurs besoins. De plus, un modéle rongeur, avec une portée de grande taille, avait déja été
proposé comme mod¢le d’étude des galactologues, basé sur le fait que la glande mammaire
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était entierement vidée de son lait, lors d’une tétée, uniquement dans le cas de portées
supérieures a 10 ratons [196,197]. D’autre part, ces deux modeles expérimentaux de
« challenge » avaient pour but de mimer des conditions dans lesquelles la mére n’arrive pas a
nourrir son enfant de maniere optimale. Nous avons fait le choix de realiser une
supplémentation en fenugrec a une dose de 1 g/kg/j (équivalente a la plus haute dose
physiologique conseillée chez la femme allaitante soit 6 g/j), restreinte a la période de lactation
seule, en raison de l’effet ocytocique du fenugrec, néfaste pendant la gestation. Cette
supplémentation en fenugrec a été réalisée chez des rates allaitant une grande portée de 12
ratons ou chez des rates soumises a une restriction des apports protéiques a 8% en période
périnatale (le modele nutritionnel de retard de croissance périnatal couramment utilisé a PhAN).
Les résultats ont été comparés a ceux obtenus avec des meres soumises aux deux challenges de
la lactation, mais non supplémentées, et également a des meres témoins allaitant des portées de
8 ratons et recevant un apport protéique standard a 20%. Afin de déterminer 1’effet du fenugrec
sur la production de lait en quantité et en qualité, nous avons réalisé un suivi longitudinal du
poids des ratons durant la période de lactation, en considérant que, le lait étant leur seule source
de nutriments, un gain de poids supérieur de la portée serait représentatif d’une consommation
de lait supérieure ou d’un lait de meilleure qualité nutritionnelle. Nous avons également realisé
une mesure directe de production de lait par enrichissement isotopique a 1’eau deutérée en
vérifiant que la méthode était fiable et précise dans différentes conditions physiologiques de
lactation. Finalement, nous avons réalisé des prélevements de lait pour mesurer sa composition
en macronutriments et ainsi déterminer si la qualité du lait était modifiée par la supplémentation
maternelle en fenugrec.

Le fenugrec ayant donné des résultats significatifs sur la production de lait uniquement
dans le cas d’un challenge des meres par augmentation de la taille de la portée, nous avons
considéré ce modele comme valide pour tester I’effet galactologue d’un autre composé,
I’arginine. Ainsi, la supplémentation en arginine a 2% du régime, soit une dose de 2,75 g/kg/j
(équivalent a 16,5 g/j chez la femme) a été testée pendant la lactation seule ou pendant la
gestation et la lactation et a été comparée a une supplémentation en un mélange iso-azoté
d’acides aminés considérés comme non-essentiels pour le processus de lactation.

e Etape 3: Suivi métabolique des meres pendant la lactation et de la descendance a
court et a long terme, en réponse a une supplémentation en galactologue

Afin de déterminer I’absence d’effet métabolique néfaste des supplémentations en
fenugrec ou en arginine chez les méres et la descendance male et femelle, un phénotypage
métabolique sanguin et une évaluation de la masse grasse ont eté réalisé en milieu de lactation
et en début d’involution chez les méres, ainsi qu’au moment du sevrage et a 1’age jeune adulte
chez la descendance méle et femelle. De plus, une évaluation de la sensibilité a I’insuline par
un test de tolérance au glucose a été realisee sur la descendance a long terme.
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e Etape 4 : Détermination des mécanismes d’action du fenugrec et de ’arginine sur la
régulation de la production de lait

Apres avoir confirmé 1’effet bénéfique du fenugrec et de I’arginine sur I’augmentation
de la production de lait et vérifi¢ I’absence d’effet métabolique néfaste pour les meres et leurs
petits, la derniere étape du projet a consisté a décrypter les mécanismes d’action de ces
ingrédients fonctionnels sur la production de lait. Les acteurs moléculaires impliqués dans les
effets galactologues du fenugrec et de 1’arginine ont été analysés par une étude longitudinale de
I’expression des génes dans les deux organes clés du processus de lactation : la glande
mammaire et I’hypophyse. Pour cela, des prélevements de glande mammaire inguinale,
d’hypophyse et de plasma des rates ont été réalisés en cours de lactation (12°™ jour), en fin de
lactation (18°™ jour) et au premier jour d’involution (retour de la glande mammaire a 1’état de
pré-gestation) qui correspond ici au 21°™ jour post-partum chez les rates. Au niveau de la
glande mammaire, les génes impliqués dans la synthese des lipides, des protéines et du lactose
et des principales voies de régulation de la lactation ont eté étudiés. La synthése des principales
hormones lactogénes a été analysée au niveau de 1I’hypophyse tandis que les concentrations
circulantes d’hormones lactogénes et d’hormones métaboliques, impactées lors de la lactation,
ont été mesurés sur les prélévements sanguins maternels correspondants.

Pour le fenugrec, les résultats obtenus pour répondre aux deux premiers objectifs, i.e. la
confirmation de ’effet galactologue et la vérification de 1’absence d’effet métabolique néfaste,
sont présentés dans I’ Article 1, publié dans Nutrients en 2019. La détermination des principaux
mécanismes d’action du fenugrec sont présentés dans 1’ Article 2, publié dans Genes en 2020.
Finalement, I’étude de ’effet galactologue de 1’arginine ainsi que des pistes mécanistiques
concernant sa régulation de la production de lait font I’objet de 1’Article 3, en cours de
soumission & The Journal of Nutrition.

3. Meéthodes et protocole expérimental
Pour répondre aux différents objectifs de mon travail de these, j’ai mis en place et
développé au sein du laboratoire PhAN deux méthodes. La premiere visait a mesurer de maniére
fiable et précise le flux de lait entre la mére et ses petits dans un modéle de rate allaitante. La
deuxieme visait a mesurer la concentration en trigonelline, un composé actif du fenugrec, dans
différentes matrices (lait, plasma). J’ai donc choisi de présenter plus en détails dans mon
manuscrit de thése ces deux méthodes ainsi que le protocole expérimental mis en place pour

répondre aux objectifs de mes travaux de recherche.

3.1. Mesure de production de lait par enrichissement isotopique a I’eau
deuterée

Cette méthode, mise au point au cours de mon stage de Master 2, est détaillée dans

I’article: « Use of water turnover method to measure mother's milk flow in a rat model:
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Application to dams receiving a low protein diet during gestation and lactation » [198] présenté
en Annexe 6. Cette méthode consiste a injecter chez les rates allaitantes par voie intraveineuse,
au niveau de la queue, une dose de 5 g/kg d’eau deutérée (D-0). Cette eau marquée diffuse
ensuite dans 1’ensemble des compartiments aqueux de la meére et notamment dans le lait. Au
moment de la tétée, les ratons ingerent le DO contenu dans le lait, qui diffuse a son tour dans
leurs propres compartiments aqueux. La mesure dans le temps de la quantité de D20 retrouvée
chez la meére et chez la portée permet de déterminer la quantité d’eau, et donc de lait, ingérée
par les ratons. Pour cela, des échantillons de plasma sont préparés a partir de prélevements de
sang réalises chez les meres, 3 jours avant injection de D>O (valeur basale), 2 heures aprés
I’injection, puis une fois par jour durant les 4 jours suivant I’injection. Des échantillons d’urine
sont prélevés chez les ratons 3 jours avant injection et de 1 a 7 jours aprés injection et mélangés
pour constituer un prélévement urinaire journalier représentatif de la portée de chaque mere.
Les concentrations en D2O du plasma maternel et de 1’urine des ratons sont déterminées a 1’aide
d’un spectrometre infrarouge a transformée de Fourrier (Alpha II, Bruker) et permettent
d’obtenir des courbes de cinétiques d’évolution de la concentration en deutérium au cours du
temps. Les courbes de cinétique des meres présentent une décroissance exponentielle alors que
celles obtenues sur les portées présentent une croissance, avec un pic au moment de croiser la
courbe de cinétique des meres, puis ensuite une décroissance (Figure 20).
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Figure 20: Méthode de mesure du flux de lait par enrichissement isotopique a I’eau deutérée (D20).
ECT : eau corporelle totale (schéma personnel).

L’ordonnée a l’origine de la courbe de cinétiqgue des meéres est assimilée a la
concentration en deutérium a 1’équilibre de diffusion. Elle permet donc de calculer la masse
d’eau corporelle totale des méres (ECT en g) en divisant la quantité de D20 injectée par cette
valeur. Puis, les courbes d’enrichissement en deutérium sont incrémentées dans un modéle
cinétique bi-compartimental et ajustées par la methode des moindres carrés a I’aide du logiciel
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SAAM Il afin d’obtenir la constante de renouvellement d’eau K2,1 (en h™) entre la mére et sa
portée (Annexe 6 et Figure 20). Finalement, en multipliant cette constante de renouvellement
d’eau par I’eau corporelle totale des meres, on obtient une valeur de flux d’eau (en g/h) entre la
meére et sa portée. En partant du postulat que le lait est la seule source d’eau pour le raton, on
assimile ce flux d’eau au flux de lait entre la mére et la portée de ratons. Nous avons pu mettre
en évidence la meilleure précision de cette méthode pour mesurer la production de lait par
rapport a la mesure par pesée avant et apres la tétée. Nous avons également montré que cette
méthode était assez sensible pour mettre en évidence des différences conséquentes de
production de lait en fonction du statut physiologique des meres avec un faible nombre
d’individus (n=5) [198].

Cette méthode a été affinée pendant cette thése afin de prendre en compte :

- un effet sexe de la portée dans la consommation de lait : pour cela, un mélange d’urines a été
prélevé séparément pour les portées méale et femelle et les courbes cinétiques ont été analysées
dans un modele a 4 compartiments avec 2 compartiments mére, 1’un étant relié un compartiment
de la portée male et 1’autre relié au compartiment de la portée femelle. Les mémes valeurs ont
été incrémentées pour les deux compartiments mere.

- les importantes différences de volume de diffusion du deutérium dans nos groupes
experimentaux du fait des grandes différences de masse totale des portées (portées de 8 ou 12
ratons et croissance plus ou moins rapide). Pour cela, nous avons utilisé, pour les courbes de
cinétique, les valeurs de masse de D20. Elle ont été calculées en multipliant les concentrations
en D0 par la masse des meres et de leur portée, en partant du postulat que le pourcentage d’eau
corporel total des méres et des ratons étaient équivalent, soit environ 75% [199,200]. Ces
valeurs ont ensuite été incrémentées dans le modéle comme détaillé dans 1’Article 1. Cela a
permis de s’affranchir du volume total de dilution de D20 selon la taille de la portée.

3.2. Dosage de la trigonelline par chromatographie liquide d’interaction
hydrophile couplée a la spectrométrie de masse.

La trigonelline est un composé bioactif majeur du fenugrec, présent en quantité
relativement importante dans la graine de fenugrec (0,18%) [201]. De ce fait, nous avons voulu
la doser dans le plasma des rates et dans le lait maternel et ’utiliser comme biomarqueur de
I’exposition des meéres au fenugrec et de son transfert, par le lait, & la descendance. Pour cela,
nous avons mis au point un dosage de la trigonelline dans trois matrices : I’aliment donné aux
rates, le plasma des rates et leur lait maternel. La trigonelline est extraite grace a un solvant
polaire, ’acétonitrile et en présence d’un étalon interne (trigonelline-Ds, marquée au deutérium)
ajoutée a une concentration connue dans tous les échantillons. Puis elle est séparée des autres
composants polaires extraits par chromatographie liquide d’interaction hydrophile (HILIC) et
détectée en spectrométrie de masse. La concentration en trigonelline est déterminée en calculant
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I’aire sous la courbe des pics chromatographiques rapportée a I’aire de 1’étalon interne qui
permet de normaliser les valeurs et d’éviter les erreurs liées aux pertes d’échantillon pouvant
survenir a chaque étape expérimentale. La concentration est obtenue avec une gamme étalon de
trigonelline de 1 nM a 10 uM réalisée dans 1’eau ultrapure. Les détails de la méthode sont
donnés dans I’Article 1.

Afin de valider la méthode de dosage, deux pools de plasma et deux pools de lait ont été
préparés, un pour le groupe contrdle et un pour le groupe supplémenté en fenugrec, pour
chacune des matrices. De plus, deux solutions d’aliments a 100 g/L, ont été préparées dans
I’eau, I'une correspondant au régime a 20% de protéines et I’autre au régime a 8% de protéines,
tous deux supplémentés en fenugrec a 6,7 g/kg et 7,9 g/kg, respectivement. Afin de déterminer
I’effet matrice, 1’étalon interne, ajouté a une concentration connue, a été considéré comme un
ajout dosé. La récupération de 1’étalon interne dans les matrices a donc été comparée a sa
récupération dans I’eau. Le Tableau 11 résume les principaux résultats obtenus lors de cette
validation.

Tableau 11 : Résultats de validation du dosage de la trigonelline par HILIC-MS
Dosage de la trigonelline

Ajout dosé de la trigonelline-D3

Matrice Pool . . o
Concentration (nM) ET CcVv Aire sous la courbe Récupération

CTL 6 57,8 8,9 15,4%

Plasma 43884 31,1%
FEN 3 1872,2 32,7 1,7%
CTL 6 249,2 2,6 1,0%

Lait 55940 39,6%
FEN 3 2045,1 1217 6,0%
20% 6 83845 3244 3,9%

Aliment 91572 64,8%
8% 3 3285,8 65,7 2,0%

Eau 6 21,3 7,9 37,1% 141311 100%

Pool CTL et FEN : controle et supplémenté en fenugrec respectivement ; Aliments 8% et 20% de protéines supplémentés en
fenugrec, respectivement ; N= nombre de réplicas techniques ; ET : écart-type ; CV : coefficient de variation ; Sl : Standard
interne ; Récupération = Aire SI matrice / Aire Sl eau.

La précision est trés bonne dans toutes les matrices, notamment a partir de 250 nM avec
des coefficients de variations < 6% et la limite de quantification est inférieure a 57,8 nM valeur
a laguelle le CV est inférieur a 20%. De plus, les valeurs obtenues pour les pools de plasma et
de lait de rates supplémentées en fenugrec sont trés supérieures aux valeurs des pools issus des
rates non supplémentées. En revanche, 1’effet matrice est important et particuliérement dans le
plasma et le lait ou moins de 50% de la trigonelline est récupérée. Cela pointe la nécessité
d’utiliser un étalon interne, perdu dans les mémes proportions que la trigonelline native lors de
I’extraction a I’acétonitrile. Finalement, les valeurs obtenues pour I’aliment a 20% de protéines
correspondent a une teneur en trigonelline de la poudre de fenugrec de 0.19% en cohérence
avec les résultats d’Hassanzadeh et al. [201]. Cela suggére que des valeurs de concentration en
trigonelline obtenues dans I’aliment avec cette méthode sont exactes.

69



3.3. Protocole expérimental
Un fois le challenge de la lactation par augmentation de la taille de la portée valide, un
protocole expérimental général a été mis en place afin de répondre aux questions abordées dans
cette thése (Figure 21). Ces protocoles expérimentaux sont détaillés dans les parties « Material
and Method » des Articles 1, 2 et 3.

Groupes expérimentaux Préléevements et analyses
Alimentation maternelle Lactation Sevrage
| ,
Gestation  Naissance Lactation f !
Effet galactologue du fenugrec Prélévement plasma et

B Suivi de poids et de consommation tissus ratons o et 2

Equilibrage des des méres et de poids des portées + suivi jusqu’a 175
portées: sexe i

ratio 1/1 [ 1
8 ratons NPS§ Xpl [LO... L } 1 L l18 120 In>
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( ]
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Figure 21 : Schéma des protocoles expérimentaux réalisés afin de tester I’effet galactologue du fenugrec et de I’arginine.
CTL : régime controle a 20% de protéines basé sur le régime AIN-93G ; FEN : régime CTL+ 0,67 g/100g de fenugrec
(consommation d’une dose d’1 g/kg/j) ; MA : régime CTL + 3,54 g/100g d’acides aminés non essentiels pour la lactation :
alanine, glycine, histidine et sérine (consommation de 5,65 g/kg/j) ; ARG : régime controle + 1,96 g/100g d’arginine
(consommation de 2,75 g/kg/j). Ln, Invn : n®™ jour de lactation et d’involution respectivement ; Xpx: série d’expérimentation
animale x.

Dans tous ces protocoles, suite a la mise bas des rates gestantes, les ratons ont été séparés
de leur mére respective puis réunis ensemble en fonction de leur sexe et du régime maternel.
Ils ont ensuite été réadoptés de maniere aléatoire par les méres des différents groupes
nutritionnels. Les portées ont été homogeénéisées a 8 ou 12 ratons par meres avec un poids
moyen des ratons similaire dans chaque portée et un nombre équivalent de males et de femelles.

Pour étudier I’effet galactologue du fenugrec, les méres adoptives des grandes portées
ont été mises sous régime contréle supplémenté en fenugrec (FEN) ou non (CTL) pendant la
lactation. Trois groupes expérimentaux ont alors été obtenus : des meres sous régime contréle
allaitant une portée classique de 8 ratons (NP8), des meéres sous régime contréle allaitant une
grande portée de 12 ratons (NP12) et de meres allaitant une grande portée et supplémentée en
fenugrec (NPF12).

Pour étudier 1’effet galactologue de I’arginine, des portées de 12 ratons, uniquement
issus de meres sous regime MA pendant la gestation, ont été attribuées a toutes les meres. La
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encore 3 groupes expérimentaux ont été obtenus : des méres supplémentées en un mélange
d’acides aminés non-essentiels pendant la gestation et la lactation (MA), des meres
supplémentées avec le régime MA pendant la gestation mais supplémentées en arginine pendant
la lactation (AL) et des meéres supplémentées en arginine pendant la gestation et la lactation
(AGL).

Pour les deux études, les mémes analyses et prélévements ont été réalisés au cours de la
lactation. Ils ont été réalisés au cours de 3 séries d’expérimentation distinctes (Xpl, Xp2 et
Xp3), qui différent par la date a laquelle les méres ont été sacrifiées : au 21°™ jour postnatal
pour Xp1, au 18°™ jour de lactation (L18) pour Xp2 et au 12°™ jour de lactation (L12) pour
Xp3. Pour Xpl, le jour du sacrifice a été assimilé au premier jour d’involution (Inv1) étant
donné que les ratons avaient été sevrés depuis un jour, a L20. Dans cette série les meres ont été
sacrifiées apres 4h de mise a jeun tandis que pour Xp2 et Xp3, le sacrifice a eu lieu aprés 2h de
mise a jeun et une séparation mére/ratons d’1h. Des prélévements de sang, glande mammaire
inguinale, d’hypophyse et de tissu adipeux (viscéral et périrénal) ont été réalisés a la fois pour
déterminer le phénotype métabolique des meéres et pour déterminer les mécanismes d’action
des composés galactologues. Pour Xpl et Xp2, des suivis de poids et de consommation des
meéres ont été realisés jusqu’a Inv1 et L18, respectivement, ainsi que des suivis de croissance
pondérale des ratons jusqu’a L20 et L18. La mesure de production de lait par enrichissement a
I’eau deutérée a été réalisée entre L11 et L18. Puis a L18 un prélevement de lait a été réalisé
pour en déterminer la composition. Pour Xp3, seul un prélevement de lait a été réalisé a L11.
Finalement pour Xp1, au moment du sevrage des ratons (L20), des prélevements de sang et de
tissu adipeux (sous-cutané et périrénal) ont été réalisés chez un male et une femelle par portée
afin de déterminer le phénotype métabolique a court terme. Puis, deux males et deux femelles
ont été suivis jusqu’a I’age jeune adulte (8 semaines) afin de déterminer le phénotype
métabolique a long terme.

La composition en macronutriments du lait a été mesurée par des dosages enzymatiques
et colorimétriques pour les protéines et le lactose, tandis que les acides gras totaux ont été
mesurés par chromatographie en phase gazeuse. Un dosage des acides aminés libres a
¢galement été réalisé dans le lait par chromatographie liquide d’interaction hydrophile couplée
a la spectrométrie de masse (HILIC-MS).

Les paramétres métaboliques plasmatiques (triglycérides, cholestérol, glucose et
insuline) ont été¢ mesurés soit a I’aide de dosages colorimétriques, soit par ELISA.

L’expression de génes dans la glande mammaire et I’hypophyse ont été mesurés par RT-
PCR tandis que le dosage plasmatique des hormones lactogénes (prolactine, IGF-1, cestrogénes,
insuline) a été réalisé par ELISA.
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PARTIE 3 : PRESENTATION DES ARTICLES

1. Article 1 : Impact d’une supplémentation en fenugrec sur la
production de lait dans deux modeles de rate en difficulté de lactation

1.1. Contexte de I’étude

Afin de venir en aide aux méres ayant des difficultés a allaiter, la prise de supplément
nutritionnel permettant d’augmenter la production de lait (galactagogue), peut représenter une
solution intéressante. Parmi les nombreux extraits de plantes utilisés pendant 1’allaitement, le
fenugrec est probablement le plus consommé. En effet, cette plante est utilisée depuis I’antiquité
dans différentes médecines traditionnelles pour améliorer la production de lait. Cependant, si
quelques études réalisées chez ’homme et 1’animal (lapin, buffle, chévre) suggerent un effet
positif du fenugrec sur la production de lait, les résultats sont parfois contradictoires et ne
permettent pas de confirmer 1’effet galactagogue du fenugrec. De plus, si la consommation de
fenugrec peut se faire sans danger a des doses relativement fortes chez I’adulte en bonne santé
(jusqu’a 25 g/j), son innocuité chez la femme allaitante reste encore largement méconnue. Afin
de pouvoir confirmer I’effet galactologue potentiel du fenugrec et sa capacité a aider des
femmes en difficulté de lactation, il faut a la fois disposer d’une méthode de mesure de la
production de lait, fiable et physiologique, mais également d’un modele de mere en difficulté
pour allaiter ses petits de maniére optimale. De ce point de vue, des modeéles de rates allaitant
des grandes portées (12 ratons au lieu de 8 classiquement) ou de rates en restriction protéique
périnatale semblent étre de bons modeles de difficulté de lactation, les deux conduisant a une
croissance non-optimale des portées. De plus, les principaux mécanismes de régulation de la
synthése de lait sont similaires chez la rate et chez la femme. D’autre part, nous avons montre,
chez le rongeur, que la méthode de mesure de la production de lait par enrichissement
isotopique a I’ecau deutérée donnait des résultats plus précis et plus représentatifs d’une
consommation de lait physiologique que les méthodes classiques de pesée avant et apres tétée
ou de traite. Reste a s’assurer que cette méthode est applicable dans les conditions de lactation
tres différentes que représentent nos deux modeles de challenge.

1.2. Objectifs
Les objectifs de cette premiére étude sont :

- de s’assurer que la méthode d’enrichissement a 1’eau deutérée permet de mesurer la
production de lait de maniére fiable dans différentes conditions physiologiques des
lactation ;

- de mettre en évidence la capacité du fenugrec a moduler la production de lait en quantité
et en qualité ;
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- de s’assurer que la supplémentation nutritionnelle en fenugrec n’a pas d’effet délétere
sur le métabolisme des meéres au cours de la lactation, ni de la descendance au sevrage
et a I’age jeune adulte.

1.3. Protocole expérimental

Soixante-douze rates ont été réparties en 5 groupes selon les régimes donnés au cours
de la gestation et de la lactation :

- Des rates témoins (« contréle ») recevant un aliment contenant 20% de protéines (NP)
au cours de la gestation et de la lactation et allaitant des portées de 8 ratons (groupe NP:8).

- Des rates challengées avec un aliment contenant seulement 8% de protéines (LP) au
cours de la gestation et de la lactation, allaitant des portées de 8 ratons, et supplémentées, ou
non, avec 1 g/kg/j de fenugrec pendant la lactation (groupes LPF:8 et LP:8, respectivement).

- Et des meres sous régime NP au cours de la gestation et de la lactation mais allaitant
des grandes portées de 12 ratons et supplémentées, ou non, avec 1 g/kg/j de fenugrec pendant
la lactation (groupes NPF:12 et NP:12, respectivement).

Dans ces 5 groupes, tous les ratons étaient issus de méres sous régime NP pendant la
gestation. Les mesures et analyses réalisées au cours de cette étude ont été présentées dans le
paragraphe 3 de la partie Stratégie et correspondent a la série Xpl. Brievement, pendant la
lactation, un suivi de poids et de consommation des méres et des portées a été réalisé, ainsi que
des mesures de production de lait entre L11 et L18 et de composition du lait prélevé a L18. A
L20 les ratons ont été sevrés et deux males et deux femelles par portée ont été gardés jusqu’a
1’age jeune adulte (J75). Le phénotype métabolique des meres en milieu et fin de lactation et de
la descendance a court et long terme a été évalué en mesurant les concentrations plasmatiques
en triglycérides, cholestérol, glucose et insuline et par un test de tolérance au glucose pour la
descendance a J60.

1.4, Résultats

La production de lait, mesurée par enrichissement a 1’eau deutérée, était tres fortement
corrélée a la consommation d’aliment (r = 0,87) et d’eau (r = 0,93) des méres ainsi qu’a la
vitesse de croissance de la portée (r = 0,93). Les deux challenges de la lactation ont bien entrainé
une diminution significative de la consommation de lait par les ratons (4,5 + 0,2 g/j dans le
groupe NP:12 et 3,2 £ 0,2 g/j dans le groupe LP:8 contre 5,7 = 0,2 g/j dans le groupe NP :8,
p <0,001 pour les deux challenges). Chez les méres allaitant une grande portée, la
supplémentation en fenugrec a conduit a une augmentation du gain de poids des ratons
d’environ 11% (p = 0,038), une augmentation de la production de lait de 16% (p = 0,048) et
une augmentation du flux des 3 principaux macronutriments, de 29% pour les lipides et les
protéines (p <0,05) et de 49% pour le lactose (p <0,001). En revanche, chez les meéres en
restriction protéique périnatale, le fenugrec n’a eu aucun effet bénéfique sur la lactation.
Aucune perturbation métabolique n’a été observée chez les méres NPF:12 comparativement
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aux meres NP:12, en fin de la lactation (L21). La supplémentation en fenugrec a induit chez la
descendance male et femelle une diminution transitoire de 10% (p = 0,024) de la
cholestérolémie au moment du sevrage (L20), mais qui n’a pas perdurée pas a J60. Finalement,
a long terme, I’insulinémie suite au test de tolérance au glucose par voie orale était 35% plus
basse chez la descendance de mere supplémentée en fenugrec (p = 0,004), pour une glycémie
équivalente.

1.5. Conclusions

Les résultats de cette étude valident la fiabilité de la méthode d’enrichissement a 1’cau
deutérée pour mesurer la production de lait chez la rate, dans différentes conditions
physiologiques de lactation. Elle valide également 1’augmentation de la taille de la portée et la
restriction protéique périnatale comme deux modeles de meéres en difficulté pour allaiter leurs
petits de maniere optimale. Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence la capacité du
fenugrec a augmenter la production de lait et a stimuler la synthése des principaux
macronutriments mais uniqguement dans le modele de rate allaitant une grande portée. Cela
suggeére qu’en cas d’incapacité physiologique sévére a produire du lait, comme ¢’est le cas dans
des conditions de sous-nutrition périnatale, la consommation de fenugrec est inefficace pour
stimuler la lactation. A I’inverse, dans le cas d’une forte sollicitation a produire du lait mais
sans reel probléeme physiologique a allaiter, le fenugrec permet d’aider a maintenir une
production de lait suffisante pour répondre aux besoins des petits. Cela suggere également que,
parmi nos deux modé¢les de difficulté de lactation, 1’augmentation de la taille de la portée est
surement le mieux adapté pour observer 1’effet galactagogue d’une molécule. Finalement, le
fenugrec n’a conduit a aucun effet métabolique néfaste apparent chez les meres en fin de
lactation et chez la descendance a court et long terme. Au contraire, il permettrait de favoriser
la sensibilité a I’insuline de la descendance au stade jeune adulte. Ensemble, ces résultats
mettent en évidence le potentiel du fenugrec pour aider les femmes en difficulté de lactation.
Cependant, les mécanismes d’action conduisant a I’effet galactologue du fenugrec restent a
déterminer.

1.6. Valorisation
Cette étude a conduit a une publication acceptée dans le journal en accés libre Nutrients
publié par MDPI :

Sevrin, T.; Alexandre-Gouabau, M.-C.; Castellano, B.; Aguesse, A.; Ouguerram, K.;
Ngyuen, P.; Darmaun, D.; Boquien, C.-Y. Impact of Fenugreek on Milk Production in Rodent
Models of Lactation Challenge. Nutrients 2019, 11, 2571.
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Abstract: Fenugreek, a herbal remedy, has long been used as galactologue to help mothers likely to
stop breastfeeding because of perceived insufficient milk production. However, few studies highlight
the efficacy of fenugreek in enhancing milk production. The aims of our study were to determine
whether fenugreek increased milk yield in rodent models of lactation challenge and if so, to verify
the lack of adverse effects on dam and offspring metabolism. Two lactation challenges were tested:
increased litter size to 12 pups in dams fed a 20% protein diet and perinatal restriction to an 8% protein
diet with eight pups’ litter, with or without 1 g.kg~.day~! dietary supplementation of fenugreek,
compared to control dams fed 20% protein diet with eight pups’ litters. Milk flow was measured by
the deuterium oxide enrichment method, and milk composition was assessed. Lipid and glucose
metabolism parameters were assessed in dam and offspring plasmas. Fenugreek increased milk
production by 16% in the litter size increase challenge, resulting in an 11% increase in pup growth
without deleterious effect on dam-litter metabolism. Fenugreek had no effect in the maternal protein
restriction challenge. These results suggest a galactologue effect of fenugreek when mothers have no
physiological difficulties in producing milk.

Keywords: fenugreek; milk flow; milk composition; litter size; maternal protein restriction; plasma
metabolic parameters

1. Introduction

The World Health Organisation recommends exclusive breastfeeding for infants up to six months
of age, based on the clear health benefits of breastfeeding on mother-infant dyad [1]. Indeed, there
is a consensus regarding the association of breastfeeding with a reduced risk of respiratory and
gastro-intestinal infections during the first year of life. Infants, who were breastfed for longer periods,
may also have a lower risk of developing obesity and type II diabetes at adulthood [2,3]. For mothers,
breastfeeding could limit the risk of developing ovarian cancer and type Il diabetes [4,5]. Despite
these benefits, breastfeeding prevalence remains relatively low, particularly in several high-income
countries in North America and Europe, where only 40% of mothers breastfeed six months after
delivery [6]. Exclusive breastfeeding rate is about 60% at four months in Scandinavian countries, 35%
in the Netherlands, 16% in the UK [7], and 10% in France [7,8].
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Early cessation of breastfeeding clearly is multifactorial [9]. One of the main factors is the maternal
perception of insufficient milk secretion to quell infant’s hunger or support infant growth and leads to
early cessation of breastfeeding in 35% of cases [9-11]. Perception of insufficient milk production is
a complex, multifactorial issue that can have biological, social, or psychological determinants, and
it often remains unclear whether the low milk secretion is real or only perceived [9]. Indeed, as a
result of the lack of an objective marker of insufficient milk production and the importance of maternal
psychology in breastfeeding duration, perceived milk insufficiency is probably much more common
than true insufficient production [9-11]. True insufficient milk secretion can result from many causes,
ranging from inability to lactate due to breast abnormalities or endocrine disorder (5% of women) to
difficulties in breastfeeding management, maternal stress and anxiety, or early food diversification in
the infant. Although maternal milk production can be often increased through psychological support
or maternal breastfeeding education [9,10,12], many healthy mothers are eager to enhance their milk
production through various nutritional supplements.

Several drugs and herbal preparations have traditionally been prescribed as galactologues:
i.e., substances that promote initiation or increase of lactation [13]. Drugs like domperidone®or
metoclopramide®carry the risk of adverse side effects such as arrhythmia or hypothyroidism
in mother-children dyad [12]. That is why herbal galactologues like fennel, anise, barley, milk
thistle, or garlic are becoming more and more popular for increasing lactation. Among these herbal
compounds, fenugreek probably is the most widely consumed [12-14]. Fenugreek has been used
since antiquity in traditional Persian, Chinese, and Egyptian medicine for its range of therapeutic
effects. It is now increasingly consumed in Western countries for its presumed protective effects
against diabetes, atherosclerosis, inflammation, and hypertriglyceridemia, as well as its putative role
as a galactologue [12,15] due, in part, to trigonelline, one of its main active ingredients [15]. There is,
however, little evidence for its effectiveness on milk yield [13]. Whereas a positive effect of fenugreek
on milk production was observed in various mammals, such as rabbit [16], buffalo [17], goat [18],
or ewe [19]; the wide range of doses tested (from 180 mg.kg-1.d-1 [17] to 2.1 g.kg-1.d-1 [18]) led to large
discrepancies in the reported effect on milk production (ranging from a 10% increase [16] to a 110% [18]
increase), which makes it difficult to determine the effective dose of fenugreek. Moreover, other studies
failed to demonstrate an effect in rabbits [20] and goats [21]. In these studies, milk production was
measured either by the weight-suckle-weight method (in rabbit), or by milking (in larger animals).
The latter methods do not, however, directly assess milk production in response to physiological
suckling by the pups. Moreover, these studies evaluated the effectiveness of fenugreek to increase milk
production with the aim of productivity, under otherwise optimal conditions of lactation, as opposed
to mothers challenged by their perception of insufficient milk production. Finally, none of these studies
evaluated the metabolic status of mother-infant dyad following fenugreek supplementation. Thus,
the true efficacy of fenugreek on milk production in an animal model submitted to a breastfeeding
challenge remains to be ascertained.

To that purpose, the current study used the deuterium oxide enrichment method [22], which
meets all criteria to adequately assess breast milk supply even in small animals and, in turn, evaluate
the putative galactologue effect of substances such as fenugreek. Indeed, it has been shown to be
precise and to provide a smoothed value of several days milk production obtained under physiological
conditions of lactation [22]. Moreover, in order to simulate conditions where mothers are unable to feed
their own pups optimally, two classical models of lactation challenges were used. The first one mimics
conditions in which mothers can adapt their milk production but still fail to adequately cover the litters’
needs, leading to suboptimal growth of the offspring. This model, obtained by increasing litter size
through pup adoption, is known to induce extra-uterine growth restriction (EUGR) in the offspring
due to a reduced milk intake in individual pups due to their larger number [23,24]. The second model
mimics conditions in which mothers are truly unable to produce sufficient milk due to a perinatal
restriction in dietary protein intake when fed a diet containing 8% protein instead of 20% in the
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standard diet. This model is also notably known to induce EUGR [25] due to a 34% drop in milk
production [22].

The specific aims of this study were: (a) to verify the ability of our stable isotope method to detect
changes in milk production in two rodent models of lactation challenge; (b) to test the galactologue
effect of fenugreek on milk production and composition in these models of lactation challenge; and (c)
to explore the effect of fenugreek on maternal metabolism during the lactation period and the short
and long-term metabolic outcome in the offspring.

2. Materials and Methods
2.1. Animal Experiment

Housing and Diets

The experimental protocol was approved by the Animal Ethics committee and the French Ministry
of Research (protocol APAFIS 2018121018129789). Pregnant Sprague-Dawley rats were purchased from
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) at gestational day one (G1). They were housed individually
in cages with wood chips located on ventilated racks kept at a constant temperature of 22 + 1 °C and at
a relative humidity of 50% =+ 3%. Cages were placed in a room with a fixed 12 h light-dark cycle (light
from 7:00 a.m. to 7:00 p.m.). Pregnant rats had access to water and food ad libitum.

During gestation, dams received a standard normal protein diet based on AIN-93G diet [26] with
20 g protein per 100 g of food (NP diet) or an isoenergetic, low-protein diet with 8 g protein per 100 g
of food (LP diet).

During lactation, dams received experimental diets based on NP and LP diets and supplemented
with a dry water extract of fenugreek seeds (Plantex, Sainte-Geneviéve-des-Bois, France) named NPF
and LPF diets, respectively, in the following. Fenugreek, as an oxytocic substance [13], was provided to
dams only during the lactation period. The amount of fenugreek in NPF and LPF diets was calculated
to reach a consumption of 1 g.kg body weight™'.day~! in rat as an equivalent as the traditionally
recommended [12,13] 6 g daily dose in women weighing 60 kg and assuming that metabolic rate per
unit of body weight is 10 fold higher in rats than in humans [27]. The four diets (i.e., NP, LP, NPF, and
LPF) were manufactured by the “Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux” (INRA-UPAE,
Jouy-en-Josas, France). The composition and energy of each diet is provided in Supplementary Table S1.

After weaning, offspring were fed ad libitum with a standard growth diet A03 (SAFE, Augy, France).

2.2. Experimental Design

On the first day of gestation (G1), seventy-two female rats (i.e., 4 consecutive series of 18 animals),
were randomly assigned to be fed experimental diets during gestation: 52 females received the NP diet
and 20 females received the LP diet. Delivery occurred at the 21st day of gestation that was considered
as day O of lactation (LO). At birth, pups born from protein-restricted dams (LP dams) were discarded
and killed to avoid the bias due to intrauterine growth restriction. Only pups born from control dams
(NP dams) were randomly adopted by NP or LP dams, taking care to balance pup’s birth weights
between groups. The litter size was adjusted to either 8 or 12 pups per dam with a female/male ratio of
1/1, as described in Figure 1.

Five groups were defined (47 dams). In the NP:8 group (our reference group, n = 8), dams
suckled 8 pups per litter and were fed the NP diet. The NP:12 group (n = 11) corresponded to the
first model of lactation challenge by increasing litter size (12 pups per litter) with dams under the NP
diet. In the LP:8 group (n = 8), dams suckled 8 pups per litter and were fed the LP diet. The LP:8
group corresponded to the second model of lactation challenge with a known decreased milk flow
due to perinatal protein restriction [22,25]. In the two other groups NPF:12 (12 suckled pups per litter,
n = 11) and LPF:8 (8 suckled pups per litter, n = 9), dams were respectively fed an NP and LP diet
supplemented with fenugreek.
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Figure 1. Representation of the 5 experimental groups of dams.

At weaning (L20), 4 pups (2 males and 2 female) per litter were killed and perirenal, subcutaneous
and brown adipose tissues were collected and weighed. Two other males and two females per litter
were weaned and placed with 3 animals per cage with ad libitum access to food and water until
post-natal day 75 (PND75), and then killed. Liver, gastrocnemius muscle, perirenal, subcutaneous, and
visceral adipose tissues were removed from PND75 offspring and weighed.

At L21, mothers were fasted for 4h and then sacrificed. Liver, left inguinal mammary gland,
perirenal, subcutaneous, and visceral adipose tissues were removed, weighed, sampled, and
immediately frozen in liquid nitrogen before storage at —80 °C.

Sacrifice was performed by intracardiac injection of 0.5 mL Exagon®(Richter pharma, Wels,
Austria) when animal tissues were collected, whereas supernumerary dams or supernumerary weaned
pups were killed by carbon dioxide anaesthesia or by decapitation for pups at birth.

During lactation, dams’ weight, food and water consumption, and both male and female litters’
weight were recorded every two days from L0 to L11, and every day from L11 to L21. For dams, weight
loss (in g) during the lactation period was calculated by subtracting weight at LO (delivery) from the
daily weight. For male and female offspring, pups’ mean weight (expressed as g) was obtained by
dividing litter weight by the number of pups. Weight gain (in g) was calculated by subtracting birth
weight (L0) from the daily weight. Daily growth rate (in g.day~!) was calculated by subtracting weight
at day d-1 from the weight at day d. Food and water relative intakes (in g.kg~!.day~!) were obtained
by dividing daily intakes by daily weight.

2.3. Biological Samples Collection

Milk samples were collected from lactating dams at L18, as previously described [28]. Briefly,
dams were separated from their pups and received an intraperitoneal injection of oxytocin (1 unit of
Syntocinon®); Sigma-Tau, Ivry-sur-Seine, France) to stimulate milk ejection. After 20 min, dams were
anaesthetized with 4% of isoflurane, and by applying manual pressure to nipples, about 200 to 400 uL
of milk were collected before storage at —20 °C.

Blood samples were collected before animal sacrifice by an intra-cardiac puncture in EDTA-tubes
(Pfizer-Centravet, Plancoét, France). Otherwise, blood samples were collected on alert dams by a tail
snip in EDTA-tubes. Blood samples were centrifuged at 1132 g for 15 min at 4 °C, and plasma was
collected in Eppendorf before storage at —20 °C until analysis.

For urine, pups were first separated from the mother for 30 min to avoid urine loss by maternal
stimulation. Urine samples were then collected from pups by stimulation of lower bellies with an iced
cotton bud and pooled for the male and female litter.
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2.4. Milk Flow Measurement by Water Turnover Method

The water turnover method was used as previously described [22]. Briefly, at L8, plasma and
urine samples were collected prior to maternal deuterated water (D,O) injection to determine baseline
body D,0O abundance in dams and litter, respectively. At L11, when lactation was well established,
following 4% isoflurane anaesthesia, mothers received an intravenous tail injection of 4.95 + 0.13 g.kg !
D,0 (99.9 mole % D,-enrichment) (Sigma-Aldrich, Lyon, France).

At2h,24h, 48 h, 72 h, and 96 h following D,0O injection, dams’ blood samples (300 uL) were
collected by a tail snip. At24 h, 48 h, 72 h, 96 h, and 168 h following D,O-injection, a pool of urine
(about 300 uL) was collected from both male and female pups of each litter. The D,O enrichment of
both plasma and urine samples was measured using the Fourier Transform infrared spectrophotometer
Alpha II®(Brucker, Rheinstetten, Germany).

Milk flow calculation, using water turnover method, has been previously described [22] and was
refined in order to take into account both intra-litter sexual dimorphism and litter size differences
between experimental groups. Regarding sexual dimorphism, instead of a bi-compartmental model
(dam-litter), a four-compartment model (Figure 2) was used, in which 2 single-compartments
corresponded to the turnover of total body water (TBW) of both male (3) and female (4) pups
in the same litter, and the other 2 single-compartments corresponded to the turnover of TBW of their
own dam (1 and 2, with 1 = 2). Each mother compartment was related by water flow to one pup
compartment (male or female). Absolute production rates are represented in Figure 2: R10, R20
(R20 = R10), R30, and R40 are the inputs into the body of dam and its male and female litter, respectively,
arising from water drinking and non-dietary water as metabolic water production; R01, R02, R03, and
R04 are the outputs of water by transpiration, urine or faeces of dam and its male and female litter,
respectively; R31 and R42 are water flows from the dam to male litter and from the dam to female litter,
respectively. The model has five unknown parameters: i) K01 and K02 are equal and represent the
output flow constants of the dam; ii) K03 and K04 are the output flow constants from male and female
litter, respectively and iii) K31 and K42 are the output flow constants from the dam to its male and
female litter, respectively.

Using the isotope dilution method, the mass of dam’s TBW (TBWd, in g) was calculated by
dividing the amount of D,0O injected by the D,O value extrapolated from the D,O concentration curve
to the intercept with the y-axis at time 0 (Supplementary Table 52). TBWd (in %) was calculated by
dividing the mass of TBWd (in g) by dams” mean mass from L11 to L15.

Flow constants of the model (K01, K03, K04, K31, and K42) were then determined using the
SAAM Ii®software. As litter size (8 or 12 pups) presumably impacts D,O dilution in the litter, we
used values of D,O mass instead of D,O concentrations for calculations in our model. To this end,
D,O concentration, obtained after baseline concentration deduction, was multiplied by animal mass at
each day of sampling, following Equation (1):

DO concentration (ug.g_l)  animal mass (g) = DyO mass (png) 1)

This calculation implicitly assumes that dams” and pups” TBW (in %) are equivalent, which is
probably the case considering that suckled pups have about 75% of TBW [29], which is similar to
suckling dams” TBW [22]. Moreover, in order to indicate that compartment (1) and (2) represent the
same individual (dam), the same data were incremented for both compartments, and K02 was forced
to be equal to KO1. Flow constants of the model were obtained directly with SAAM II®from a fit of
plasma and urine D,O mass-time curves. The water flows, from mother to male litter R31 (g.h™!) and
from the dam to female litter R42 (g.h_l), were calculated as the product of TBWd (g) and K31 or K42,
respectively. These values were then multiplied by 24 to obtain the daily milk production (g.day™?).

In this model, R31 and R42 were associated to milk flows between the dam and its male litter
or between the dam and its female litter, respectively, assuming milk was the only external source of
water for the pups. Thus, milk flow corresponds to the milk produced by the dam, as determined from
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the D20 transfer from the dam to litter, after the dam received a D20 injection. As the water content of
each individual milk was not accurately measured, milk flow was directly calculated from water flow
without correction. We assumed that this does not alter conclusions concerning group comparisons.
Total milk production of the dam was calculated by summing R31 and R42 and represented the mean
milk production throughout the sampling period (L11 to L18). Milk consumption by male and female
litters was obtained by dividing R31 and R42, respectively, by the number of males or females pups
(4 in NP:8, LP:8 and LPF:8 groups or 6, in NP:12 and NPF:12 groups).

R30

Dam
compartment

Male pups
compartment

R31
R10 RO3
(1) K31 3)
R40
RO1
Dam Female pups
compartment compartment
R42
R20=R10 RO4
(2) K42 (4)

TBWf

K02 = K01
RO2 =RO1

Figure 2. Four-compartment model of water turnover. TBWd, TBWm, TBWf: total body water
(expressed in g) of dam, male, and female litter respectively; K01 and K02 (in h’l) are equal and
represent the output flow constants from the dam; K03 and k04 (in h™1) are the output flow constants
from the male and female litters, respectively; K31 and K42: (in h™!) are the output flow constants from
the dam to its male litter and from the dam to its female litter, respectively; R10, R20, R30, and R40
(in g-h™1) are input water flows into the body of dam (R10 is equal to R20) and its male and female
litter respectively; R01 and RO2 (in g.h~1) are equal and represent output water flows from the dam;
R03 and R04 (in g.h~1) are output water flows from male and female litters respectively; R31 and R42
(in g-h™1) are water flows from the dam to its male litter and from the dam to its female litter and are
associated to milk flow.

2.5. Milk Protein, Lactose, and Fatty Acid Analysis

Milk protein concentration was determined using a colourimetric Pierce BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) with milk diluted at 1/40 in osmosed water and bovine
serum albumin (fraction V) as standard. Milk lactose concentration was estimated using an enzymatic
Lactose/D-Galactose Assay Kit K-LACGAR®(Megazyme, Bray, Ireland) with milk diluted at 1/20
in osmosed water and «-lactose monohydrate as standard. Milk total lipids were not fractionated.
Fatty acids (FAs) were extracted using the modified liquid-liquid extraction method of Bligh-Dyer,
as previously described [28]. Briefly, FAs were extracted from 30 pL milk in methanol-chloroform mix
(1:1, ypv). Heptadecanoic acid was used as the internal standard. Total FAs were transesterified using
boron trifluoride in methanol, and fatty acid methyl esters were analysed by gas chromatography
using an Agilent Technologies 7890A®instrument. Each FA was expressed as a percentage of the total
identified FAs, and only FAs whose percentage was above 0.5% were taken into account. The sum



Nutrients 2019, 11, 2571 7 of 21

of FAs (in g.L7!) was assumed to represent total milk lipid (free fatty acids, triacylglycerols and
phospholipids) content.

The energy content of milk was calculated by multiplying lactose, proteins, and lipid content
by their energy content, assuming 4 kcal.g™! for both carbohydrate (lactose) and protein and
9 kcal.g™! for fat. Milk macronutrient production and milk energy production by the dam were
then calculated by multiplying total milk production by macronutrient concentrations or energy
content of milk respectively.

2.6. Dams and Offspring Metabolic Markers and Offspring Glucose Tolerance Test

At PND60, blood samples (300 uL) were collected from 6 h fasted offspring. An oral glucose
tolerance test (OGTT) was performed in offspring at PND61 and PND62. Following 6 hours of fasting,
all rats received a 2 g/kg BW dose of glucose by gavage. Blood samples (100 uL) were collected to
determine plasma insulin concentration before (T0) and after 15 (T15) and 30 min (T30) gavage with
glucose. Blood glucose was measured at TO, T15, T30, T45, T60, T90, and T120 after glucose intake,
using a Performa Accu-Chek®glucometer (Roche Diabetes Care France, Meylan, France).

Insulin (Rat Insulin ELISA kit®, ALPCO, Salem, USA), glucose (Glucose GOD FS®, DiaSys,
Holzheim, Germany), triglycerides (Triglycerides FS®, DiaSys, Holzheim, Germany), and cholesterol
(Cholesterol FS®, DiaSys, Holzheim, Germany) were measured in plasma, following manufacturers’
instructions. Optical density was read with a microplate reader Varioskan Lux®(ThermoFisher
Scientific, Waltham, USA).

2.7. Trigonelline Quantification in Experimental Diet, Dams” Plasma, and Milk

Ten pL of the labelled internal standard: trigonelline-D3 (CIL, Sainte Foy la Grande, France) at
50 uM, and 100 uL of acetonitrile were added to 10uL of diet solution (mixed diet in water, 100 g.L 1),
dams’ plasma or milk. Samples were centrifuged for 10 min at 11,000 g, and the supernatant was
injected into the LC-MS/MS using a hydrophilic interaction liquid chromatography system (Acquity
H-Class® UPLC™ device, Waters) coupled with a triple quadrupole mass spectrometry detector
(Xevo®TQD) with an electrospray interface. Data acquisition and analyses were performed with
MassLynx®and TargetLynx®software, both versions 4.1 (Waters). Trigonelline was separated over
6 min on a HILIC column (2.1 X 100 mm; 1.7 uM), (Waters) held at 45 °C with a linear gradient of mobile
phase A (10 mM ammonium acetate in water) in mobile phase B (98% acetonitrile in water), each
containing 0.1% formic acid, at a flow rate of 400 uL/min. Trigonelline was detected by the Xevo®TQD
that allowed the multiple reaction monitoring (MRM) mode to be performed, with the electrospray
interface operating in the positive ion mode (capillary voltage, 1.5 kV; desolvation gas (N7) flow and
temperature, 650 L/h and 150 °C; source temperature, 150 °C). Based on specific collision-induced
fragmentation of precursor ions, the MRM precursor/fragment pairs were based on the following
transitions m/z: 138.06—93.98 amu for trigonelline and 141.03—97.00 amu for the internal standard.
Chromatographic peak area ratios between trigonelline and its internal standard constituted the
detector response. Trigonelline standard solutions (concentrations from 1 nM to 10 uM) were used
for calibration.

2.8. Statistical Analysis

To maximise the power of analysis, parametric tests were favoured using one-way ANOVA or
two-way ANOVA with an experimental group factor and a day or a sex factor. The validity of the
parametric tests was checked by assessing normality of residuals with a Shapiro-Wilk test. In the case
of absence of residual normality non-parametric, the Kruskal-Wallis test was used instead of one-way
ANOVA. Multiple comparison tests used after ANOVA were: Dunnett’s post-hoc test to compare
several levels to one level of interest (Table 1), Tukey’s post-hoc test to compare levels altogether
(Table 2) and Sidak’s post-hoc test when there were only two levels in a factor (Table 4). After the
Kruskal-Wallis test, the non-parametric Dunn’s post-hoc test was used. To determine the strength of
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the link between two variables, Pearson’s correlation tests were used, and simple linear regression
was performed to determine the relation between two variables. All tests were performed with the
GraphPad prism®software, version 6.

3. Results

3.1. Dams and Litter Characteristics in the Reference Group NP:8

For all groups, we took care to balance pups’ birth weight, following the adoption of NP pups
and litter standardization. Mean pup birth weight was 7.1 + 0.0 g, with no difference between
groups (p = 0.37), although males were significantly bigger than females (7.3 + 0.0 g versus 6.9 £ 0.0 g,
p <0.001). NP:8 dams weighed 344.3 + 8.7 g at delivery. Maternal weight loss during the lactation
period and food and water intakes are given in Table 1. Litter growth rate was 22.9 + 0.7 g-day~!, which
represented a pup growth rate of 2.86 + 0.09 g-day~! and did not differ between genders (p = 0.23).
In the water turnover models, output flow constants (K3,1 and K4,2), as reported in Supplementary
Table S3, were determined with good accuracy due to a forecast standard deviation (FSD) of each
group lower than 5%, allowing the milk flows to be determined with confidence. For the NP:8 group,
milk flow was 46.0 + 1.6 g-day~!, which represented a mean milk consumption of 5.74 + 0.20 g-day !
per pup, with no significant sexual dimorphism (p = 0.36).

Table 1. Effect of fenugreek on dams’ lactation follow up, pups growth, and milk flow in two models
of lactation challenges. Results are expressed as mean + SEM.

Lactation Challenges Control Litter Size Increase Maternal Protein Restriction
Experimental Groups NP:8 NP:12 NPF:12 LP:8 LPF:8
n 8 11 10 7 9
Dams (LO-L21)

Weight loss, g -62+24 -135+4.0 ~7.7 29 -80+37%  79+22%%
Food intake, g.d~"! 433+15  50.7+1.0% 573;;22}‘2 372+13*  377+07%
Water intake, g.d ™! 496+15  580x14**  585x20%  303+£15** 29.1+1.1%5

Pup growth (L11-L18)
Litter growth rate, g.d ! 229£07 27607 301+08%% 103+06**  10.0+0.3%%
Pups growth rate, g.d~! 2.86+0.09 230+0.06** 251+0.06%" 131+0.08** 1.25z+0.04%8

Milk flow (L11-118)
Total milk production, g.d~!  46.0 + 1.6 543+28%  63.0+3.1%5F 259+ 13%* 266+ 1.2%%
Pups milk consumption, g.d™' 574020 452+023** 525+0.25° 324+0.16** 332+0.16%%

NP:8, 20% protein diet with 8 pups per litter; NP:12, 20% protein diet with 12 pups per litter, NPF:12, 20% protein
diet with fenugreek (1 g.kg BW~1.d™1) with 12 pups per litter, LP:8, 8% protein diet with 8 pups per litter and LPF:8,
8% protein diet with fenugreek (1g.kg BW~!-day~!) with 8 pups per litter. Dams and pup growth results for each
individual are mean value through the indicated period (LO to L21 or L11 to L18). The two lactation challenges
(NP:12 and LP:8) were compared to NP:8 with one-way ANOVAs followed by Dunnett’s post-hoc tests. * p<0.05,
** p<0.01 and *** p<0.001 compared to NP:8 group. Each fenugreek group (NPF:12 and LPF:8) were compared to its
lactation challenge control (NP:12 or LP:8) and to NP:8 with one-way ANOVA followed by Dunnett’s post-hoc test.
$p <0.05 $$p <0.01, $$$ p < 0.001 compared to NP:8 and " p < 0.10, £ p < 0.05, ££ p < 0.01, £££ p < 0.001 compared
to challenge model control.

3.2. Lactation Challenges Impact both Physiological Characteristics of Dam and Litter Compared to the Control
Group NP:8

As no global sex effect was observed for pups’ growth and milk flow variables, results from
the female and male offspring were pooled. Except for weight at delivery (similar for all groups,
mean of 348.4 + 5.2 g), every variable characterizing lactating dams, pups’ growth and milk flow was
significantly affected by both lactation challenges (Table 1).

In the litter size increase challenge, dam’s weight loss during the entire lactation period was similar
between NP:8 and NP:12 dams. Food and water intakes of lactating dams increased significantly
(+17%) in NP:12, compared with the NP:8 group. Similarly, the litter growth rate between L11 and L18
was significantly increased (+21%). The increase of litter size led to extra-uterine growth restriction
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(EUGR) in the offspring during the lactation period since pup growth rate was 20% lower in NP:12,
compared to the NP:8 litters. The enhancement in milk production with larger litter size remained
insufficient to cope with increased demand: although total milk production of NP:12 dams was 18%
greater than for NP:8 dams (p = 0.029), NP:12 pups’ milk consumption was 21% lower than in NP:8
pups (p < 0.001).

In the maternal protein restriction challenge, dam’s weight loss during the entire lactation
period was 4.6-fold greater for LP:8 than for the NP:8 (p = 0.002) group. Food and water intakes
of lactating dams were significantly decreased for LP:8 dams compared to NP:8 dams (—14% and
—40%, respectively). Similarly, litter and pup growth rates were significantly decreased (-53%) in LP:8
pups, confirming EUGR occurred in response to maternal protein restriction. The maternal dietary
protein restriction challenge was very effective since both values of total milk production, and milk
consumption by pups was much lower for the LP:8 group than for the NP:8 group (—44%).

3.3. Correlation between Milk Flow Variables, Pups’ Growth Variables, and Lactating Dams’ Intakes Variables

Pearson’s correlations were calculated between milk flow variables and lactating dam’s intakes
or pup’s growth variables. Total milk production was strongly correlated with litter growth rate
(Figure 3a), dams’ food (r = 0.86, p < 0.001) and water (r = 0.93, p < 0.001) intakes. Similarly, pups milk
consumption was strongly correlated with pup growth rate (Figure 3b).

_ 404 Pearsonr=0.93 a) __ 4+ Pearsonr=0.91 b)
o p < 0.001 % | p<0.001
o 30 Y =0.51*X-0.92 u] = 3 Y =0.51*X-0.08 8 2
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Figure 3. Correlation between pup growth and milk flow variables in three different conditions of
lactation physiology (NP:8, NP:12, and LP:8). (a) Correlation between total milk production and litter
growth rate from L11 to L18. (b) Correlation between pup milk consumption and pup growth rate
from L11 toL18. NP:8, 20% protein diet with 8 pups per litter; NP:12, 20% protein diet with 12 pups per
litter, and LP:8 groups, 8% protein diet with 8 pups per litter.

3.4. Determination of Galactologue Effect of Fenugreek in Two Models of Lactation Challenges

Fenugreek intake was close to 1 gkg BW-l.d™! for both supplemented groups (i.e.,
1.01 + 0.02 g kg BW=1.d~! for NPF:12 dams and 0.93 + 0.02 g.kg BW~!.day™! for LPF:8 dams), but
consumption was 7.8% higher in the NPF:12 group than in LPF:8 group (p = 0.018). Trigonelline was
measured in the diet as a marker of fenugreek content, and was 12.5 ug.kg~! and 14.9 pg.kg! for the
NPF:12 and LPF:8 diet, respectively ( SD1 ), leading to a slightly higher trigonelline intake for NPF:12
(1.99 + 0.05 mg.kg BW™!.day™!) than LPF:8 dams (1.73 + 0.04 mg.kg BW~l.day™).

In the litter size increase challenge, no significant difference was observed for NPF:12 dams
on delivery weight (367.0 + 11.1 g, p = 0.28), weight loss, or water intake during lactation when
compared to NP:12 dams (Table 1), although food intake was 13.1% higher in NPF:12 than NP:12
dams p = 0.001). However, when intake was reported to dam’s body weight, the difference in food
intake was no longer significant (153.8 + 2.1 and 161.0 + 3.6 g.kg~!.day~!, respectively). Moreover,
water intake of NPF:12 dams (163.9 + 3.7 g.kg~!.day~!) became significantly lower compared to NP:12
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dams (175.8 + 4.2 g.kg™'.d™!, p = 0.045), but was still significantly higher compared to NP:8 dams
(146.8 + 2.2 g kg "L.day~?, p = 0.008).

In this challenge, fenugreek promoted pup growth when comparing NPF:12 and NP:12 groups
(Figure 4a). This significant difference was observed from L12 (p = 0.022) to L18 (p = 0.002). However,
NPF:12 pups failed to reach the growth observed in NP:8 pups. The final weight gain of NPF:12
pups was increased by 10.6% compared to NP:12 pups but was 12.2% lower compared to NP:8 pups
(Figure 4b).
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40 -= NP:12 40 = LP:8
B |+ NPF:12 B+ LPFs
iso- a 30-
5, 20 §, 20
Y 3
= 10- = 101
0 L] T T 1 0 L] T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Lactation day Lactation day
$$ $3$
60- 4 b) 60+ n e)
—_— £ P —
- owr 2 &z
: 404 4 ..% [ ] a Aa 4 ‘_" 40 o® %;
g WL : o
-
g g =
y 204 = 20 4 - [ ]
= K=
Y m
2 2
o T T T T T T o T
&« S« S« S < & & R
Sex Sex
~# =0.09 ~ 8
__u £ p=009  ¢) 2 $58 _ss )
p'i; 1 cee ALA ¢ A Q 1 cee L
sl % "o o L c o1 = .
o ° oy %A ... # ﬁ' :_.o- . .:
‘5.4_ ? ‘A‘A 7} ALa 9.4- " -
5 " -~ 5 S =
g g " n®
S 21 8 21
x x
= 0 = 0
& < ® <
Sex Sex

Figure 4. Effect of fenugreek on pup growth and pup milk consumption in 2 models of lactation
challenges by litter size increase (a,b,c) or by maternal protein restriction (d,e,f). Weight gain during
lactation was represented in graphs (a) and (d). Values were mean of male and female pups’ weight
gain. Final weight gain at L18 was represented in graphs (b) and (e) and pup milk consumption
was represented in graphs (c) and (f) for both males (M) and females (F). Results were analysed with
two-way ANOVAs with group and day factors for graphs (a) and (d) and with group and sex factors for
other graphs. Pairwise comparisons were realised with Dunnett’s post-hoc test to compare fenugreek
supplemented groups to their challenge control and NP:8 and with Sidak’s post-hoc tests for sex factors.
£ p < 0.05 represented the significant difference between NPF:12 or LPF:8 and their own lactation
challenge model control. $$ p < 0.01 and $$$ p < 0.001 represented the significant difference with NPF:12
or LPF:8 and NP:8. # p < 0.05 represented the significant difference between male and female pups.
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Fenugreek promoted milk flow: total milk production was 16.1% higher in NPF:12 dams
(63.0 + 3.1 g.day™!), compared with NP:12 dams (p = 0.048) (Table 1). Milk consumption per pup also
tended to be higher (p = 0.059) with a greater increase for males (+17.7%, p = 0.028) than females
(+13.8%, p = 0.088), although no overall sex effect was observed (Figure 4c).

In the maternal protein restriction challenge, fenugreek had no effect on dam’s weight loss during
lactation, nor on water and food intakes when comparing with the non-supplemented group LP:8.
No significant difference was also observed for pup growth between LPF:8 and LP:8 groups neither for
growth rate (Table 1), nor for weight gain during overall lactation or at a specific day (Figure 4d,e).
Fenugreek had no effect on milk production (Table 1) and pups milk consumption (Figure 4f).

3.5. Fenugreek Enhances Milk Lactose and Trigonelline Content in the Litter Size Increase Challenge

In the litter size increase challenge, milk composition was similar between the NP:8 and NP:12
groups. Fenugreek had no effect on milk fatty acids (FAs), protein, and energy content, but led to a
27% increase in lactose concentration compared to NP:12 (Table 2). Every macronutrient flow was
significantly increased in the NPF:12 group compared to the NP:12 group (+29.6%, +49.1%, and +28.9%
for protein, lactose and FAs, respectively), leading to a 30.5% increase in energy flow for the NPF:12
group, while no difference was observed between the NP:12 and NP:8 groups.

The maternal protein restriction challenge had no significant effect on lactose and FAs
concentrations and energy of milk but resulted in a significant 16% decrease in protein concentration
(LP:8 vs. NP:8). Flow was significantly decreased for every macronutrient and for energy in the LP:8
group compared to NP:8 (—52.8%, —51.1%, —34.0%, and —38.9% for protein, lactose, FAs, and energy,
respectively). Fenugreek failed to induce a modification in macronutrient composition or energy
(in concentration and in flow) between LPF:8 and LP:8 milk.

Table 2. Effect of fenugreek on energy and macronutrient composition of milk and on energy and
macronutrient flows.

Lactation Challenges Control Litter Size Increase Maternal Protein Restriction
Experimental Groups NP:8 NP:12 NPF:12 LP:8 LPE:8
n 7 8 9 7 9
Macronutrient
concentration, g.L 7!
Protein 97.1 +49 91.7+15 98.3 +3.3 815+22*  774+215%
Lactose 30.1+19 29.4+12 37.4 + 0.9 $S££E 274+13 253 +1.1
Fatty acids 147.1+12.8 1294 +6.6 137.8 +7.2 174.3 +13.6 176.5 + 9.2
Energy, kcal.dL~! 1832+12.0 165.1+55 1783 + 6.9 200.4 +11.7 199.9 + 8.8
Macronutrient
flow, g.day~!
Protein 449+032 487 +0.26 6.31 + 0.41 %€ 2124012 206+ 0.12 5%
Lactose 1.38£0.09  1.60+0.12  238+0.10%5£££ 071 +0.04 **  0.68 + 0.06 $5%
Fatty acids 679 +0.66  6.81+0.31 8.78 + 0.53 3£ 448 +034*  472+042°%
Energy flow, kcal.day ™! 84.6 + 6.6 872+ 4.0 113.8 + 6.2 %9 ££ 51.6 + 3.0 *** +4.4 9%

Values were mean + SEM and were analysed by one-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test to compare all
groups of each lactation challenge. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 represented significant differences between
NP:12 or LP:8 and NP:8. £ p < 0.05, ££ p < 0.01, £££ p < 0.001 represented significant differences between NPF:12
or LPF:8 and their own lactation challenge control.$ p < 0.05, $$ p < 0.01, $$$ p < 0.001 represented significant
differences between NPF:12 or LPF:8 and NP:8.

Trigonelline concentration was measured in milk at L18 as a marker of fenugreek content. NPF:12
milk had a trigonelline concentration 17.1-fold higher than NP:12 milk (2575.6 + 132.9 nM and
150.3 + 22.9 nM, respectively, p < 0.001). Similarly, LPF:8 milk had a significant 5-fold increased
trigonelline concentration compared to LP:8 milk (2683.2 + 141.9 nM and 533.7 + 118.2 nM respectively,
p <0.001).
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3.6. Effect of Fenugreek on Metabolic Status of Dams and Offspring at Short and Long Term for the Litter Size
Increase Challenge

As fenugreek had a positive effect on milk production and quality only in the litter size increase
lactation challenge, the metabolic status of dams and offspring was assessed exclusively in the NP:§,
NP:12, and NPF:12 groups.

Dams’ metabolic parameters were determined in plasma sampled at L12 without a fasting period
and at L21 after a 4 h-fasting period (Table 3). Milk cholesterol, triglycerides (TGs), and glucose
concentrations rose significantly between L12 (mid lactation) and L21 (end of lactation). A larger rise
in cholesterol was observed in the NPF:12 group (+20,7%, p < 0.001) compared to the NP:12 group
(+5%), but no significant difference was observed between the NPF:12 and NP:12 groups, at both days
of lactation. Insulin concentration was significantly lower in the NPF:12 group than in NP:12 group
(—42.4%, p = 0,018) transitory at L12, but no significant difference was observed between the NPF:12
group and NP:8 group.

Table 3. Effect of fenugreek on metabolic parameters in dams’ plasma at L12 and L21 in the litter size
increase lactation challenges.

Groups Two-Way ANOVA
Parameter
NP:8 NP:12 NPF:12 Global Effects
n 8 11 11 Inter Group Day
Cholesterol, mg.dL_l
L12 101.3 + 6.0 21 94.6 +3.91 92.2 + 3.8l
L21 105.8 + 5.6 &1 99.2 +4.1 21 111.3 + 6.9 22 0.050 057 0.002
Triglycerides, mg.dL™!
L12 54.6 + 7.0 21 435 +2.8231 528 +5.21
L21 132.0 +16.6 22  189.9 +25.13P2 2243 +23.7b2 0.027 0.062 <0.001
Glucose, mg.dL™!
L12 125.1 + 6.4 21 120.6 £ 3.721 117.4 + 3.7 a1
L21 148.0 £ 3.122 150.7 + 6.5 22 144.7 £ 6232 0.72 0.62 <0.001
Insulin, ng.mL ™!
L12 0.60 + 0.09 &1 1.65 + 0.25 b1 0.95 + 0.26 &1
L21 0.68 + 0.06 &1 0.98 + 0.09 &2 0.94 +0.1521 0.12 0.004 0.2

Values were mean + SE and were analysed with two-way ANOVA with group and day factors and with repeated
values for day factor. ANOVA was followed by Tuckey’s post-hoc test for comparisons between groups and by
Sidak’s post-hoc test for comparisons between days. For each biomarker, different letters represented significant
differences (p < 0.05) between groups at each day and the difference between numbers represented significant
difference (p < 0.05) between days for each group.

As expected, trigonelline content was largely increased at L12 in NPF:12 dams’ plasma compared
to NP:12 (3258.7 + 200.4 nM and 464.3 + 78.5 nM respectively, p < 0.001).

Offspring’s metabolism was determined in the short (PND20) and long-term (PND60) when pups
reached early adulthood. Selected plasma parameters of lipid and glucose metabolism are presented
in Table 4. At PND 20, lactation challenge by litter size increase did not affect cholesterol, TGs, or
insulin concentration in offspring’s plasma, whereas it tended to increase glucose concentration (+7.5%,
p = 0.052) in the NP:12 group vs. the NP:8 group. At PND 60, it tended to a decrease TGs concentration
(—=17.8%, p = 0.10) mainly for males (-21.7%, p = 0.047). Fenugreek had no effect on glucose, insulin,
and TGs concentration although, at PND 20, a significant decrease in plasma cholesterol concentration
was observed in the NPF:12 group compared to the NP:12 group (—10.0%, p = 0.024), greater for female
(=11.8%) than for male (—8.1%). Fenugreek no longer had any effect on cholesterol concentration at
PND 60.
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Table 4. Effect of fenugreek on offspring’s metabolism in the short and long term.

13 of 21

Groups Two-way ANOVA
Parameter
NP:8 NP:12 NPF:12 Global Effects
PND 20 Inter Group Sex
n for each sex 8 22 11
Cholesterol, mg.dL~!
Male 1432 +10.121 1445+3931 132.8 +3.021
Female 1675+ 12431 1515+ 4.12ab1 1335+ 6.1 b1 0.225 0.005 0.039
Triglycerides, rng.dL‘1
Male 260.2 £39.221 2720 +21.121 258.8 + 56.3 &1
Female 2845 +46.131  267.8 +23321 235.0 + 35.9 &1 0.853 0.763 0-969
Glucose, mg.dL_1
Male 1571 +7431 1644 +3.8%1 164.5 + 3.5 1
Female 152.7 + 3.7 a1 168 +3.01 159.7 + 3.5 1 0.446 0.055 0.655
Insulin, ng.mL !
Male 0.19 £0.0421  0.35+0.052! 0.41 +0.09 &1
Female 028 £0.0421 041 +0.052! 0.46 + 0.07 &1 0.958 0.037 0.282
PND 60
n for each sex 10 22 16
Cholesterol, mg.dL™!
Male 76.8 + 2.5 a1 85.0 + 2.5l 81.5+212a!l
Female 84.8 +3.11 85.7 + 2.6 1 82.3 + 3,02l 0433 0.208 0.170
Triglycerides, mg.dL ™!
Male 1358 £11.731  106.4 + 7.0 b1 123.2 + 12.0 b1
Female 66.0 £3732 59545222 64.1 + 6322 0.3% 009  <0.001

Values were mean + SE and were analysed with two-way ANOVA with group and sex factors followed by Tukey’s
post-hoc test for comparisons between groups and by Sidak’s post-hoc test for comparisons between sexes. For each
biomarker, different letters represented significant (p < 0.05) differences between groups for each sex and different

numbers represented significant differences (p < 0.05) between sexes for each group.

Long-term glucose metabolism was assessed in offspring by OGTT only for NP:12 and NPF:12
groups (Figure 5). Before oral glucose gavage (T0), no significant difference was observed between
NPF:12 and NP:12 groups for plasma glucose and insulin concentrations, but females had significantly
lower concentrations than males (—25.0%, p = 0.014), greater in the NPF:12 group (—-37.1%, p = 0.064)
than in the NP:12 group (-17.4%, p = 0.33). After oral glucose gavage, no difference was observed in
glycaemia neither between sexes nor between groups (Figure 5a,b). Fenugreek decreased the insulin
area under curve (AUC) in NPF:12 compared to the NP:12 group (-38.4%, p = 0.004) (Figure 5d) and
this difference was greater for females (—60%, p = 0.044) than for males (-29.7%, p = 0.094). Insulin
peak was delayed in the NPF:12 (30 min) group compared to the NP:12 group (15 min) (Figure 5c).
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Figure 5. Effect of fenugreek on long-term glucose metabolism assessed by oral glucose tolerance test for
NP:12 and NPF:12 groups. At PND 60, after 6 h fasting, 2 g.kg’1 of glucose was injected to rats by gavage.
(a) Time course of glycaemia after glucose gavage; (b) area under curve (AUC) of glycaemia; (c) time
course of insulin concentration after glucose gavage; (d) AUC of insulin concentration. For NP:12,
n = 12 per sex and for NPF:12, n = 8 per sex. Values were mean + SEM and were analysed with
two-way ANOVA with group and sex factors followed by Sidak’s post-hoc test. $$$ p < 0.001 represents
significant difference between sexes and * p < 0.05 represents significant difference between groups.

4. Discussion

To the best of our knowledge, this study is the first to explore the effect of fenugreek on milk
production in a rat model. The effect on milk production, measured using stable isotope labelled water,
was assessed in two separate models of lactation challenge: (a) litter size increase from 8 to 12 pups,
and (b) maternal, perinatal dietary protein restriction (from 20% to 8%). We found that when dams
were under appropriate physiological conditions for lactation and confronted with a litter size increase,
fenugreek produced an increase in milk flow. In contrast, when dams were placed under inappropriate
physiological conditions of lactation following dietary protein restriction, fenugreek was ineffective.

4.1. Effect of Lactation Challenges on Pup Growth and Milk Production

First, we verified that litter size increase and maternal, perinatal protein restriction both led to
a decrease in milk consumption by the pups, resulting in Extra-Uterine Growth restriction (EUGR),
confirming that dams had difficulties producing milk sufficiently to meet the demand.

When litter size was increased from 8 to 12 pups, dams adjusted their milk production, suggesting
dams’ adaptations to the increased demand from pups. Indeed, the litter size increase led to a 21%
increase in litter growth rate, along with an 18% increase in milk flow. These results are in accordance
with those from Morag et al. [23] and Kumaresan et al. [30] who reported a 43% and 22% increase
of milk yield, measured by weight-suckle weight method, for a litter size increase from 9 or 8 pups
to 12 pups, respectively. However, this rise of milk production was not sufficient to compensate the
litter size increase, resulting in EUGR with a 26% lower overall pup weight gain, presumably due



Nutrients 2019, 11, 2571 15 of 21

to a 21% decrease in milk consumption per pup. Kumaresan et al. [30] found similar results, with a
20% decrease in milk availability per pup at L14 when litter size was increased from 8 to 12 pups,
and an 11% decreased in pup weight at L18 (31.1 g for 8 pups to 27.6 g for 12 pups) compared to the
18% decrease in our study (52.3 g for NP:8 and 42.9 g for NP:12 at L18). Our values of pup growth
and milk consumption are probably closer to physiological values than those of Morag et al. [23] and
Kumaresan et al. [30] as we considerably reduced the stress of dam/pup separation (from 8 h to 10 h in
these studies compared to 30 min in ours). These conditions in which the dams’ capacity to increase
milk production is preserved but insufficiently to produce optimal pup growth, as observed in a litter
of 12 or more pups, are likely the most suitable to test the effect of a galactologue compound [23,30].

In the other lactation challenge (maternal dietary protein restriction), we confirmed that 8%
perinatal protein restriction led to an EUGR due to an impaired ability of dams to produce milk. This
challenge led to a 44% reduced milk flow, confirming data from our earlier studies [22], and resulted
in impaired pup growth with a 42% decrease in pup weight gain at L18 (as already observed by
Bautista et al. [25] and Martin-Agnoux et al. [31]). The impaired ability of mothers to produce milk
suggests the dams’ physiological status was impaired due to undernutrition during gestation and
lactation. Indeed, during lactation, LP:8 dams exhibited a 4.5-fold greater weight loss than NP:8 dams,
which is a well-described consequence of nitrogen store depletion on milk-protein synthesis in states
of malnutrition [32,33]. We also observed a significant 36% reduction in mammary gland weight at the
end of lactation in the LP:8 group compared to the NP:8 group (5.73 £ 0.67 g for NP:8 vs. 3.67 + 0.75g
for LP:8 dams), as already reported in protein-restricted dams [32]. Finally, secretion of prolactin, the
principal hormone promoting milk synthesis, has been shown to decrease by 70% in the serum of dams
fed a low protein diet [32]. Altogether, these physiological changes contribute to a decrease in dams’
capacity to produce sufficient milk to meet the offspring requirement.

4.2. Correlation between Milk Flow, Pups’ Growth, and Lactating Dams’ Intakes of Food and Water

Secondly, we confirmed that the use of the water turnover method, with D,O values as mass,
reliably measures milk flow. When considering the three lactation models altogether, the changes in
total milk production were strongly correlated with litter growth rate (v = 0.93), and changes in milk
production and milk consumption accounted for at 87% and 82% of the change in growth rate in the
two models tested (Figure 3). As litter or pup growth rate and milk production or consumption are
expressed in the same unit (g.day '), the slopes of 0.51 with intercept close to 0 in both regression lines
suggest that the consumption of 1g of milk produced a weight gain of 0.51 g per day between L11
and L18. These results are also supported by the strong correlations between milk production and the
dams food and water intake (» = 0.86 and r = 0.91, respectively), representing the increasing needs of
the lactating mother for milk production with large litters [33]. Altogether these results suggest that
the water turnover method, with values of D,O mass, accurately measures milk production regardless
of the dam conditions.

4.3. Galactologue Effect of Fenugreek in Two Models of Lactation Challenge

In the litter size increase challenge, dietary supplementation of fenugreek at a dose of 1 g.kg='.d~!
increased milk flow by 16% and increased pup growth rate and final weight gain, by 9% and 11%,
respectively. The galactologue effect of fenugreek is consistent with the rise in milk production observed
in other mammals (+13% at a fenugreek dose of 2 g.kg™!.day~'in goat [18] and +18% at a fenugreek
dose of 270 mg.kg~!.d~! in buffalo [17]). Other authors found a stronger effect of fenugreek with a
42% greater pup growth at the end of lactation in rabbit (fenugreek dose of 0.5 g.kg~!.day™') [16]
and a 110% increase in milk yield in ewe (fenugreek dose of 1.2 g.kg™!.day™') [19]. The stronger
galactologue effects in the rabbit could be explained by the fact that they only nurse their litter once
a day [24], suggesting that pups have important growth with only a small milk intake. Otherwise,
in ewes, fenugreek supplementation is associated with greater crud protein and energy content in the
ration compared to the control group, which could also affect milk production.
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In contrast, in the maternal protein restriction challenge, fenugreek failed to affect pup growth
or milk production. Undernutrition likely produced profound alterations in global metabolism and
mammary gland development and function that could not be reversed by a galactologue.

The mechanisms underlying the impact of fenugreek in the litter size challenge raise many
questions. The reported increase in plasma prolactin and growth hormone may play an important
role [17,18]. Fenugreek might also act by allowing dams to maintain their weight during lactation.
Indeed, a significant correlation was found between dam mass and pup growth in rats [24]. Yet,
NPF:12 dams” weight at L11 was significantly higher than NP:12 dams (p = 0.021) although no
significant difference was observed at LO. Increased food intake in the fenugreek-supplemented
group likely played a minor role in maintaining dam weight since the increased energy intake barely
compensated for the increasing energy output that accounted for increased milk production. Thus,
fenugreek probably promotes energy storage, which in turn could positively affect the mother’s
lactation performance [24]. Finally, the effect of fenugreek may be mediated by trigonelline [15].
Indeed, a 7-fold rise in dam plasma trigonelline was observed following fenugreek supplementation
atl g.kg_l.day_l. Trigonelline is a precursor of niacin or nicotinic acid (B3 vitamin) involved in the
formation of nicotinamide adenine dinucleotide (NAD™") [34]. This coenzyme factor may play a key
role in various metabolic pathways such as i) ATP formation, via its reduction in NADH in glycolysis,
beta-oxidation, and citric acid cycle [35], ii) cell survival, as NAD™ is the sole precursor of PARP, a DNA
repair enzyme, and iii) transcriptional regulation as it is a main cofactor of sirtuins [36]. Thus, in the
mammary gland, an increase in trigonelline could increase NAD* content, and thus, enhance lactation
by promoting energy supply for milk synthesis, as well as mammary cell longevity and function.

4.4. Effect of Fenugreek on Milk Composition

A separate collection of milk secreted at the beginning and at the end of each suckling is not
feasible. Milk composition was assessed at L18, which corresponds to the end of the lactation period in
the rat. As rat milk composition changes during lactation [37], macronutrient composition reported at
L18 may not reflect day to day variations in milk composition during the entire period during which
the milk production was determined (L11-L18). As observed by earlier studies [38], the increase in
litter size did not alter milk macronutrient concentration. Fenugreek increased milk lactose by 27%,
whereas lipids and proteins remained unchanged. Discrepant results of fenugreek supplementation
on milk macronutrient content have been reported in the literature in several animal models (rabbit,
buffalo, goat, and ewe) [16-19]. However, lactose was the most affected by fenugreek, especially in
our model, and its concentration is increased in most cases [16,17]. The key osmotic regulatory role
of lactose on milk secretion could explain the positive effect of fenugreek on total milk production
through an increase in water flow from the mammary epithelial cells into the mammary secretory
vesicles and subsequently into the alveolar lumen [39].

Increasing litter size did not increase macronutrient and energy flow although milk flow was
significantly increased, suggesting that the increase in milk production was offset by a dilution of
macronutrients, likely due to the osmotic role of lactose. Indeed, NP:12 milk had the lower mean value
of protein, fat, and energy, leading to even lower intakes for the pups. In contrast, macronutrient
and energy flows were all increased when dams were supplemented with fenugreek suggesting that,
with the increase in total milk production, the activity of the synthesis pathways of the three milk
macronutrients was enhanced to maintain baseline concentrations. Further molecular investigations
would be needed at the mammary gland level to confirm this hypothesis. In terms of pups’ intake, the
increase in macronutrient and energy flow led to a similar intake of the three macronutrients by the
NPF:12 pups and NP:8 pups (Figure S2). As lactose concentration was increased in NPF:12 milk, the
mean lactose intake by NPF:12 pups was slightly, but not significantly larger than the lactose intake in
NP:8 pups. Larger lactose intake, however, did not allow NPF:12 pups to achieve the same growth rate
as NP:8 pups. This suggests that lactose is not the major nutrient that promotes pup growth. Moreover,
as the three macronutrients were consumed in similar amounts in both groups despite different growth
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trajectories, this suggests that micronutrients and/or other bioactive compounds of milk likely impact
pup growth. In the maternal protein restriction model, fenugreek had no effect on milk composition.
Once again, important modifications of milk composition due to maternal undernutrition [28] cannot
be overcome by fenugreek.

4.5. Effect of Fenugreek on Dams Metabolism during Lactation and on Short- and Long-Term
Offspring Metabolism

At mid-lactation, fenugreek did not modify dams’ plasma cholesterol, triglycerides, and glucose
concentrations as previously found in ewe [19] or in goat [21], suggesting that fenugreek did not alter
maternal blood metabolic biomarkers during lactation. However, plasma insulin concentration was
significantly increased in the NP:12 group and returned near to the baseline level in the NPF:12 group.
Among metabolic adaptations reported during lactation, mammary gland displays enhanced insulin
sensitivity while other tissues developed insulin resistance, leading to a redirection of energy substrates
toward the mammary gland [40]. These changes result in a decrease in plasma insulin concentration,
which is inversely related to milk production [41] and is consistent with the increased milk production
and lower insulin concentration observed in NPF:12 dams at L12.

Contrary to the overall lactation period, the suckling phase leads to a rise in plasma insulin
concentration [41,42]. Yet, plasma was sampled just after dam/pup separation, and pups were allowed
to suckle until separation. The greater number of pups in NP:12 litters compared to NP:8 litters
probably led to greater suckling, explaining the greater dams’ insulin level observed. All these results in
insulin must be relativized, knowing that at L12, dams’ plasma was sampled without a fasting period.

At the end of the lactation period, both cholesterol and triglycerides were greatly increased in
NPF:12 than in NP:12 dams’ plasma compared to mid-lactation, which could be explained by the
higher milk production of NPF:12 dams. Indeed, during lactation, the mammary gland becomes
the main site of lipogenesis with a rate 5-fold higher than in liver [33], which in contrast, increases
its hepatic cholesterol synthetic activity [43] and in detriment of adipose tissue, which exhibits an
increased lipolytic activity [33]. These changes are associated with a large rise in triglyceride and
cholesterol uptake from circulating chylomicrons in the mammary gland thanks to the increased activity
of prolactin-mediated lipoprotein lipase (LPL) [44]. At the end of lactation, the prolactin-mediated
LPL activity in the mammary gland drops rapidly [43], although lipolytic activity in adipose tissues
and cholesterol synthesis in liver persist for a while. This leads to higher plasma triglyceride [43]
and cholesterol concentration, which could presumably be further increased when milk production is
enhanced. This would be consistent with the differences observed in NP:12 and NPF:12 plasma and
with the larger rise in plasma triglyceride concentration in NP:12 dams compared to NP:8 dams.

Finally, the current study was the first to demonstrate the absence of adverse effects of dams’
fenugreek supplementation on offspring metabolism. In the short-term, only cholesterol plasma
concentration was decreased by fenugreek supplementation. Fenugreek is known to have a
hypocholesterolemic effect that has been attributed to the large amount of fibre in fenugreek seed [45],
or to steroid saponin such as diosgenin [15]. The effect of fenugreek on plasma cholesterol concentration
of the offspring in the short-term may be mediated by the consumption of these components in milk.
Indeed, milk trigonelline concentration increased 17-fold upon maternal supplementation, implying
many components of fenugreek appear in mothers’ milk. Alternatively, as pups begin to eat dams’
pellet food at the end of lactation, the hypocholesterolemic effect of fenugreek might be directly
mediated by solid food consumption. When fenugreek consumption stopped at L20, cholesterol
concentration became indistinguishable from those of control offspring at PND 60, suggesting only a
short-term hypocholesterolemic effect of fenugreek.

In the long run, no difference was observed between NPF:12 and NP:12 offspring in glucose
concentration after glucose gavage, although NPF:12 offspring had lower concentrations of insulin with
a delayed peak. Although a delayed peak of insulin is generally associated with insulin resistance [46],
it is often related to an increased glucose concentration and area-under-curve, which is not the case in
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our study. Conversely, the decrease in insulin area under curve could reflect greater insulin sensitivity,
and fenugreek is known to have antidiabetic properties [15], notably via the action of trigonelline [47].
The increased consumption of milk trigonelline by pups during lactation may help them to develop
higher insulin sensitivity in the short-term and thus favour long-term glucose metabolism. However,
despite the apparent absence of metabolic alterations, fenugreek should not be consumed by women
with asthma, digestive disorders, hypertension, heart cardiovascular disease, or hypothyroidism
because of its possible side effects [15,48].

5. Conclusions

The current study confirms the galactologue effect of fenugreek in another mammal model,
suggesting that this dietary supplement may be helpful in humans. We tested the capacity of dams
fenugreek to increase milk production and subsequent pup growth in two models of the lactation
challenges. The galactologue effect of fenugreek was confirmed, but only in the challenge by litter size

7

increase when dams had no physiological impairment in their ability to produce milk. In contrast, the
lack of effect of fenugreek under maternal dietary protein restriction suggests that fenugreek cannot
overcome the lactation impairment due to undernutrition. Thus, fenugreek supplementation might
enhance milk production in the case of insufficient maternal milk production, due to maternal stress,
difficulties in breastfeeding management, first parity, or when mothers are breastfeeding twins, but
fenugreek is unlikely to be effective in situations that affect lactation physiology, such as undernutrition
deficiency, mammary hypoplasia, and hormonal deregulation. Finally, we observed no adverse
metabolic effect neither on the dam at mid- and end-lactation nor on offspring, with preliminary
evidence that fenugreek might even enhance insulin sensitivity in the long run. The 16% increase in
milk production, thanks to fenugreek, is of significance and clearly warrants the design of clinical trials
in breastfeeding women
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Composition Experimental diets
(8/100g dry matter) 20%. 20% protein 8%. 8% protein
protein + fenugreek  protein + fenugreek
Cellulose 5.00 4.97 5.00 4.96
HCI Casein 20.00 19.87 8.00 7.94
L Cystine 0.30 0.30 0.30 0.30
AIN93G Mineral Mix 3.50 3.48 3.50 3.47
AIN93Vx Vitamin Mix 1.00 0.99 1.00 0.99
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25 0.25
TBHQ 0.0014 0.0014 0.0014 0.0014
Maltodextrin 13.20 13.11 15.72 15.60
Corn starch 39.75 39.48 47.32 46.94
Granular sugar 10.00 9.93 11.91 11.82
Corn oil 7.00 6.95 7.00 6.94
Fenugreek seed dry extract 0.00 0.67 0.00 0.79
Moisture (g/100g diet) 7.0 7.0 7.0 7.0
Energy (kcal/g) 3.76 3.73 3.76 3.73
Trigonelline content (ug/g diet) 0.1 12.5 0.2 14.9

Table S1: Composition and characteristics of the experimental based on AIN-93G diets.

Lactation challenge Control 12 pups per litter 8% protein perinatal diet
Groups NP:8 NP:12 NPF:12 LP:8 LPF:8

Observations, n 7 10 10 8 9

TBWd, g 2454+ 8.2 2404+7.4 261.9+7.7 225.8+9.1 230.8+3.1

TBWd, % 72.9+0.8 71.9+0.8 73.5+0.8 72.0+13 72.4+0.9
Observations, n 8 11 11 8 9

K31, h'l.103 3.92+£0.12 464 +0.14 5.00£0.17 246 £0.10 2.38+0.12

FSD, % 2.08 £0.21 2.83+0.38 2.64+£0.27 4.07 £ 0.75 2.60+£0.47

K42, ht103 3.86+0.13 4.81£0.16 5.01+£0.15 2.48 £0.10 242 +£0.11

FSD, % 242 £0.34 3.09+£0.42 2.77 £0.28 3.61+£0.47 2.56 £0.50

Table S2: Model coefficients for measurement of milk flow by water turnover method.

TBWd corresponds to the total body water of dams expressed in g or based on dams’ weight (%). K31 and K42
are the output flow constants from dam to its male litter and from dam to its female litter respectively. FSD is
calculated for each individual and corresponds to the accuracy in determination of the flow constants with the
fitting model. Milk flow is calculated by multiplying flow constant by TBWd in g. Values are mean + SEM for each

group.
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2. Article 2 : Le fenugrec stimule ’expression de génes impliqués dans la
synthése des macronutriments du lait maternel et améliorerait sa
production a travers la modulation de I’axe insuline/GH/IGF-1 et la
sécrétion d’ocytocine

2.1 Contexte

Dans notre étude précédente, nous avons mis en évidence 1’effet galactagogue d’une
supplémentation nutritionnelle en fenugrec, a dose physiologique de 1 g/kg/j, dans un modele
de rate allaitant une grande portée de 12 ratons. L’augmentation de la production de lait était
associée a une croissance plus importante de la descendance et a une absence d’effet
métabolique delétére apparent. Ces résultats mettent en avant le potentiel du fenugrec a étre
utilisé comme composé galactologue a destination des femmes en difficulté de lactation.
Cependant, les mécanismes exacts conduisant a cette modulation de la production de lait restent
largement méconnus et doivent élucidés avant de recommander 1’utilisation du fenugrec chez
les femmes allaitantes. Parmi les nombreux effets thérapeutiques du fenugrec, plusieurs
pourraient étre a ’origine d’un effet lactogéne, comme son effet orexigénique, sa capacité a
augmenter la sécrétion d’hormones lactogénes comme la prolactine, la GH, I’insuline ou les
cestrogenes, son effet ocytocique ou encore son effet antioxydant. Cependant, ces effets ont
majoritairement été observés chez 1’adulte en dehors de la période de lactation et il est donc
pertinent de rechercher quels sont les determinants moléculaires majeurs impliqués dans la
modulation de la production de lait par le fenugrec.

2.2. Objectifs
Les objectifs de cette deuxieme étude étaient de :

- confirmer I’effet galactagogue du fenugrec sur une nouvelle série de manipulations ;

- déterminer si la supplémentation en fenugrec pendant la lactation impacte 1’expression
des génes responsables de la synthése des macronutriments du lait et de sa régulation au
niveau de la glande mammaire et de ’hypophyse ;

- déterminer si I’action du fenugrec évolue entre le milieu de la lactation et le debut de

I’involution.

2.3. Protocole expérimental

De I’étude précédente (Article 1 : paragraphe 1.3), nous avons conservé et utilisé les
groupes challengés avec une grande portée de 12 ratons et sous régime contréle supplémenté
avec 1g/kg/j de fenugrec pendant la lactation (FEN) ou non supplémentés (CON). Au cours de
cette expérimentation, appelée Xpl, des prélevements d’hypophyses et de glandes mammaires
inguinales gauches ont été réalisés au 21°™ jour postnatal correspondant au premier jour
d’involution (Inv1l). Deux nouvelles séries d’expérimentation, appelées Xp2 et Xp3 par la suite,
ont été realisées de facon similaire, avec 5 ou 6 méres par groupe. Des prélevements de lait ont
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été réalisés aux 11°™ et 18°™ jours de lactation (L11 et L18) ainsi que des prélévements de
sang, de glandes mammaires et d’hypophyses, a L12 et L18, dans les séries Xp2 et Xp3,
respectivement. De plus, dans la série Xp2, une mesure de production de lait par enrichissement
au deutérium a été réalisée entre L11 et L18. L’expression de 52 genes impliqués dans la
synthese du lait et sa régulation a été mesurée par RT-PCR dans les glandes mammaires et les
hypophyses a L12, L18 et Invl. La concentration plasmatique en hormones lactogenes a été
mesurée par ELISA.

2.4, Résultats

Les résultats de la série Xp2 ont confirmé 1’effet galactagogue du fenugrec avec une
augmentation de la croissance des ratons de 7.1% (p = 0,029) et une augmentation de la
production de lait de 15% (p = 0,016) lorsque les résultats des séries Xp1 et Xp2 ont été analysés
ensemble. L’expression des génes a été tres fortement modulée au cours de la lactation (forte
séparation des individus selon le temps de lactation en analyse en composante principale
(ACP)). Trois motifs principaux d’expression temporelle des génes sont apparus au cours de la
lactation : des génes, représentés par Prir, dont I’expression était similaire a L12 et L18 mais
diminue fortement a Invl (cinétique 1), des genes représentés par Insr, dont 1’expression
augmentait entre L12 et L18 et diminuait fortement a Inv1 (cinétique 2) et des genes représentés
par 1gfr, dont I’expression était similaire entre L12 et L18 mais augmente a Inv1 (cinétique 3).
Dans la glande mammaire, les génes impliqués dans la synthese des macronutriments du lait et
surexprimeés dans le groupe FEN, étaient associés a la capture et la synthese d’acides gras (Lpl,
Fasn, Acaca, Fabp3), a la synthese de lactose (Glutl, Ugp2, B4galtl, Lalba), a la synthése
protéique (Lalba, Csn2) et au métabolisme énergétique (Cptla, Acads, Cs). L’expression de
tous ces genes a été principalement sur-régulée a L12, d’un facteur 1,95 pour Lpl (p = 0,029) a
un facteur 3,84 pour Cptla (p = 0,004). De plus, les génes Mtor, Lxra et Igflr, impliqués dans
la régulation de la synthese des macronutriments du lait, ont également été surexprimés dans le
groupe FEN et la encore principalement a L12. De plus, Insr et Ghr avaient également tendance
a étre surexprimés dans le groupe FEN. Au niveau de I’hypothalamus, seuls les genes Oxt (p =
0,007) et C3 (p = 0,006) ont été significativement surexprimés dans le groupe FEN par rapport
au groupe CON. Finalement, au niveau du plasma, la supplémentation en fenugrec a tendu a
augmenter la concentration en cestrogenes (p = 0,082), particulierement a Invl (+36%,
p = 0,056) tandis que la concentration en insuline a été significativement augmentée a L12
(+77%, p = 0,043).

2.5. Conclusions
Cette deuxiéme étude nous a permis de confirmer ’effet galactagogue du fenugrec sur
la production de lait maternel par une mesure directe et au niveau moléculaire. En effet, au
niveau de la glande mammaire, les principaux génes impliqués dans la synthese des
macronutriments du lait étaient surexprimés dans le groupe supplémenté en fenugrec. En
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absence de supplémentation, la cinétique des génes codant pour les principales protéines du lait
présente une surexpression a L18 suggérant un pic de lactation standard, chez la rate, proche de
L18. La supplémentation en fenugrec décale le pic de surexpression des genes de synthese des
macronutriments & L12 ce qui suggére qu’elle accélérerait la mise en place d une production de
lait intense dés la moitié de la lactation. De plus, ces genes sont légérement surexprimeés a Invl
suggérant que le fenugrec maintiendrait également la production de lait plus longtemps, en
ralentissant son inhibition lors du premier jour d’involution. Le fenugrec semble agir, avant
tout, via une modulation de 1’axe insuline/GH/IGF-1, qui conduirait & une augmentation de la
sensibilité de la glande mammaire a ces hormones. Ces changements auraient pour origine une
stimulation de la sécrétion d’insuline par les cellules B-pancréatiques en lien avec I’effet
hypoglycémiant attribué au fenugrec. Cela conduirait a une stimulation de la synthése de
protéines, de lactose, de lipides et d’énergie (B-oxydation), majoritairement régulés par la voie
AKT/mTOR (protéines et lactose) et le facteur de régulation LXRa (lipides et énergie). En plus
de favoriser la synthese du lait au niveau de la glande mammaire, le fenugrec favoriserait son
éjection via une stimulation de la sécrétion hypophysaire d’ocytocine qui active la contraction
des cellules myoépithéliales mammaires.

2.6. Valorisation
Cette étude a fait I’objet d’une publication acceptée dans le journal en acces libre Genes
publié par MDPI :

Sevrin, T.; Boquien, C.-Y.; Gandon, A.; Grit, I.; de Coppet, P.; Darmaun, D.; Alexandre-
Gouabau, M.-C. Fenugreek Stimulates the Expression of Genes Involved in Milk Synthesis and
Milk Flow through Modulation of Insulin/GH/IGF-1 Axis and Oxytocin Secretion. Genes 2020,
11, 1208.
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Abstract: We previously demonstrated galactagogue effect of fenugreek in a rat model of lactation
challenge, foreshadowing its use in women breastfeeding management. To assess longitudinal
molecular mechanisms involved in milk synthesis/secretion in dams submitted to fenugreek
supplementation, inguinal mammary, pituitary glands and plasma were isolated in forty-three rats
nursing large 12 pups-litters and assigned to either a control (CTL) or a fenugreek-supplemented
(FEN) diet during lactation. RT-PCR were performed at day 12 and 18 of lactation (L12 and L18)
and the first day of involution (Inv1) to measure the relative expression of genes related to both milk
synthesis and its regulation in the mammary gland and lactogenic hormones in pituitary gland.
Plasma hormone concentrations were measured by ELISA. FEN diet induced 2- to 3-higher fold
change in relative expression of several genes related to macronutrient synthesis (Fasn, Acaca, Fabp3,
B4galt1, Lalba and Csn2) and energy metabolism (Cptla, Acads) and in IGF-1 receptor in mammary
gland, mainly at L12. Pituitary oxytocin expression and plasma insulin concentration (+77.1%) were
also significantly increased. Altogether, these findings suggest fenugreek might extend duration of
peak milk synthesis through modulation of insulin/GH/IGF-1 axis and increase milk ejection by
activation of oxytocin secretion.

Keywords: fenugreek; galactagogue; milk synthesis; gene expression; lactating mammary gland,
pituitary gland, insulin, oxytocin

Abbreviations: GH: growth hormone; IGF-1: insulin-like growth factor 1, GHR: GH receptor;
IGF1R: IGF-1 receptor; INSR: insulin receptor; PCA: principal component analysis; PLS-DA: partial
least square discriminant analysis; AKT: serine/threonine kinase; mTOR: mechanistic target of
rapamycin.

1. Introduction

The World Health Organization recommends exclusive breastfeeding for infants up to 6 months
of age, based on evidence of its clear health benefits on mother-infant dyad [1-3]. Yet 6 months after
delivery, less than 40% of mothers are still breastfeeding in several high-income countries of North
America and Europe [4]. Although the early cessation of breastfeeding is multifactorial [5], the
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perception that their milk secretion is insufficient to support adequate infant growth is reported by
about 35% of lactating women [6,7]. Though perceived milk insufficiency due to psychological issues
likely is more frequent than true insufficient milk secretion [5,8], the latter can result from many
causes, ranging from true physiologic inability to lactate (5% of the cases ) to suboptimal
breastfeeding management [8,9]. It is well established that mother milk production can often be
increased through psychological support or maternal breastfeeding counseling [5,9]. Nevertheless,
more and more healthy mothers try to enhance their milk supply by taking various nutritional
supplements [10] presumed to have a galactagogue effect.

In the absence of a reference galactagogue molecule, the use of plant extracts has grown rapidly
[10] with nowadays 15% to 25% of mothers using herbal remedies to increase their milk supply in
Western countries [11,12]. Fenugreek is the most consumed, accounting for 50% of the plant extracts
taken during breastfeeding [11], although strong evidence of its effectiveness and safety is scarce
[11,13]. In a recent study using the deuterium oxide enrichment method to accurately measure milk
secretion in a model of rat nursing large litters [14], we found that dietary fenugreek at a dose of
1g/kg body weight/day increased milk production by 16% and offspring growth by 11% without any
evidence for adverse metabolic effect on either dams or offspring [15], demonstrating a promising
potential of fenugreek in the treatment of breastfeeding deficiency. However, the mechanisms
underlying its effect remain poorly understood [16] and decipher the targets of fenugreek in the
lactation process should allow initiating careful support to mothers with lactation difficulties.

Milk production is mainly achieved by complex interactions signals both from endocrine
pathway and the local mammary gland environment. Indeed, in response to nipple areola
stimulation during suckling, a nervous message is sent to the hypothalamus that stimulates the
secretion of both, prolactin and oxytocin, the main milk secretory hormones, at the pituitary level.
Prolactin stimulates the synthesis of main milk macronutrients by binding to its receptors located on
the surface of lactocytes (milk secretory cells). Oxytocin stimulates milk ejection by inducing the
contraction of myoepithelial cells surrounding mammary secretory alveoli [17,18]. Insulin also plays
an essential role by stimulating mainly protein and lactose synthesis in the mammary gland [19].
Finally, growth hormone (GH) and its effector insulin-like growth factor 1 (IGF-1), and thyroid
hormones can stimulate milk production directly in the mammary gland or by redirecting the
nutrient flow toward breast tissues [20-22].

Among the therapeutic properties of its numerous bioactive constituents [23-25], such as
trigonelline or diosgenin, fenugreek may increase prolactin secretion [26] due to an estrogenic action,
which decreases the secretion of dopamine (a prolactin secretion inhibitor) in the hypothalamus [26-
28]. Fenugreek may also increase food consumption through inhibition of leptin secretion [29]. Some
fenugreek constituents had also been shown to increase GH secretion by rat pituitary cells [30]. In
addition, fenugreek is a well-known hypoglycaemic agent [25] due to its capacity to increase insulin
secretion by p-pancreatic cells [24]. Finally, fenugreek is rich in antioxidant compounds [24,25] that
could sustain an optimal mammary gland function. We hypothesized that fenugreek may increase
milk production through an effect on the regulation of lactation.

The objectives of the present study were i) to determine whether fenugreek impacted genes
responsible for the synthesis of milk constituents and milk production, particularly candidate genes
present in mammary and pituitary glands and responsible for the regulation of lactogenesis and milk
ejection; (ii) to determine the time course of the observed effects on the candidate genes at 3 time
points: mid-lactation, late lactation and early mammary gland involution.

2. Materials and Methods
2.1. Animal experiment

2.1.1. Housing and diets

Pregnant Sprague-Dawley rats, purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France) at
first gestational day (G1), were housed individually in cages with wood chips located on ventilated
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racks kept at a constant temperature of 22 + 1°C and at a relative humidity of 50 + 3%. Cages were
placed in a room with a fixed 12h light-dark cycle (light from 7:00 a.m. to 7:00 p.m.). Pregnant rats
had access to water and food ad libitum.

During gestation, every dam received a control diet (CTL) based on AIN-93G diet with 20 g
protein per 100 g of food. At parturition (G21 = L0), dams received ad libitum either the control diet
(CTL) alone or the CTL diet supplemented with dry water extract of fenugreek seeds (Plantex, Sainte-
Genevieve-des-Bois, France) (FEN) at 1 g/kg body weight/day as previously described [15]. The diets
were manufactured by the “Unité de Préparation des Aliments Expérimentaux” (INRA-UPAE, Jouy-
en-Josas, France).

2.1.2. Experimental design

The experimental protocol was approved by the Animal Ethics committee of Pays de La Loire
and registered under reference (protocol APAFIS 2018121018129789) (Angers, France, 10/12/2018).
All animal procedures were carried out in accordance with current institutional guidelines on animal
experimentation in the EU (directive 2010/63/EU), in France (French Veterinary Department— A44276)
and the French Ministry of Research in compliance with the commonly-accepted “3Rs”.

Gestation  Delivery Lactation Weaning
l_‘_\ I . 1
G1 G21 L1 L1 118 120 PND21
[ I I I I I =
r , Invl
. CTL diet = CTL (=11
CTL diet 12 pups (®=11) | |
= er .
Xp1- @=22) lilt)‘ter, FEN diet (CTL diet + fenugrek 1 gkg/d) = FEN (n=11) |
sex ratio L Y |
1 Milk flow Milk Dams’ plasma and
L measurment sampling tissue sampling
[ | | | 118

CTL diet 12 pups CTL diet = CTL (n=6)

Xp2 A =1 ter FEN diet = FEN (u-6) |
sex ratio ! Y d
1/1 Milk flow Milk Dams’ plasma and
L measurment sampling tissue sampling

. CTL diet = CTL @=5
CTL diet 12ppelips o=
Xp3 Gl liter. FEN diet = FEN (=6)
sex ratio |
sampling tissue sampling

Figure 1: Experimental design: three series of animal experiments (Xp1, 2 and 3) were carried out, all with
dams receiving either control (CTL) or fenugreek-supplemented diet (FEN), with different period of sampling
for each experiment. G, L, PND and Inv correspond to the day of gestation, lactation, post-natal and involution
days, respectively. Milk flow was measured by deuterated water enrichment method [14,15] between L11 and
L18. Tissues sampled were mammary and pituitary glands.

The study consisted of a succession of 3 separate experiments (Xp1, Xp2 and Xp3) with 22, 12
and 11 individual litters respectively, as shown in Figure 1. In the three experiments, all dams
received CTL diet during gestation. Delivery occurred at G21 also considered as day 0 of lactation
(LO) and dams were randomly assigned either to CTL or FEN diet throughout lactation. Pups were
pooled by sex and randomly adopted by CTL or FEN dams. Litters were homogenized to 12 pups
with a sex ratio of 1/1 and balanced weight of 84 + 2 g (Figurel). The 3 experiments differed by the
time at which animal follow up was stopped: post-natal day 21 for Xp1, L18 for Xp2, and L12 for Xp3.
In Xp1 and Xp2, milk flow between dams and their pups was recorded between L11 and L18 using
deuterated water enrichment method and milk sample was collected at L18. In the Xp1, previously
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described [14], pups were weaned at L20 to start the involution phase for dams” mammary glands.
At post-natal day 21 also assimilated to first involution day (Invl), dams were fasted for 4 hours
before sacrifice and sampling of plasma and tissues. In Xp2, after milk sampling at L18, food and
pups were removed from the cage for 2h30 and 1h respectively before the beginning of dams sacrifice
to avoid bias linked to hormone secretion during suckling. Finally, in Xp3, milk was sampled at L11
and dams were sacrificed at L12 after 1h30 fasting and 1h removal of pups (Figurel).

2.1.3. Dam-litter dyad follow-up and milk flow measurement

Throughout lactation period, the dam weight, food and water consumption and total litter
weight were recorded every two days from LO to L11, and every day from L11 to L18. Pup weight
was calculated as litter weight divided by litter size (12) and weight gain by subtracting weight al LO
from daily weight.

Milk flow was measured by the water turnover method as previously described [14, 15]. Briefly,
at L11, after 4%, isoflurane anesthesia, mothers received an injection of 4.92 + 0.10 g/kg body weight
D20 (99.9 mole % D2-enrichment, Sigma-Aldrich, Lyon, France) into a tail vein. Plasma samples were
collected from dams by tail snip from L11 to L15 and pooled urine samples from their own whole
litters were collected from L12 to L18 by stimulating lower belly with iced cotton bud. The D20
enrichment of both plasma and urine samples was measured using the Fourier Transform infrared
spectrophotometer Alpha II® (Brucker, Rheinstetten, Germany). Milk flow calculation was
performed using a bi-compartmental model [15] as no significant intra-litter sexual dimorphism was
observed in previous experiments [14]. Flow constants of the model (h') were then determined with
the SAAM II® software (The Epsilon Group, Charlottesville, USA) and the dams’ total body water
(g) using the intercept of dams D20 concentration curve. The water flow, from dams to their own
litter (g/h) was calculated as the product of total body water by flow constant from dam to the litter,
and was expressed in g/day by multiplying by 24.

2.1.4. Milk, plasma and tissue sampling

After 20 min dam/pups separation and intraperitoneal injection of oxytocin (1 unit of
Syntocinon®; Sigma-Tau, Ivry-sur-Seine, France) to stimulate milk ejection, dams were anaesthetized
with 4% of isoflurane, and milk was manually collected and stored at —20 °C until analysis. Blood
samples were collected before animal sacrifice via intra-cardiac puncture and placed into EDTA tubes
(Pfizer-Centravet, Plancoét, France), centrifuged at 1,132 g for 15 min at 4°C, and plasma were stored
at -20°C until analysis. Dams were sacrificed by intra-cardiac injection of 0.5 mL Exagon® (Richter
pharma, Wels, Austria). Left inguinal mammary gland and pituitary gland were removed, sampled
and immediately frozen in liquid nitrogen before storage at — 80°C.

2.2. Determination of gene expression in mammary and pituitary glands using RT-qPCR
2.2.1. RNA extraction and purification

The entire pituitary gland (weight 19 + 5 mg) or 28 + 8 mg (mean + SD) of the inguinal mammary
gland were placed into 2 ml Eppendorf tubes with glass beads in carbonic ice, were then crushed
using Precellys Evolution Homogenizer® (Ozyme, Saint-Cyr I’Ecole, France) at 4,000 rpm for 1 min.
Total RNA was isolated from each tissue sample and purified following the NucleoSpin®
RNA/Protein (Marchery-Nagel, Diiren, Germany) extraction/clean up protocol. RNA was eluted in
60 pL or 100 pL of RNase-free water. RNA concentration was measured at 260 nm and sample quality
determined by ratios 260/280 nm and 260/230 nm (Table S1) using a NanoVue Plus® (GE Healthcare,
Little Chalfont, UK). As both ratios were in the range of 2.0-2.3, this guaranteed of sufficient pure
RNA with low contamination by proteins and extraction solvents [31].
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2.2.2. Reverse Transcription (RT)

Complementary DNA (cDNA) was prepared from 1.5 pg of purified total RNA using SuperScript®
IV reverse transcriptase (Invitrogen, Villebon-Sur-Yvette, France) according to manufacturer
instructions. Moreover, some samples were randomly chosen to perform negative RT (RT-) by
replacing SuperScript® IV by water, to verify the absence of non-specific cDNA amplification in
samples. Reverse transcription was performed with a SimplyAmp® thermal cycler (Applied
Biosystem, Villebon-Sur-Yvette, France) with thermal protocol of 23 °C for 10 min, 50 °C for 10 min
and 80 °C for 10 min. Finally, the cDNA obtained were diluted to 1:40 before quantitative analysis.

2.2.3. Primers design and validation

A total of 54 genes linked to milk constituents secretion and its regulation and lactogenic
hormones secretion were studied [19,32,33] (Table A1). Primer pairs used for qPCR were designed
based on the sequence obtained from the online NCBI gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)
and using PerlPrimer v1.1.21 software [34] according to the following parameters: primer melting
temperature ranging from 58 to 62 °C with a maximal difference of 2 °C, amplicon size ranging from
100 to 150 bp, primer length ranging from 20 to 24 bp, span intron/exon boundary and overlap
intron/exon boundary by 7 bases to avoid the possibility of genomic DNA contamination. The
selected primers had, if possible, no expandable dimer and a total dimerization with the lowest
possible force (dG <3). Then, to check for their selectivity and the absence of potential genomic DNA
amplification, selected primers were blasted using Primer-BLAST of NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi), against Rattus Norvegicus “Refseq mRNA” and
“Refseq representative genome”. Finally, all the primers were validated by measuring their efficiency
(E) to amplify mammary gland or pituitary gland cDNA and by ensuring they did not amplify RT-.
Efficiency was measured by preparing a pool of all samples of 1:40 dilution of cDNA which was then
serially diluted 5-times to 1:2. The curve of Cq function of logx(dilution) was linearly fitted and PCR
efficiency (E) was calculated according to the following formula:

E (%) = (2¢1/s0p) -1) x 100

Sample cDNA amplifications were compared to the five RT- amplification by calculating ACqwr-
)= mean Cqr) — mean Cqample), setting a Cq values of 50 assigned in case of no amplification (Table
§1). All genes with their official symbol (NCBI), main functions, primer sequences, amplicon length
and efficiency are listed in Table Al. Overall, the mean amplicon size was 124.7 + 28.6 (mean + SD).
For mammary and pituitary glands, efficiencies were greater than 90 and ACqwr,) greater than 10
indicating good amplification capacity and negligible genomic DNA amplification.

2.2.4. Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) analysis

The qPCR was executed in Hard-Shell® 96-well PCR plates (Bio-Rad, Marne-la-Coquette,
France) on a CFX connect™ Real-Time PCR detection instrument (Bio-Rad). Reactions were
performed with a total volume of 15 uL including 5 pL of 1:40 dilution of cDNA, 250 nM of forward
and reverse gene-specific primers and iTAQ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad). The qPCR
conditions were as follows: initial denaturation at 95°C for 5 min followed by 40 cycles of 95°C for 10
s, 60°C for 30 s and 72 °C for 10 s. To check the specificity of PCR products, a melting curve was
performed by increasing temperature from 65°C to 95°C with a 0.5°C increment and 10 s per step.

Relative gene expression was calculated using the 2-44¢ method as previously described [35].
For mammary gland, arithmetic mean Cq of three housekeeping genes (HKG): Actb, Uxt and Rps9
was used to calculate ACq (Cqcene of interest — CHousekeeping genes). Actb is a classically used HKG while Uxt
and Rps9 are known to be very stable genes in lactating mammary gland [36,37]. For pituitary gland,
arithmetic mean Cq of Actb, Vcp and Rps9 was used as HKG to calculate ACq. Vep was shown to be
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very stable in the brain in an RNAseq study of the lab (unpublished data) and the Cq values of the
three genes were strongly correlated (r from 0.68 to 0.81). AACq values (ACqTarget group — ACqReference group)
were calculated using CTL diet at L12 as reference group to highlight the gene expression evolution
over lactation period. Values of ~AACq were considered to be representative to the Log2(Fold change)
assuming that mean primer efficiency was close to 100% and relatively similar between genes (CV of
4.7% and 5.9% in mammary and pituitary glands, respectively). Finally, fold change expression of
FEN diet was calculated for each lactation period with 2-24C4 formula using for each day CTL diet as
reference group.

2.3. Enzyme Linked Immun-Sorbent Assay (ELISA) of lactaogenic hormones in dam plasma

Insulin (Rat Insulin ELISA kit®, ALPCO, Salem, USA), IGF-1 (ELISA kit for Insulin Like Growth
factor 1, Cloud-Clone Corp., Katy, USA), prolactin (Prolactin rat ELISA, Demeditec Diagnosis GmbH,
Kiel, Germany) and leptin (Rat Leptin ELISA Kit, Merck Milliport, Burlington, USA) were measured
in dams’ plasma, following manufacturers’ instructions. Plasma was diluted to 1:10 for prolactin
assay and to 1:100 for IGF-1 assay. Optical density was read using a microplate reader Varioskan
Lux® (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

2.4 Statistical analysis

To study the global imapct of fenugreek on genes responsible for milk synthesis and
regulation in the mammary gland, multivariate analysis was performed, using SIMCA P® version
15.02 (Umetrics AB, Kinnelon, USA). The unsupervised Principal Component Analysis (PCA) and
the supervised Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) were used [38] to cluster the
mammary gland samples based on the selected gene expression profiles (-AACq values). PCA
reduced the large set of variables (43 genes) into two principal components (PCA 1 and 2). PLS-DA
enhanced the separation between the dietary groups (CTL and FEN) by summarizing the data into a
few latent variables that maximized covariance between the response (dietary group) and the
predictors (gene expression). The performance of the PLS-DA models was evaluated by the
proportion of the total variance of the variables explained by the model (R2(X)), the proportion of the
total variance of the response variable (dietary group) explained by the model (R2(Y)); the prediction
ability of the model reflected by both a 7-fold cross-validation of the data (Q2) and the reliability of
the PLS-DA model based on an ANOVA assessment of the cross-validatory predictive residuals (p-
value of CV-ANOVA) of the model. The corresponding loading plot was used to determine the genes
most responsible for separation in the PLS-DA score plot. Based on the PLS-DA results, genes were
plotted according to their importance in separating the dietary groups in PLS-DA score plot and each
gene received a value called the variable of importance in the projection (VIP). The variables with the
highest VIP values (above 1) were the most powerful group of discriminators involved in the
separation of CTL and FEN groups. Finally, in order to highlight diet-specific effect on mammary
gland gene expression, lactation time effect was masked by building new PCA and PLS-DA models
on a global matrix of normalized variables obtained using mean centering and standardization of
variables by lactation point.

For univariate analysis, parametric tests were favoured to maximise statistical power, as the
Student’s test used for diet comparison. Their validity was admitted as the residual distribution of
variables was not signicantly different from normal distribution according to Shapiro-Wilk test and
variance was homogenous accoding to Brown-Forsythe test. Relative genes expressions in tissues and
plasma hormone concentrations were analysed using two way ANOVA with diet and period factors
followed by Tukey’s post-hoc test for period pairwise comparisons (3 levels) and Sidak’s post-hoc test
for diet pairwise comparisons (2 levels) as suggested by Kim [39]. Values of ~AACq were chosen for
statistical analysis of gene expression because distribution of ~AACq values, unlike that of 2-44Cq
values, was similar to normal distribution that enabled the use of parametric tests [40,41]. To
determine the strength of the link between two variables, Pearson’s correlation test was used. All
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univariate tests were performed with the GraphPad prism® software (San Diego, USA), version 6. In
all tests, p <0.05 was considered as statistically significant.

3. Results

3.1. Fenugreek supplementation enhances lactation performances in a model of rat nursing a large litter

Lactation performance was measured in experiments 1 and 2 (Xp1 and Xp2). As no significant
interaction effect was found between experiments and diet effects using an ANOVA, data from Xp1l
and Xp2 were pooled. Dam water intake was similar in control diet (CTL) and fenugreek
supplemented diet (FEN) groups throughout lactation period. Conversely, maternal food intake, pup
final weight gain and milk flow from mother to pups all increased significantly, by 10.0%, 7.1% and
15.3%, respectively (Table 1).

Table 1. Effect of fenugreek supplementation on dams’ lactation performances

Groups . Dam water . Dam food Pup tot.al weight Milk flow
intake (g/day) intake (g/day) gain (g) (g/day)
CTL 17 53.93+1.12 49.71+0.79 36.19 +0.74 55.90 £2.36
FEN 16 55.22+1.11 54.66 +1.00 38.75 +0.85 64.45 +2.35
p-value 0.422 <0.001 0.029 0.016

Values are mean + SEM and were analyzed with Student’s test. Data were obtained from pooled Xp1 and Xp2

experiments.

3.2. Different patterns of gene expression in the mammary and pituitary glands and of plasma hormone
concentration throughout lactation and involution

Multivariate and univariate statistical analysis were performed to investigate the temporal
pattern in gene expression in mammary gland from mid-lactation to the beginning of involution.

The genes with the highest expression in mammary gland were Csn2, Wap, Mtcol and Lalba with
ACq < -6 and codes for major milk proteins and actors of mitochondrial oxidative phosphorylation
(Tables 2 and 3). Plin2 and Fas, two genes involved in lipid synthesis, were also strongly expressed
in the mammary gland with ACq <-1. Conversely, Cptla, Acads, Mtor, Igflr Esr1, Insr, Lxra, Scd1, Pgm1
and Dgat2 were the least expressed genes in mammary gland over the entire lactation period with
ACq >4 (Tables 2, 3, 4 and 5). In pituitary gland, Prl and Gh1 were both very intensively expressed
with ACq < -6 highlighting the high level of secretion of prolactin and GH during lactation (Table 6).
In contrast, Oxt, Trhr and Vipr2 were the less expressed genes with ACq >4.

Following the unsupervised Principal Component Analysis (PCA) on the un-normalized
complete set of 43 genes, PCA score plot, on components 1 and 2, revealed natural longitudinal
classification with differences corresponding to the three lactation time points and a clear-cut
separation between involution (Invl) and lactation period (L12 and L18) (Figure 2a). The PCA
loading scatter plot (Figure 2b) reflected relationships between variables in this model, deciphering
three clusters that we labelled “kinetics 1, 2 and 3”. In agreement with this longitudinal pattern, the
univariate statistical analysis showed that expression of all genes evolves significantly between the
middle and end of lactation, except for Ghr and Mtor (Tables 4 and 5).

Most of the genes studied exhibited a significant decrease in their expression between L18 and
Inv1 ranging from 1.46-fold (p = 0.010) for Atp5fla to 36.91-fold (p <0.001) for Fasn and belonged to
“kinetic 1” and “kinetic 2” patterns.

In “kinetic 1” pattern, genes similarly expressed or only slightly modulated between L12 and
L18, suggesting they had reached peak expression in this interval (Figure 2c). This pattern was
represented mostly by genes coding for regulation of milk nutrient synthesis, energy metabolism,
and galactose uptakes (Stat5, Aktl, Spot14, Pparg, Prlr, Pdhal, Acacb, Mtcol, Cs, Ugp2 and Atp5fla). All
these genes were highly correlated with each other, as validated by Pearson test (Figures 2f and S1)



Genes 2020, 11, x FOR PEER REVIEW 8 of 30

and mainly with Prir (r = 0.8), considered as the barycenter of the “kinetic 1” cluster in the PCA-
loading scatter plot (Figure 2b). If not in the “kinetic 1” ellipse in the PCA (Figure 2b) genes related
to de novo fatty acid synthesis and glucose uptake such as Lpl, Fasn, Acaca, Fabp3 and Glut1 were also
strongly correlated with Prlr (r 20.7) (Figure S2).

In "kinetic 2”, overall gene expression rose from 1.70-fold (p = 0.042) for Csn2 to 2.62 fold for
Aqp3 (p=0.001) between L12 and L18, suggesting that peak expression of these genes occurred closer
to L18 than L12 (Figure 2d). This cluster mainly included genes related to milk constituent secretion
(Slc7a5, Wap, Csn2, B4galt1, Lalba, Plin 2, Agp3, InsR, Esr and Dgat1) as illustrated in Figures 2b, 2d and
2g with Insr, closest to the barycenter of the “kinetic 2” cluster (Figure 2b), and strongly correlated
with all these genes (Figure 2g). Otherwise, Esr1 was probably linked to protein expression as its
expression was very strongly correlated with all main milk protein genes (r 20.85).

In “kinetic 3”, contrary to others clusters, genes were significantly overexpressed at Invl
compared to L18 (Figure 2e), with a rise ranging from 1.37-fold (p <0.001) for Pgm1 to 9.44-fold (p
<0.001) for Cptla. Several of these genes involved in fatty acid oxidation pathway (Cptla, Acads, Lxra
and IgfIr) presented high correlation between each other (Figure 2h).

In the pituitary gland, the peak of expression was around L12 for Drd2, between L12 and L18 for
Ghrhr and Prl, around L18 for Vipr2 and Trhr and around Inv1 for Esr1 (Table 6).

Insulin, IGF-1 and leptin maternal plasma concentrations exhibited the same time course (Figure
4) with a significant decline between L12 and L18 (-65.9%, p = 0.030; -48.5%, p <0.001; and -79.7%, p
<0.001 respectively) followed by a sharp rise between L18 and Inv1 (+392.5%, p <0.001; +156.9%, p
<0.001; and +325.0%, p <0.001, respectively), regardless of maternal diet. Plasma prolactin
concentration decreased by 64.0% (p = 0.012) between L12 and L18. Finally, plasma estrogen
concentration rose 37.1% (p = 0.029) between L18 and Inv1.
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Figure 2: Temporal pattern of mammary gland gene expression in CTL and FEN groups through
lactation and until involution. a) Score plot on the first two dimensions of the PCA, accounting for
71% of the total variance for 43 un-normalized data (genes) b) PCA loading plot presented clusters of
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variables highly associated to L12- and L18-groups (kinetic 1 and 2 clusters) or to Inv1 group (kinetic

3 cluster). Temporal pattern expression of representative genes of kinetic 1 (c), kinetic 2 (d) and kinetic
3 (e) clusters. Values were mean + SEM and were analyzed with 2-way ANOVA followed by Tukey’s
post-hoc tests. #: p <0.05, ##: p <0.01, ###: p<0.001 for comparison with previous period. Correlations

between gene expression in cluster 1 (f), 2 (g) and 3 (h) were analyzed with Pearson tests.

3.3. Fenugreek supplementation impacts mammary gland metabolic pathways differently during lactation
and at involution
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Figure 3: Fenugreek supplementation impacts mammary gland gene expression in CTL and FEN

groups, regardless of lactation stage. PLS-DA score plot (on the first two components) built on all

normalized variables (that have been mean centred and scaled by lactation time point), revealed an
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effect of fenugreek supplementation on mammary gland gene expression during the entire period of
lactation (3b), at L12 (3e) and Invl (3h). PLS-DA loading plot presented clusters of variables highly
associated to FEN and CTL groups overall lactation (3a), at L12 (3d) and Invl (3g) with high regression
coefficient (i.e. high prediction vector) for FEN class overall lactation (3c) or high VIP scores on the
two first PLS-DA components, at L12 (3f) and Inv1 (3i).

A supervised Partial Least Squares-Discriminate Analysis (PLS-DA), built on the same original
data set as PCA, showed the stage of lactation had more impact than diet on the first two components
(Figure S1). Thus a mean-centering and standardization by lactation stage of all variables was
performed to assess the effect of diet per se. The resulting PLS-DA score plot revealed a clear-cut
separation of diet groups (Figure 3b) overall. Most of the genes studied contributed to diet separation
with a VIP over 0.8. Acacb, Fabp3, Plin2, Glut1, B4galt1, Acads, Cs, Scdl, Lalba, Csn2, Slc7a5, Mtcol and
Igflr were the genes the most associated to FEN diet while Sod1, Fabp4, Dgat2, Pparg, Prlr, C3 and
Pgm1 were the most associated to CTL diet (Figure 3a and 3c).

Fenugreek modulated mammary gland gene expression mostly at L12 and Inv1. By focusing on
each lactation time point with the PLS-DA, the predictive ability of the L12- (Figure 3e) and Inv1-
(Figure 3h) PLS-DA models was more important (R2(Y) cum and Q2 cum values above 0.9 and 0.7
respectively) than that of L18-PLS-DA model (Q2 cum = 0.39, data not shown). At L12, the genes
contributing the most to the separation of diets were Acach, Fabp3, Fasn, Glutl, Pgm1, B4galt1, Slc7a5,
associated with FEN diet, but also Fabp4, Dgat2 and C3 associated to CTL diet (VIP >0.8, Figures 3d
and 3f). Moreover, most of the genes overexpressed in the FEN diet at L12 were related to the
synthesis of milk constituents, energy metabolism and the regulation of milk secretion (Tables 2, 3, 4
and 5). At Invl, some genes contribute strongly to the separation of both diets such as Mtcol, Cs,
Aqpl, Akt1, Cat, Plin2 and Csn2 associated with FEN diet, but also Lpl, Dgat2, Pgm1, Ugp2, Pparg and
Sod1 associated with CTL diet (Figures 3g and 3i). Genes associated with FEN diet were mostly
related to milk secretion and energy metabolism.

At L18, diets were poorly from each other separated by PLS-DA and no difference was observed
in mammary gene expression between CTL and FEN diets.

3.3.1 Fenugreek supplementation increases the expression of mammary genes involved in lipid,
lactose and protein synthesis

Table 2. Effect of fenugreek supplementation on relative expression of milk constituent synthesis
genes in mammary gland along lactation period

Genes Period CLTigazt(E?;i;E:rgze Fold change 2-way ANOVA
CTL as reference
CTL FEN Inter Period Diet
Milk lipid synthesis

L12 (n=6) 0.00 +0.27 a1 0.97 +£0.11 b1 1.95

Lpl L18 (n=6) 0.52+0.131 090+0.431 1.31 0.034 <0.001 0.045
Invl (n=11) -2.63+0.162 -2.83+0.162 0.87
L12 0.00 £0.27 &1 1.10+0.13 b1 2.14

Fasn L18 0.21+0.171 0.25+0.371 1.03 0.192 <0.001 0.049
Inv1 -5.10+0.232 -4.84+0.292 1.19
L12 0.00 +£0.3221 1.08 +0.14 b2 2.12

Acaca L18 -0.18+0.141 0.16 +0.412 1.26 0.078 <0.001 0.012
Inv1 -424+0.142 -4.19+0.183 1.04
L12 0.00+0.161 0.31+0.081 1.24

Acacb L18 0.52+0.201 0.43+0.311 0.94 0.480 <0.001 0.965
Inv1 -2.12+0.182 -2.37+0.262 0.84
L12 0.00+0.27 a1 1.84 +0.23 b1 3.59
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FabpS L18 051+0.161 0.67 +0.382 1.12 0.009 <0.001 <0.001
Invl -4.37 +0.16 2 -3.95+0.263 1.34
L12 0.00+0.241 -0.03+0.171 0.98
Fabp4 L18 -1.73+£0.292 -1.75+0.482 0.99 0.959 <0.001 0.759
Invl -0.30+0.161 -044 +0.161 091
L12 0.00£0.71 1.19+0.16 12 2.28
Scdl L18 1.10+0.18 210+0.411 2.00 0.399 0.013 0.122
Invl 0.04 £0.52 -0.03 £0.562 0.95
L12 0.00+0.151 0.21+0.031 1.16
Dgafl L18 1.04+0.172 0.85+0.262 0.88 0.273 <0.001 0.564
Invl -0.50 +0.063 -0.33 £0.083 1.12
L12 0.00 +0.36 12 -0.74+0.201 0.60
Dgafz L18 -0.33+0.101 -0.25+0.4212 1.05 0.068 0.005 0.322
Invl 0.65+0.172 0.12+0.232 0.69
L12 0.00+0.431 0.50+0.081 141
Plin2 L18 1.51+0.162 1.43+£0.262 0.95 0.267 <0.001 0.069
Invl -0.37+0.131 0.16+0.161 1.44
Milk lactose synthesis
L12 0.00+0.371 0.49+0.211 1.40
Glutl L18 -0.52+0.141 -0.06+0.291 1.38 0.310 <0.001 0.031
Invl -2.08 +0.07 2 -2.04 +£0.082 1.03
L12 0.00+0.101 0.33+0.061 1.26
Pgml L18 -0.61+0.112 -0.60+£0.182 1.01 0.032 <0.001 0.591
Invl -0.05+0.051 -0.26 +0.083 0.86
L12 0.00+0.35 a1 1.03+0.13 b1 2.05
ngZ L18 -0.67 £0.241 -0.48 +0.442 1.14 0.042 <0.001 0.039
Invl -249+0.112 -2.56 +0.06 3 0.95
L12 0.00+0.2621 1.23+0.13b1 2.35
B4galt1 L18 0.74 +0.332 0.88+0.271 1.11 0.009 <0.001 0.001
Invl -3.22+0.063 -3.06 +0.09 2 1.11
L12 0.00 £0.58 1 1.28 +0.12b1 2.42
Lalba L18 1.65+0.152 1.64+0.301 0.99 0.166 <0.001 0.019
Invl -1.44+0.283 -0.86 +0.252 1.49
Milk protein synthesis
L12 0.00+0.411 0.83+0.111 1.78
Slc7a5 L18 1.12+0.252 0.74+0.241 0.77 0.086 <0.001 0.164
Invl -1.73+0.163 -1.31+0.262 1.34
L12 0.00+0.601 1.18 +0.06 b1 2.27
Csn2 L18 1.48 £0.122 1.36 £0.301 0.92 0.104 <0.001 0.013
Invl -2.13+0.223 -1.37+0.242 1.69
L12 0.00+0.901 147 +0.111 2.77
Wup L18 1.58 £0.051 1.48 £0.281 0.93 0.329 <0.001 0.156
Invl -2.29 +0.54 2 -1.91+0422 1.30
Lactocyte water inflow
L12 0.00+0.451 0.58 £0.11 1.50
qul L18 1.24+0.102 0.57 £0.26 0.63 0.006 <0.001 0.458
Invl -0.39+0.101 0.05+0.14 1.36
L12 0.00+0.381 0.63+0.481 1.55
Aqp3 L18 1.64+0.352 1.82+0.281 1.13 0.751 <0.001 0.240
Invl -0.91+0.301 -0.75+0.17 2 1.12

Log2(fold change) corresponded to —~AACq values calculated with mean of 3 housekeeping genes (Acth, Uxt, Rps9) and with

CTL at L12 as reference group. Fold change correspond to 2-24C4 values and were calculated each day for FEN diet with CTL
of the day as reference. Log2(fold change) values were mean + SEM, n=5-6 at L12 and L18 and 10-11 at Inv1. Log2(fold change)

values were analyzed with 2-way ANOVA (p-values of diet, period and interaction effects reported in the last columns)

followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect and Tukey’s post-hoc test for period effect. Different letters and numbers

represent significant difference (p <0.05) between diets for each period and between periods for each diet respectively. Green

boxes represent significant overexpression in FEN group compared to CTL group at a given day.
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The effect of fenugreek was studied individually on genes involved in the synthesis of milk
constituents (Table 2). FEN diet significantly increased the overall expression of genes related to milk
lipid synthesis (Lpl, Fasn, Acaca, Fabp3), lactose synthesis (Glutl, Ugp2, B4galtl, Lalba) and protein
synthesis (Lalba and Csn2) (Table 2). Moreover, Acach, Fabp3, Plin2, Glutl, B4galtl, Scd1, Lalba, Csn2
and Slc7a5 were strongly associated with the FEN diet in the overall PLS-DA (VIP >1, Figures 3a and
3c) and highly predictive of FEN group (regression coefficient >0.5).

3.3.2. Fenugreek supplementation increases expression of genes involved in fuel metabolism,
particularly fatty acid (-oxidation

The overall expression of Cptla, Acads and Cs was significantly increased with the FEN diet
compared to CTL diet, with a particular overexpression of lipid [3-oxidation-related genes, Cptla and
Acads, at L12: 3.84-fold and 2.77-fold (p <0.001), respectively (Table 3). Moreover, Acads, Cs and Mtcol
were among the most powerful discriminators associated with FEN diet in the overall PLS-DA (VIP
>0.8, Figure 3a and 3c).

Table 3. Effect of fenugreek supplementation on relative expression of genes involved in energy
metabolism and antioxidant activity in mammary gland along lactation period

Genes Period Cl%ggazt(lf?;iscll;?:r%rel; FOICdTihaasnge 2-way ANOVA
CTL FEN reference Inter Period Diet
Lipid B-oxidation

L12 (n=6) 0.00 £0.75 1 1.94 +0.64 b1 3.84

Cptla L18 (n=6) -0.26 +0.531 029 +£0.462 1.46 0.021 <0.001 0.007
Invl (n=11) 3.28 +0.052 3.22+0.083 0.96
L12 0.00 £0.52 a1 1.47 +0.40 b1 2.77

Acads L18 0.19+£0.081 0.39+0.132 1.15 0.007 <0.001 0.002
Invl 1.28 +0.06 2 1.41+0.071 1.09

Krebs cycle initiation

L12 0.00 £0.531 0.53+0.231 1.45

Pdhal L18 0.32 £0.081 0.59+0.221 1.21 0.465 <0.001 0.071
Invl -1.46 +0.052 -1.39 £ 0.06 2 1.05
L12 0.00+0.401 0.70+0.251 1.62

Cs L18 0.10+0.071 0.32+0.201 1.16 0.246 <0.001 0.013
Invl -1.20 £ 0.04 2 -1.03 £0.07 2 1.12

Oxidative phosphorylation

L12 0.00 £0.531 0.74+0.251 1.68

Mitcol L18 0.52+0.171 0.35+0.181 0.89 0.148 <0.001 0.099
Invl -0.90 + 0.07 2 -0.61+0.122 1.22
L12 0.00 £ 0.50 0.55+0.231 147

Atp5fla L18 -0.24£0.15 0.07+0.181 1.24 0.251 <0.001 0.073
Invl -0.61 +0.03 -0.64 +0.07 2 0.98

Antioxidant enzymes

L12 0.00 £0.121 -0.24 +0.08 0.85

Sod1 L18 -0.55+0.14 2 -0.48+0.18 1.05 0.285 0.012 0.142
Invl -0.22 +0.08 12 -0.48 £ 0.08 0.83
L12 0.00+0.18 -0.18+0.10 0.88

Cat L18 -0.85+0.13 -0.85+0.21 1.00 0.458 0.021 0.726
Invl -0.51+0.28 -0.11+0.23 1.32
L12 0.00+0.18 0.20+0.131 1.14

Gpx1 L18 0.14+0.13 0.38+0.231 1.18 0.310 <0.001 0.680
Invl -0.47+0.17 -0.71+0.172 0.85

Log2(fold change) corresponded to —~AACq values calculated with mean of 3 housekeeping genes (Acth, Uxt, Rps9) and with
CTL at L12 as reference group. Fold change correspond to 2-44Cd values and are calculated each day for FEN diet with CTL of
the day as reference. Log2(fold change) values are mean + SEM, n=5-6 at L12 and L18 and 10-11 at Inv1. Log2 (fold change)
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values were analyzed with 2-way ANOVA (p-values of diet, period and interaction effects reported in the last columns)
followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect and Tukey’s post-hoc test for period effect. Different letters and numbers
represent significant difference (p <0.05) between diets for each period and between periods for each diet respectively. Green

boxes represent significant overexpression in FEN group compared to CTL group at a given day.

3.3.3. Fenugreek increases the expression of regulatory factors involved in protein and lipid
metabolism

The FEN diet had no significant overall effect on the gene expression of factors regulating milk
protein and lipid synthesis (Table 4) but induced an early transitory significant overexpression of
Lxra and Mtor at L12 (2.38-fold, p=0.01 and 1.84-fold, p = 0.032, respectively) contributing, with Pparg,
to discrimination of FEN diet group in the PLS-DA model at L12 (VIP >0.8, Figures 3d and 3f)
Additionally, Pparg and Akt1 were significantly up-regulated at L12 compared to L18 (1.85-fold, p =
0.046 and 1.62-fold, p = 0.035, respectively) in the FEN diet whereas similar expression was observed
for CTL diet (p 20.98).

Table 4. Effect of fenugreek on relative expression of genes related to milk synthesis regulatory
factors in the mammary gland along lactation period

Log2(fold change
Genes  Period CTLgat(L12 as refer%nle FOISTCLh:snge 2-way ANOVA
CTL FEN reference Inter Period Diet
Lipid metabolism regulatory factors
L12 (n=6) 0.00+0.371 0.40+0.521 1.32
Srebfl L18 (n=6) -2.11+0.292 -1.76 £ 0.62 2 1.27 0.605 <0.001 0.543
Invl (n=11) -3.03+0.182 -3.24+0.213 0.87
L12 0.00+0.461 0.77 £0.241 1.71
Pparg L18 -0.07+0.281 -0.12+0.392 0.97 0.097 <0.001 0.432
Invl -0.93 +0.102 -1.19+0.103 0.84
L12 0.00+0.491 0.55+0.381 1.46
Spot14 L18 -0.03+0.401 0.23+0.391 1.19 0.698 <0.001 0.324
Invl -1.28+242 -1.28 +0.182 1.00
L12 0.00 + 0.61 21 1.24+0.37" 2.38
Lxra L18 0.52+0.1712 0.44 +£0.27 0.95 0.024 0.053 0.086
Invl 1.08 £0.072 1.00 £0.13 0.95
Protein synthesis regulatory factors
L12 0.00+0.481 0.59+0.241 1.51
Aktl L18 -0.02+0.081 -0.10+0.182 0.94 0.209 <0.001 0.128
Invl -0.81+0.052 -0.65 +0.052 1.05
L12 0.00+0.562 0.88 +0.23 b1 1.84
Mtor L18 0.34£0.13 0.09+0.272 0.84 0.040 0.189 0.223
Invl 0.06 = 0.05 0.06 +0.04 2 1.00
L12 0.00 £0.51 0.78 £0.341 1.71
Stat5 L18 0.17+£0.13 0.09 +0.26 12 0.94 0.164 0.004 0.212
Invl -0.36 £ 0.08 -0.35+0.132 1.01

Log2(fold change) corresponded to ~AACq values calculated with mean of 3 housekeeping genes (Actb, Uxt, Rps9) and with
CTL at L12 as reference group. Fold change correspond to 2-44C4 values and are calculated each day for FEN diet with CTL of
the day as reference. Log2(fold change) values are mean + SEM, n=5-6 at L12 and L18 and 10-11 at Inv1. Log2(fold change)
values were analyzed with 2-way ANOVA (p-values of diet, period and interaction effects reported in the last columns)
followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect and Tukey’s post-hoc test for period effect. Different letters and numbers
represent significant difference (p < 0.05) between diets for each period and between periods for each diet respectively. Green

boxes represent significant overexpression in FEN group at a given day.

3.3.4. Fenugreek up-regulates the expression of insulin, GH and IGF-1 receptors

The effect of fenugreek was studied on receptors of the main lactogenic hormones (Table 5).
Igf1r expression was the most enhanced by FEN diet throughout lactation (p = 0.033; Figures 3a and
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3c¢), specifically at L12 (2.60-fold; p =0.012 and VIP >0.8, Figure 3d) with a similar trend observed for
Insr and Ghr expressions (VIP >0.8, Figure 3d). Interestingly, normalized gene expression of Igflr was
strongly correlated with those of Ghr and Insr overall lactation (r =0.76 and 0.71, respectively, Figure
S3).

Table 5. Effect of fenugreek on relative expression of genes of lactogenic hormone receptors in
mammary gland along lactation period

. Log2(fold change) Fold change 2-way ANOVA
Genes Period CTL at L12 as reference CTL as
CTL FEN reference Inter Period Diet
Lactogenic hormone receptors

L12 (n=6) 0.00+0.491 0.40+0.261 1.32

Prlr L18 (n=6) -0.32+0.301 -0.11+0491 1.15 0.499 <0.001 0.642
Inv1 (n=11) -1.84+0.162 -2.09+0.222 0.84
L12 0.00 +0.641 0.84+0.321 1.79

Insr L18 2.29+0.192 2.35+0.182 1.04 0.283 <0.001 0.082
Invl -0.85 +0.09 3 -0.67 £0.113 1.13
L12 0.00+0.621 0.79+0.691 1.72

Oxtr L18 -0.52+0.371 -0.58 +0.871 0.96 0.649 0.025 0.557
Invl 0.75+0.221 0.73+0.261 0.99
L12 0.00 +0.56 0.89+0.43 1.86

Ghr L18 -0.14 +0.23 0.34+043 1.40 0.286 0.405 0.097
Invl 0.07 +0.18 0.01+0.18 0.96
L12 0.00 +0.59 a1 1.37 £0.52 b1-2 2.60

Igflr L18 0.89+0.111 0.96 +0.381 1.05 0.057 <0.001 0.033
Invl 1.87£0.192 1.97 +0.102 1.07
L12 0.00+£0.541 0.34+0.181 1.27

Esrl L18 1.57+0.142 1.09£0.321 0.72 0.204 <0.001 0.547
Invl -2.02+0.243 -1.44+0.172 1.49

Log2(fold change) corresponded to ~AACq values calculated with mean of 3 housekeeping genes (Acth, Uxt, Rps9) and with
CTL at L12 as reference group. Fold change correspond to 2-4C4 values and are calculated each day for FEN diet with CTL of
the day as reference. Log2(fold change) values are mean + SEM, n=5-6 at L12 and L18 and 10-11 at Inv1. Log2(fold change)
values were analyzed with 2-way ANOVA (p-values of diet, period and interaction effects reported in the last columns)
followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect and Tukey’s post-hoc test for period effect. Different letters and numbers
represent significant difference (p < 0.05) between diets for each period and between periods for each diet respectively. Green

boxes represent significant overexpression in FEN group compared to CTL group at a given day.

3.4. Fenugreek stimulates oxytocin expression at the pituitary level

FEN diet increased the overall expression of Oxt, C3 and Trhr mostly at L18 for Oxt and C3
(p =0.029 and p =0.004, respectively) and tended to increase the expression of Vipr2. In addition, Drd2
was overexpressed in the FEN group at Invl (p = 0.050) whereas it was on average underexpressed
in this group during lactation (interaction: p = 0.040).

Table 6. Effect of fenugreek on relative expression of lactogenic hormone related genes in pituitary
gland along lactation period

Log2(fold change)
2- ANOVA
Genes Period CTL at L12 as reference Fold change way 0
CTL as reference . .
CTL FEN Inter Period Diet
Pituitary lactogenic hormones
L12 (n=5) 0.00£0.061 -0.15+0.201 0.90
Prl L18 (n=5) -0.14+£0.151 -0.20+0.111 0.95 0.291 <0.001 0.652
Inv1 (n=10) -1.18 £ 0.06 2 -0.93+0.142 1.19
L12 0.00 +0.25 -0.34+0.051 0.79
Gh1 L18 0.02+0.19 0.21+0.192 1.14 0.143 0.110 0.925
Inv1 -0.24 £0.09 -0.06 +0.10 12 1.14
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L12 0.00+0.48 0.70+0.12 1.62

Oxt L18 0.16+0.442 1.08+0.10® 1.88 0.050 0.469 0.007
Inv1 0.42 £ 0.08 0.38 +0.12 0.97

Receptors of lactogenic hormone activators

L12 0.00+£0.051! -0.13+0.061 0.91

Drd2 L18 -0.39+0.042 -0.45 +0.07 2 0.96 0.040 <0.001 0.984
Invl -0.46 +0.06 2 -0.27 +0.06 b1-2 1.14
L12 0.00+0.161 042+0.211 1.34

Trhr L18 0.78+0.102 0.99+0.102 1.15 0.551 <0.001 0.035
Inv1 0.55+0.132 0.67 +0.07 -2 1.09
L12 0.00+0.25 0.35+0.111 1.27

Vipr2 L18 0.65+0.16 1.07 +£0.072 1.34 0.375 <0.001 0.061
Invl 0.22+0.15 0.25+0.141 1.02
L12 0.00+0.161 -0.65+0.441 0.64

Ghrhr L18 0.46 +0.331 1.20+0.212 1.68 0.069 <0.001 0.382
Invl -2.31+0.152 -1.77£0.27 3 1.45
L12 0.00 +0.08 0.11+0.09 1.08

Ar L18 0.27 £0.08 0.18 £0.09 0.94 0.420 0.152 0.565
Invl 0.11£0.04 0.19 +£0.07 1.06
L12 0.00+0.141 0.26+0.351 1.20

Esrl L18 0.56 +0.121-2 0.69 +0.09 12 1.09 0.508 <0.001 0.823
Invl 1.35+0.162 1.10+0.272 0.84

Estrogenic effect biomarker

L12 0.00+0.29 -0.09+0.351 0.94

c3 L18 0.24+0.182 1.31+£0.15 b2 2.10 0.017 0.006 0.006
Invl 0.61+0.26 1.00 +0.132 1.31

Log2(fold change) corresponded to ~AACq values calculated with mean of 3 housekeeping genes (Actb, Uxt, Rps9) and with
CTL at L12 as reference group. Fold change correspond to 2-24C4 values and are calculated each day for FEN diet with CTL of
the day as reference. Log2(fold change) values are mean + SEM, n=4-5 at L12 and L18 and 9-10 at Inv1 (for ESR1 n =4 for CTL
at L12). Log2(fold change) values were analyzed with 2-way ANOVA (p-values of diet, period and interaction effects reported
in the last columns) followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect and Tukey’s post-hoc test for period effect. Different letters
and numbers represent significant difference (p <0.05) between diets for each period and between periods for each diet

respectively. Green boxes represent significant overexpression in FEN group compared to CTL group at a given day.
3.5. Fenugreek supplementation increases plasma insulin concentration

FEN diet had no significant overall impact on the concentration of these hormones (Figure 4).
However, plasma estrogen concentration tended to be higher in the FEN compared to CTL group
(p = 0.082), particularly at Inv1 (+35.5%, p = 0.056). Moreover variation of insulin concentration, was
not homogenous between lactation and involution (p = 0.035 for Brown-Forsythe test) impairing our
ability to detect any effect of supplementation during lactation. By centring and reducing insulin
concentration by time period, a rise in insulin concentration was observed in the FEN group at L12
(+77.1%, p =0.043) whereas no difference was observed at L18 and Inv1l (interaction : p = 0.040).
Finally, a significant interaction was observed for prolactin concentration explained by the
precipitous drop between L12 and L18 in the CTL group (94.1%, p <0.001) whereas it remained steady
in the FEN group (p = 0.995). However, the large prolactin concentration variations observed during
lactation (mean CV of 102.1% and interval of [2.87; 528.2] ng/mL) makes it difficult to draw any
conclusion from these values.
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Figure 4: Effect of fenugreek on the concentration of insulin (a.1 and a.2), prolactin (b), IGF-1 (c),
leptin (d) and estrogens (e) in maternal plasma along lactation period. Figure a.2 represents insulin
concentration centred and reduced by period. Values are mean + SEM with n=4-6 at L12 and L18 and
n=11atInv]l. Data were analyzed with 2-way ANOVA followed by Sidak’s post-hoc test for diet effect
and Tukey post-hoc test for period effect: = : p < 0.1 and *: p <0.05 for diet comparison; #: p <0.05, ##:
p <0.01 and ###: p <0.001 for comparison between a given period and the immediately preceding
period.

4. Discussion

The findings of the current study confirm fenugreek increases milk production in a model of rat
nursing a large litter. They further demonstrate that the impact of dietary fenugreek supplementation
on milk production is associated with a stimulation of milk macronutrient synthesis and mammary
fuel metabolism. These effects were mainly observed at L12 and Inv1 but not at L18 suggesting that
fenugreek promotes an earlier peak of lactation, and maintains milk production longer whereas it
does not seem to have further beneficial effect on milk macronutrient synthesis once peak lactation
is reached. Our findings finally suggest that the effect of fenugreek on milk production at mid-
lactation may be mediated by a stimulation of insulin secretion and a modulation of the
insulin/GH/IGF-1 axis while its action on maintaining lactation until the first day of mammary
involution could be due to its estrogenic effect.

4.1. The time course of the gene expression in mammary gland and lactogenic hormones suggests peak
lactation is closer to L18

A noticeable result is the importance of lactation stage on mammary gland gene expression, as
illustrated by the clear-cut separation of lactation time points in both PCA and PLS-DA models
(Figures 2a and S1). The first day of involution (Invl) presented clearly different gene expression
pattern from those at mid- and late-lactation.

Most genes, particularly those following kinetics 1 and 2 (Figure 2¢ and d) were down-regulated
during involution, implying they were overexpressed at mid- and late-lactation, highlighting their
central role for milk production and regulation [32]. Genes following kinetic 1 were related to the
first steps of milk lipid and lactose synthesis [19] such as glucose and fatty acid uptake (Glut1, Lpl),
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fatty acid de novo synthesis (Fasn, Acaca) and galactose synthesis (Lgp2), to mammary energetic
metabolism (Cs, Mtcol) and to milk synthesis regulatory factors (Stat5, Aktl, Pparg). These genes
reached their peak expression between mid- and late-lactation and were probably under primary
regulation of Prlr whose expression was highly correlated with all (r >0.8). Genes following kinetic 2
were associated with the final steps of milk constituent secretion [19] such as triglyceride synthesis
(Scd1, Dgatl), lipid droplet formation (Plin2), lactose synthesis (B4galt1, Lalba), main milk protein
synthesis (Csn2, Wap) and water inflow (Agp1, Agp3). They seemed to be mostly controlled by Insr (r
>0.75 with all) but also Esr1 mainly for milk protein genes (r = 0.85). To the contrary, genes following
kinetic 3 (Figure 2e) were up-regulated at Inv1 suggesting their expression was repressed during
lactation. These genes are related to metabolic pathways repressed during lactation such as
mitochondrial B-oxidation (Acads, Cptla) [32,33,42] or have a secondary role on regulation (Igf1r, Lxra)
[33,43,44] or on lipid synthesis (Fabp4, Dgat2) [33,45] compared to other regulatory factors (Prlr,
Srebfl) or other family members (Fabp3, Dgatl). Moreover, in the present study, the drop in the
expression of de novo fatty acid synthesis genes at involution is correlated (Figure S2) with the
concomitant increase in the expression of (3-oxidation genes likely related to energy requirements for
mammary tissue remodeling. Finally, Oxfr was overexpressed in involuting mammary gland
probably because myoepithelial cells were preserved longer than lactocytes and contracted to
facilitate removal of degenerating epithelial cells [46].

Interestingly, genes related to milk constituent secretion followed kinetic 2 pattern, and as such
were overexpressed at L18 compared to L12. These genes are probably the more strongly correlated
with actual milk secretion suggesting that, among the three periods studied, milk production was
likely at its maximum at L18. This is consistent with (i) the time course of plasma insulin, leptin and
IGF-1 which all declined to their minimal concentration at L18. Indeed, the plasma concentration of
these hormones is known to decline during lactation partly due to increased hormone extraction by
the mammary gland [47-49] and they are negatively correlated with milk production [50]; (ii) the
highest milk consumption by rat pups reported to occur at L15-L16 as they only start to consume
solid food significantly at L17 and drinking water at L19 [51].

4.2, Fenugreek supplementation stimulates milk macronutrient synthesis.

Dietary fenugreek supplementation increased the overall expression of genes involved in fatty
acid uptake (Lpl), de novo synthesis (Fasn, Acaca, Acacb), transport (Fabp3) and, to a lesser extent, lipid
secretion (Plin2). Fenugreek also stimulated the expression of genes involved in glucose uptake
(Glutl), galactose (Pgm1, Ugp2) and lactose (B4galt1, Lalba) synthesis. Finally, fenugreek increased the
expression of amino acid transporters (Slc7a5) and main milk proteins (Csn2, Lalba). These results
suggest an increase in the synthesis of the 3 macronutrients of milk namely lipid, lactose and protein
in the mammary gland [19] and are consistent with the stimulating effect of fenugreek on milk flow
by 16% reported in our earlier study [15] and 15.3 % in this study. More specifically, genes involved
at every step of protein and lactose synthesis were significantly overexpressed whereas only genes
involved in the fatty acid synthesis were dramatically overexpressed for lipid synthesis. The
expression of genes involved in triglyceride synthesis and lipid secretion was not or only slightly
affected. This relative lack of conversion of fatty acids to triglycerides may account for the decrease
in milk lipid concentration found in some fenugreek supplementation studies [52-54]. Otherwise, the
stimulation by fenugreek of genes involved in mitochondrial energy metabolism (Cs, Atp5fla, Mtcol)
and particularly those involved in (3-oxidation (Cptla, Acads) suggests increased ATP synthesis took
place in the mammary gland to meet the increased energy requirements associated with increased
milk production [22]. Nevertheless, contrary to Liu et al. [55], we were unable to observe a significant
increase in water inflow in response to galactagogue even though mean Agp1 and Agp3 expressions
were increased at L12 and L21.

4.3. Fenugreek supplementation advances peak lactation and maintains milk production.

The lack of separation according to diet on the PLS-DA plot, and the lack of any difference in
the expression of gene related to milk constituent synthesis and fuel metabolism in FEN and CTL
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groups at L18, suggests that milk synthesis peak observed at late-lactation mainly in control dams
was not impacted by fenugreek supplementation. However, the time course of some genes from L12
to L18 differed between diets: either the gene expression increased in CTL diet and did not change in
FEN diet (Lpl, B4galt1, Slc7a5, Csn2 and Agp1) or the expression did not change in the CTL diet and
decreased in the FEN diet (Acaca, Fabp3, Ugp2, Cptla, Acads). In both cases, gene expression was
higher earlier in the FEN group. This is consistent with the clear separation between both diets
observed in the PLS-DA model built on gene expression at L12 (Figure 3d) and the fact that greater
overexpression was observed at L12 for most of the genes in the FEN group. Finally, PLS-DA model
built on gene expression at Inv1 also properly separated both diets and the expression of the genes
Lalba, Csn2, Plin2, Slc7a5, Aqpl and Esrl was maintained to a slight greater level in the FEN diet.
Together these results suggest that fenugreek supplementation advanced the peak of milk
production, observed near L18 for control, around L12 and maintain it to a level similar to control at
L18. Thus, fenugreek supplementation may enable the dam to maintain a milk production slightly
higher than control during involution.

4.4. Fenugreek stimulates milk production mainly by modulating insulin and oxytocin secretion

Main effect of fenugreek on the expression of genes related to milk synthesis was observed at
L12. During the same period, fenugreek supplementation increased dam’s plasma insulin by 77.1%
and the expression of Insr by 1.79-fold suggesting an effect of fenugreek on insulin secretion and its
action in mammary gland. Receptors to GH and IGF-1 (GHR and IGF1R) were also remarkably
overexpressed in the mammary gland at L12 (Table 5). These 3 hormones are closely linked by the
insulin/GH/IGF-1 axis [56]. Briefly, GH is secreted by pituitary gland and stimulates IGF-1 secretion
in the liver [56,57] which shares strong homology with insulin. Both hormones can bind to IGF1R and
insulin receptors (INSR) and to hybrid formed by both receptors with more or less affinity. These
receptors act through similar pathway mainly by activating AKT/mTOR pathway [56]. In addition,
insulin stimulates expression of GH receptor in peripheral tissues [58] but also modulates the
expression of IGF1R and INSR [59,60].

We therefore hypothesize that fenugreek acts mainly by increasing insulin secretion by maternal
pancreas [3-cells. This is consistent with the hypoglycaemic effect of fenugreek and its capacity to
stimulate insulin secretion through the potential action of trigonelline and 4-hydroxyisoleucin [23,24].
Together with a potential direct action of fenugreek compounds [24], the rise in plasma insulin under
lactation-specific conditions, i.e. hypo-insulinemia and insulin-resistance in peripheral tissues except
mammary gland, could explain the Igflr, Insr and Ghr overexpression in the mammary gland
[58,60,61]. The increase of IGF-1 and insulin binding to their receptor and to their hybrid receptor
leads to an activation of the AKT/mTOR pathway as suggested by overexpression of Mtor at L12 (by
1.84-fold) and of Akt1 to a lesser extent (Table 4) and results in activation of lactose and protein
synthesis [19]. GHR could also act secondarily on protein and lactose synthesis through the
JAK2/STATS pathway [62]. Concerning lipid metabolism, Lxra and Pparg are the most overexpressed
regulatory factors with fenugreek supplementation (Table 4). Both are stimulated by insulin [63-65]
and likely IGF-1, and Lxra expression is also stimulated by GH [64]. Lxra has been shown to stimulate
de novo fatty acid in the mammary gland [66] independently of SREBF1 but not fatty acid desaturation
and triglyceride synthesis [44] which is consistent with fenugreek effect found only for fatty acid
uptake and de novo synthesis. Lxra was also related to activation of lipolysis in adipocyte [63,64] and
may be responsible for the maintenance of 3-oxidation related genes at L12 as suggested by the strong
correlation with Acads and Cptla (r >0.7, Figure 2e). Pparg had secondary milk lipid regulatory role
in rodent compared to ruminant [19] but promote de novo fatty acid synthesis, triglyceride synthesis
and lipid secretion [19,45,65]. Finally, Igfl is known to be an important activator of fatty acid -
oxidation [56] that could counteract insulin inhibitory effect [20,42] on this pathway and notably at
involution. It may act independently on the maintenance of Acads and Cptla expression as suggested
by the very strong correlation between Igflr, Acads and Cptla expressions (r = 0.84, Figure 2e).
Suggested mechanisms associated to the galactologue effect of fenugreek are summarized in
Figure 5.
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Another mechanism by which fenugreek could increase milk flow may be its capacity to favour
milk ejection by stimulating oxytocin secretion [22]. Indeed, fenugreek is a well-known oxytocic agent
used to promote uterine contractions at delivery [23,25] and oxytocin expression was overexpressed
in the pituitary gland during lactation in the fenugreek supplemented diet, particularly at L18 (1.88-
fold). Even if Oxtr expression was not significantly increased in mammary gland, fenugreek might
maintain greater milk flow at L18 by promoting milk ejection (Figure 5).

Nevertheless, we could not observe increase in mother prolactin, as suggested in previous
studies [26,53] because of strong variability in plasmatic prolactin concentration. These variations
were probably due to the too short dam/pup separation time before sacrifice (60 min) [67], which
made prolactin concentration more likely representative to the time since last suckling.
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Figure 5: Suggested mechanisms of action of fenugreek on milk synthesis and secretion. Green
arrows denote positive activation, bold and thin arrows represent main and secondary fenugreek
action pathways, respectively. Dotted lines represent hypothetical pathway of action. Dark and light
green boxes represent significant or trend increase respectively of gene expression or plasma
concentration overall for upper box and at each lactation period for lower boxes. White boxes depict
the lack of modulation by fenugreek.

4.5 Fenugreek stimulates estrogenic activity at the end of lactation and increased energy availability for milk
production

At L18 and Inv1, fenugreek supplemented dams tended to have higher plasma oestrogens, and
in the pituitary, had higher expression of C3, which is known to be a strong oestrogenic biomarker
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in the uterus [68]. Moreover, Esrl tended to be up-regulated in the mammary gland at L21 (Figure
3g) and was strongly correlated with genes overexpressed at this period (r 20.74 with Csn2, Lalba,
Aqpl, Plin2 and Aktl, Figure 2g and S1). As fenugreek is known to contain several oestrogenic
compounds [23,27], those might contribute to maintaining the expression of milk secretory genes at
Inv1 partly through the mediation of Akt1 [69].

Finally, fenugreek supplementation increased global food consumption of dams by 10%, in line
with earlier studies [52,70,71], principally at mid-lactation (Figure S4) that could partly account for
fenugreek lactogenic effect. Indeed, lactation is a period of high energy requirement characterised by
an important hyperphagia in particular in small animal where food intake can be increased by 450%
[72]. Rats has little lipid storage during lactation and energy requirement for milk production almost
exclusively comes from increased food consumption [22,73]. Thus, by enhancing food consumption
fenugreek might enhance energy availability for milk production. This increase in food intake
observed after fenugreek supplementation might be mediated i) by a family of its bioactive
compounds, steroid saponins, that stimulate eating motivation [74,75] and could act directly on the
hypothalamus or through stimulation of prolactin; ii) by a greater peak of prolactin during suckling,
as suggested by overexpression of receptors of prolactin secretion activators in the pituitary gland
(thyrotropin releasing hormone and vasoactive intestinal peptide) [76]. Indeed, lactation
hyperphagia is under the primary control of prolactin which decreases leptin secretion in adipocytes
and, in the hypothalamus, stimulates orexigenic neuropeptide Y secretion and decreases its
sensitivity to leptin [22]. Moreover, milk production is also known as an important determinant of
food intake in rat [72,77]. Indeed, greater milk yield leads to higher dam’s energy expenditure and
likely, enhanced suckling stimulus, as mammary gland was reported to be emptied at each feeding
for rodent litter-size model of 12 pups [78], resulting in grater food intake. This is in accordance with
the peak dietary intake observed when fenugreek dams started their peak milk production.

Otherwise, we observed higher leptin and insulin level in plasma of fenugreek supplemented
dams likely caused by fenugreek stimulation of insulin secretion [79]. Yet, these hormones are known
to exhibit important anorexigenic effect under normal physiological conditions [80]. However,
during lactation, because of central resistance to their signals [22], insulin and leptin had only
secondary roles in regulating lactation-associated hyperphagia compared to suckling stimulus and
prolactin action [77,81]. Moreover, under normal conditions, orexigenic effect of fenugreek was
observed despite an increase of plasma insulin [74]. Thus, effect of fenugreek on food intake was
probably not related the increase of both insulin and leptin plasma concentrations.

Whatever the cause, overall food increase in fenugreek-supplemented dams was of 10% and
only of 5.3% (p=0.041) related to dams’ body weight so it cannot alone account for the 15% increase
in milk production observed in our study.

5. Conclusions

The current study confirms the ability of dietary fenugreek supplementation to promote milk
production, and sheds light into its action at the molecular level. Indeed, milk flow was increased by
15.3% and most of the genes related to milk lipid, lactose and protein synthesis as well as energy
metabolism were overexpressed. Moreover, our findings suggest fenugreek may act by extending the
duration of peak lactation until the beginning of involution rather than intensifying it. According to
our data, the main mechanism of action of fenugreek on milk production is likely through activation
of the insulin/GH/IGF-1 axis, which leads to a greater mammary sensitivity to these hormones.
Consequently, milk protein and lactose synthesis could be mainly activated by the AKT/mTOR
pathway while milk lipid synthesis and energetic metabolism could be stimulated by LXR«, PPARy
and probably IGFIR itself. Moreover, fenugreek would stimulate milk ejection by an increase of
pituitary oxytocin secretion. However, data from gene expression must be confirmed by proteomic
and histologic analysis.
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supplemented or not with 1g/kg/day fenugreek during lactation. Table S1: Validation of RNA extraction and
primer design.
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Table A1: List of the primers sequences used to measure each gene by qPCR with the amplicon size and the efficiency

Gene . Accession Primer sequences Amplicon Efficiency
Gene name Function S oy o
symbol number (5’ to 3) (pb) (%)
. Lo Triglyceride hydrolysis and mediation of lipoprotein F: AACTGCCACTTCAACCACAGC
Lipoprotein lipase Lpl NM_012598 70 95.8
uptakes R: CATACATTCCTGTCACCGTCCA
) Fatty acid biosynthesis, mainly palmitate and long chain F: CGCCGTGGTGCTGGAGATTG
Fatty acid synthase Fasn . . NM_017332 142 98.3
fatty acid synthesis R: CTTGCCGAGGTTGGTGAGGAAG
Acaca, Catalyze the rate limiting step in fatty acid biosynthesis: F: CGATTCCCATCCGCCTCTTCC
Acetyl-CoA carboxylase . NM_022193 127 923
Accl  malonyl-CoA synthesis R: GGTCCCTGCTTGTCTCCATACG
Fatty acid biosynthesis, involved in inhibition of fatty F: GACGCCAGCAACATCACTTCG
Acetyl-CoA carboxylase . Acacb . Lo NM_053922 107 85.5
acid oxidation R: GCCTCTCGGTCCACCTTACG
Fatty acid binding Uptake, intracellular metabolism and transport of fatty F: ACAGGAAGGTCAAGTCGGTC
. Fabp3 . NM_024162 127 93.3
protein 3 acids R: ATGGGTGAGAGTCAGGATGAG
Fatty acid binding Lipid binding protein involved in fatty acid trafficking, F: TGTGGGGACCTGGAAACTCGT
Fabp4 NM_053365 71 92.9
protein 4 main adipocyte FABP R: CGAAGCCAACTCCCACTTCTTIT
Scd, . . . F: GTTGGGTGCCTTATCGCTTTCC
Stearoyl-CoA desaturase Fatty acid desaturation, biosynthesis of oleic acid. NM_139192 114 97.8
Scdl R: CTCCAGCCAGCCTCTTGTCTA
Diacylglycerol Catalyzes the synthesis of triglyceride from diglyceride F: GGCATCATACTCCATCATCTTC
Dgat1 NM_053437 115 97.1
O-acyltransferase 1 and acyl-CoA R: CCCACTGACCTTCTTCCC
Diacylglycerol Catalyzes the synthesis of triglyceride from diglyceride F: GGTCATCTCAGTCCTACAG
Dgat2 NM_001012345 101 88.6
O-acyltransferase 2 and acyl-CoA R: CTATCAGCCAGCAGTCAG
. Coating of intracellular lipid droplets and milk fat F: CTTCTTCATTGACCTGCGAC
Perilipin 2 Plin2 . S . NM_001007144 108 97.1
globules, involved in milk lipid secretion. R: CACCCTTACCTTAAGTTTCTCCT
Solute carrier family 2, ) )
. Slc2al, One of majors glucose transporters, located in the cell F: CCAATATGTGGAGCAACTGTG
facilitated glucose NM_138827 129 108.2
Glutl ~ membrane R: GGAAGCGATCTCATCGAAGG
transporter member 1
Interconvert glucose-1-phosphate and glucose-6- F: CCCTTCACAGTGGAGATCGT
Phosphoglucomutase 1 Pgml NM_017033 122 96.1
phosphate R: GTCGATGCGGATCTTCAGTC
UDP-glucose F: CGGAAGATTCGATTCAACCC
Ugp2  Convert glucose-1-phosphate to UDP-glucose NM_001024743 111 93.0

pyrophosphorylase 2

R: GTTCCCAAACCACCATTGAG
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Beta-1,4- Catalytic subunit of lactose synthase complex, convert F: CGCTTTGTGTTCAGTGATGTGG
B4galtl ) NM_053287 122 100.7
galactosyltransferase 1 UDP-galactose and glucose into lactose R: AACGTAAGGCAGGCTAAACC
. Regulatory subunit of lactose synthase complex, one of F: CTTGCTTGAATGGACCTGTG
Lacatlbumin Lalba NM_012594 126 92.7
the main milk proteins R: GCTACTCTTGCACCAATTTCTG
. Principal milk protein and primary source of essential F: AAACATCCAGCCTATTGCTC
Casein 3 Csn2 . . . NM_017120 118 96.6
amino acids for sucking young R: CATCTGTTTGTGCTTGGGAA
o . Whey protein associated with mammary gland, a major F: CATGTCTTCAACTCAGTTCAGTCC
Whey acidic protein Wap ) . NM_053751 104 95.8
constituent of milk R: CATGTCATTCTGGGCACACTC
Solute carrier family 7 Amino acid transporter, mediate the uptake of large F: GGGAAAGGACATAGGACAAGG
Slc7a5 NM_017353 136 94.5
member 5 neutral amino acids (branch-chain, aromatic) R: TCAGATAGTTCCATCCTCCGT
. Integral membrane protein, allow the passive transport F: GGCATTGAGATCATTGGCAC
Aquaporin 1 Agpl . . NM_012778 142 97.8
of water along osmotic gradient. R: GTGTAGTCAATGGCCAGCAG
. Passive water transporter located in the basolateral cell F: GGGCTCTACTATGATGCAATCTG
Aquaporin 3 Aqp3 NM_031703 148 95.5
membrane R: GCTGCTGTGCCTATGAACTG
Carnitine Initiate B-oxidation by translocating long chain fatty F: TGCCTGCCAGTTCCATTAAGC
. Cptla . . o NM_031559 143 90.1
palmitoyltransferase 1A acids across mitochondrial inner membrane R: GTCTCACTCCTCTTGCCAACAG
Acyl-CoA dehydrogenase Catalyze the first step of mitochondrial fatty acid F: CGGCAGAACAAGGGTATCAG
Acads NM_022512 115 99.1
short chain [-oxidation R: AAGATGAGGTTAGCTGTAGATGAG
Pyruvate dehydrogenase Subunit of the pyruvate dehydrogenase complex that F: CACGGACCATCTCATCACTG
Pdhal NM_001004072 100 91.2
E1 subunit alpha 1 convert pyruvate to acetyl-CoA and CO2 R: CTCCTCTTCGTCCTGTTAATTCTG
. Krebs cycle enzyme that catalyse the synthesis of citrate F: GCTATAGTATCCCTGAGTGCCA
Citrate synthase Cs NM_130755 128 91.1
from oxaloacetate and acetyl-CoA R: AGAGCCAAGAGACCTGTTCC
Cytochrome c oxidaseI, ~ Mtcol, Subunit of the cytochrome c oxidase, catalyse reduction VP 665631 F: GCCTAGATGTAGACACCCGAG 107 970
mitochondrial mtCox1 of oxygen to water for oxidative phosphorylation B R: TATTTCCTCCATGTAGTGTAGCGA '
ATP synthase F1 Subunit of the mitochondrial ATP synthase, catalyse the F: AGCGTTTCAATGATGGGACTG
. Atp5fla ) . L ) NM_023093 124 94.3
subunit ATP synthesis during oxidative phosphorylation R: GTACTTCATGGCATCTGCGTC
Sterol regulatory element Nuclear transcription factor that bind to the sterol
Lo L o F: GCAGCTGATGGAGACAGGGA
binding transcription Srebfl ~ regulatory element 1, regulates the transcription of NM_001276707 76 99.3
. . . ) ) R: CGACAGCGTCAGAACAGCTA
factor 1 genes important for sterol biosynthesis and lipogenesis
Peroxisome proliferator Transcription factor that regulate expression of genes F: CCGTTCACAAGAGCTGACCC
. Pparg o . NM_001145366 73 94.7
activated receptor y involved in lipid metabolism R: TCGCACTTTGGTATTCTTGGAGC
Thyroid hormone Thrsp, Play a role in regulation of lipogenesis and specially NM 012703 F: CACATCCTTACCCACCTGAC 109 885
responsive Spot14  triglycerides with medium-chain fatty acids. B R: CGTGTAAAGTGATCTTCCATAGAG ]
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Nuclear receptor

. Nr1h3, Nuclear oxysterol receptor that regulate inflammation F: CAGAGCCTACAGAACTTCGT
subfamily 1, group H, . o NM_031627 123 101.0
Lxra  and homeostasis of lipids and cholesterol R: CAGCTCAGCACATTGTAATGG
member 3
AKT serine/threonine Key signalling pathway protein notably linked to mTOR F: CTACTATGCCATGAAGATCCTC
Akt1 NM_033230 124 93.9
kinase 1 signalling, regulate metabolism, proliferation... R: CTACTATGCCATGAAGATCCTC
o Central regulator of cell metabolism, growth and
Mechanistic target of . . . . F: ACCAATTATACTCGCTCCCTG
Lo Mtor  survival, mediate nutrient and energy signal, key =~ NM_019906 147 90.9
rapamycin kinase . R: CATAGCAACCTCAAAGCAGTC
regulator of mRNA translation
Signal transducer and Involved in signal transduction and transcription
) o Stat5a, . . F: AGAACACCCGCAATGATTACAG
activator of transcription activation in response to cytokine, growth factors and ~ NM_017064 129 97.8
Stat> . R: GTGACATGTTTCTGAAGTGGG
5A prolactin
. Prolactin binding and signalling mainly through F: GAAATGCCAAATGACTTCACCT
Prolactin receptor Prlr NM_001034111 111 91.5
JAK2/STATS5 and Akt/mTOR pathways R: TATAGCCCTTCAAAGCCACTG
Insulin binding and signalling mainly through F: TTCATTCAGGAAGACCTTCGA
Insulin receptor Insr NM_017071 259 95.4
AKT/mTOR and MAPK pathways R: CAGGCCAGAGATGACAAGTGAC
. G-protein coupled receptor binding oxytocin, activate F: TTCATTCAGGAAGACCTTCGA
Oxytocin receptor Oxtr NM_012871 146 88.3
PIP3-Ca? pathway R: GAGTTCGTGGAAGAGGTGAC
Growth hormone Growth hormone binding and signalling mainly F: TTCTTCGTGCAGATGTGGAG
Ghr NM_017094 115 102.1
receptor through JAK2/STATS pathway R: ATGGAAACCGGAAATCTTCTTCAC
Insulin-like growth IGF-1 binding and signalling mainly through F:CCATAGAAAGAGGAATAACAGCAG
Igflr NM_052807 108 88.9
factor 1 receptor AKT/mTOR and MAPK pathways. R: TACCTCCCATTCATCAGGCA
Esrl,  Nuclear receptor binding oestrogens, act as a regulator F: CCACGATCAAGTTCACCTTCTG 86.8 MG)
Estrogen receptor 1 L NM_012689 136
Esra. of DNA transcription R: CACATTTACCTTGATTCCTGTCCA 92.1 (PG)
Involved in innate immune response; central role in F: CTTCTTCATTGACCTGCGAC 94.6 (MG)
Complement C3 C3 L NM_000064 122
activating the complement system R: CACCCTTACCTTAAGTTTCTCCT 98.4 (PG)
. . Convert superoxide to hydrogen peroxide and oxygen, F: TACACAAGGCTGTACCACTG
Superoxide dismutase 1 Sodl | . - NM_017050 150 101.4
involved in response to oxidative stress R: CACACGATCTTCAATGGACAC
Key antioxidant enzyme that convert hydrogen F: CATAGCCAGAAGAGAAACCC
Catalase Cat . L NM_012520 104 93.7
peroxide to water and oxygen, limit oxidative stress R:GAACAAGAAAGTAACCTGATGGAG
Catalyse the reduction of hydroperoxides and H202 by F: GTTCGGACATCAGGAGAATGG
Glutathione peroxidase 1 Gpx1 . . L NM_030826 144 95.7
glutathione to protect cells against oxidative damages R: GAAGGTAAAGAGCGGGTGAG
. Pituitary hormone that primarily promote lactation. F: AAACAGTATGTCCAAGATCGTGAG
Prolactin Prl NM_012629 112 99.8

Play a role as growth regulator and in cell survival

R: ACTTCCGGAGGGACTTTCTG
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Pituitary hormone playing major role in growth control.

F: ACCTACAAAGAGTTCGAGCGT

Gh Ghl NM_001034848 147 94.2
Stimulate IGF1-1 secretion by the liver R: GAAGCAATTCCATGTCAGTTCTC
Oxytocin / neurophysin I Hormone involved in contraction of smooth muscle F: GGATATGCGCAAGTGTCTTCC
. Oxt . » ) NM_012996 140 106.8
prepropeptide during parturition and lactation R: GAGGGCAGGTAGTTCTCCTC
. G-protein coupled receptor of dopamine which inhibit F: CCACTCAAGGGCAACTGTACC
Dopamine receptor D2 Drd2 . . NM_012547 179 91.5
adenylyl-cyclase and notably prolactin secretion R: ATGGGGCTATACCGGGTCC
Thyrotropin releasing G-protein coupled receptor of TRH that activate PIP3- F: CAGACCGCTTTAGCACAGAG
Trhr ) NM_013047 112 90.1
hormone receptor Ca? pathway, promote release of prolactin R: ACTGGGTCCATTCTTCTCGG
Vasoactive intestinal ) G-protein coupled receptor of VIP which activate F: GCAGCCAAATGGAGAATCAC
. Vipr2 . . NM_017238 145 104.0
peptide receptor 2 adenylyl-cyclase and notably prolactin secretion R: TTTGCTTATGTTTCCTGGTCTG
Growth hormone G-protein coupled receptor of GHRH that activate
. ) . F: GCTGTTTGCTACTTTCATCCT
releasing hormone Ghrhr  adenylyl-cyclase and stimulate GH transcription and ~ NM_012850 109 97.9
R: CCTTGCACAGAATAGTGGAC
receptor secretion
Steroid hormone activated transcription factor, involved F: CTCTGCCTCTGAAGTGTGGT
Adrogen receptor Ar . o NM_012502 136 915
in cell proliferation and differentiation R: TACTGTCCAAACGCATGTCC
. Highly conserved proteins that are involved in cell F: CTATCGGCAATGAGCGGTTCC
Actin Actb L . . . . NM_031144 150 93.2 (PG)
motility, structure, integrity and signalling R: GCACTGTGTTGGCATAGAGGTC
Ubiquitously-expressed, Ut Cofactor that modulates AR-dependent transcription, NM 001006982 F: ATTGACCGAAAGAGTTCCCT 108 91.3 (MG)
x
prefoldin-like chaperone and also plays a critical role in TNF-induced apoptosis B R: GTAGTTCTCTAAGTCCCTCTAGCA 87.2 (PG)
F: GCTAAAGTTGATTGGAGAGTATGG 99.0 MG)
Ribosomal protein S9 Rps9  One of 40S ribosomal subunit protein NM_031108 146
R: AGAGCGTTGCCTTCAAACAG 89.5 (PG)
Valosin-containing ATP binding protein involved in vesicle transport and F: TCAAGCGAGAGGATGAGGAG
Vep NM_053864 140 92.3

protein

fusion and endoplasmic reticulum function

R: TCACACCAATTGCCTTAAAGAG

Official name of each gene with official symbol given by NCBI gene (first symbol) as well as the most common symbol used if different. Functions were given by NCBI gene or GeneCards.

Primers of Actb, Lpl, Fasn, Acaca, Acacb, Scd1, Dgatl, Dgat2, Fabp4, Cptla, Srebfl, Pparg, Aktl, mTOR, Insr and Drd2 were already designed and validated in the lab whereas other primers

were designed using Per]Primer. All primers were tested for efficiency and specificity (RT-) in mammary gland or/and pituitary gland. MG and PG: efficiency measured in mammary gland
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Figure S1: Pearson correlation table between all mammary gland genes expressions on row data
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Data analyzed were Log2(fold change) or —~AACq calculated for all groups with CTL at L12 as reference group. Correlations were realized using Pearson’s test. Results were coloured function of

the strength of the correlation from white boxes for a negative correlation to dark green for strong positive correlation.
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Figure S2: Pearson correlation table between all mammary gland genes expressions on data normalized by the period of lactation.
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Lalba | 043 | 054 | 0.47 | 0.39 | 0.75 | 0.16 | 0.09 | 0.40 |-0.47]0.65 | 0.12 | 0.11 | 0.56 | 0.55 0.55 | 057 | 0.45 | 0.28 | 0.52 | 0.52 | 0.53 | 0.38 | 0.34 | 0.02 | 0.34 | 0.48 | 0.43 | 0.56 | 0.49 | 0.48 | 0.57 | 0.37 | 0.45 | 0.29 | 0.34 ['0.77 | 0.00 |-0.04|-0.36
Csn2 | 041 | 058|047 | 0.39 | 0.68 | 0.18 | 0.10 | 0.43 |-0.49| 0.67 | 0.06 | 0.12 | 0.55 | 0.53 0.51 | 0.64 | 0.47 | 0.26 | 0.50 | 0.52 | 0.53 | 0.44 | 0.33 | 0.03 | 0.34 | 0.47 | 0.42 | 0.56 | 0.51 | 0.49 | 0.55 | 0.39 | 0.42 | 0.27 | 0.33 | 0:81 | -0.03 | 0.00 |-0.38
Wap | 019 |0270.22 | 0.18 | 0.57 |-0.01|-0.07| 0.35 |-0.50| 0.58 | 0.14 | 0.02 | 0.37 | 0.42 0.50 | 0.42 | 0.37 | 0.16 | 0.33 | 0.38 | 0.37 | 0.19 | 0.19 | -0.13| 0.22 | 0.28 | 0.25 | 0.35 | 0.31 | 0.29 | 0.40 | 0.19 | 0.26 | 0.09 | 0.21 | 0.59 | 0.04 | -0.07 | -0.54
Slc7a5 | -0.05 | 0.04 |-0.04 | -0.20 | 0.61 |-0.29|-0.03| 0.46 [-0.32| 0.53 | 0.13 |-0.11| 0.03 | 0.61 |0.55 | 0.51 | 0.50 0.25]0.14 | 0.08 | 0.23 | 0.08 | 0.16 | 0.03 | -0.11 | -0.43 | 0.00 | -0.08 | 0.12 | 0.19 | 0.15 | 0.00 | 0.28 | -0.30| 0.05 |-0.05] 0.22 | 0.39 |-0.45|-0.32 |-0.54
Agpl | 0.34 |0.47]0.34|0.27 | 0.45 | 0.34 | 0.05 | 0.44 [-0.39| 0.58 |-0.22 | 0.11 | 0.47 | 0.30 | 0.57 | 0.64 | 0.42 | 0.25 0.36 [ 0.34 | 0.52 | 0.51 | 0.52 | 0.67 | 0.34 | 0.18 | 0.49 | 0.40 | 0.57 [ 0.63 | 0.68 | 0.58 | 0.56 | 0.41 | 0.36 | 0.29 | 0.42 | 0.70 | -0.15| 0.24 | -0.13
Agp3 | 032 | 044|035 038 | 0.7 | 0.7 | 0.20 | 0.42 | 0.14 | 0.35 |-0.20| 0.05 | 0.30 | 0.31 |0.45| 047 | 0.37 | 0.14 | 0.36 0.59 | 0.51 | 0.46 | 0.52 | 0.48 | 0.41 | 0.14 | 0.36 | 0.52 | 0.52 | 0.45 | 0.41 | 0.56 | 0.65 | 0.41 | 0.35 | 0.43 | 0.60 | 0.44 | 0.13 | 0.12 |-0.09
Cptla | 044 [0.34 | 040 | 0.22 | 0.42 | 0.32 | 0.20 | 0.13 |-0.04| 0.20 | 0.06 [ 0.23 | 0.49 | 0.39 |0.28 | 0.26 | 0.16 | 0.08 | 0.34 | 0.59 059 | 0.69 | 0.71 [ 0.74 | 036 | 0.7 | 041 0.63 | 0.76 | 0.70 | 0.66 | 0.42 | 0.48 | 0.73 0.22 | 0.04 | 0.02 | 0.21
Acads | 057 | 055|058 | 0.35 | 0.65 | 0.27 | 0.23 | 0.20 [-0.27] 0.33 | 0.08 | 0.26 | 0.67 | 0.59 | 0.52 | 0.50 | 0.33 | 0.23 | 0.52 | 0.51 0.73 |0.81 | 0.76 | 0.81 | 0.42 | 0.68 | 0.60 0.82 0.80 | 0.56 | 0.58 | 0.74 0.44 |-0.05|-0.01 | 0.24
Pdhal | 058 |0.50 | 0.59 | 0.40 | 0.49 | 0.36 | 0.31 | 0.16 |-0.35| 0.36 [-0.02| 0.21 | 0.66 | 0.47 |0.52 | 0.52 | 0.38 | 0.08 | 0.51 | 0.46 | 0.59 [ 0.73 0.69 0.50 | 0.64 | 0.67 | 0.74 0.80 | 0.77 | 0.83 | 0.69 | 0.55 | 0.68 | 0.63 | 0.60 |-0.01] 0.01 | 0.24
Cs | 0.60 | 054 |0.65) 039 | 0.55 | 0.37 | 0.33 | 0.15 |-0.37| 0.29 | 0.16 | 0.26 | 0.66 | 0.54 | 0.53 | 0.53 | 0.37 | 0.16 | 0.52 | 0.52 | 0.69 | 0:81 0.76 0.51 | 0.70 | 0.59 | 0.81 0.82 1082|080 0.66 | 0.64 | 0.74 | 0.74 | 0.56 |-0.02 | 0.13 | 0.25
Mtcol | 050 |0.49 | 053 | 042 | 0.37 | 044 | 0.28 | 0.29 |-0.24| 0.36 |-0.16| 0.13 | 0.57 | 0.36 |0.38 | 044 | 0.19 | 0.03 | 0.67 | 0.48 [ 0.71 [ 0.76 | 0.69 | 0.76 0.74 | 050 [ 0.74 | 0.55 | 0.80 | 0.80 0.82 ] 0.74 | 0.64 | 0.56 | 0.68 | 0.70 | 0.51 |-0.09 | 0.27 | 0.25
Atp5fla] 057 | 0.44]0.62 | 0.46 | 0.40 | 0.41 | 0.36 |-0.08|-0.23]| 0.11 | 0.09 | 0.28 | 0.68 | 0.34 | 0.34 | 0.33 | 0.19 | -0.11 | 0.34 | 0.41 [ 0.74 | 0.81 0.74 0.68 | 0.71 | 0.67 0.69 | 0.71 0.65-0.75 0.36 [ 0.13 ] 0.11 | 0.41
Srebfl | 0.58 | 0.44 | 0.57 | 0.48 | 0.16 | 0.51 | 0.32 |-0.28|-0.20|-0.27 | 0.14 | 0.36 [ 0.66 | -0.03 | 0.02 | 0.03 |-0.13| -0.43 | 0.18 | 0.14 | 0.36 | 0.42 | 0.50 | 0.51 | 0.50 | 0.68 0.52 | 0.64 | 0.45 | 0.56 | 0.50 | 0.67 | 0.24 [ 0.74 | 0.58 | 0.62 | 0.33 | 0.11 | 0.23 | 0.22 | 0.60
Pparg | 0.61 |0.44 | 050 | 0.38 | 0.41 [0.71 0.25 | 0.02 [-0.21| 0.08 | 0.21 | 0.36 [ 0.66 | 0.20 |0.34 | 0.34 | 0.22 | 0.00 | 0.49 | 0.36 | 0.71 | 0.68 | 0.64 | 0.70 | 0.74 | 0.71 | 0.52 0.52 | 0.79 | 0.63 | 0.81 | 0.67 | 0.49 | 0.62 | 0.61 | 0.78 | 0.66 | 0.35 | 0.23 | 0.11 | 0.20
Spot14 | 0.66 | 0.72 | 0.64 | 0.68 | 0.34 | 043 | 0.34 | 0.08 |-0.09| 0.12 [-0.01]| 0.27 | 0.7 | 0.21 | 0.48 | 0.47 | 0.28 | -0.08 | 0.40 | 0.52 | 0.41 | 0.60 | 0.67 | 0.59 | 0.55 [ 0.67 | 0.64 | 0.52 0.59 [ 0.64 | 0.62 [ 0.79 | 0.59 | 0.82 | 0.58 | 0.63 | 0.41 | 0.57 | 0.23 | 0.10 | 0.29
Lxra | 0.55 | 051 |0.58 | 0.45 | 0.48 | 0.45 | 0.28 | 0.07 |-0.18| 0.24 | 0.02 | 0.33 | 0.66 | 0.47 | 0.43 | 0.42 | 0.25 | 0.12 | 0.57 | 0.52 0.74 | 0.81 | 0.80 0.45 | 0.79 | 0.59 0.78 0.75 | 0.64 | 0.66 0.41]0.09 | 0.14 | 0.27
Aktl | 057 | 051060 | 0.37 | 063 |0.33|0.30 | 0.30 |-0.45]0.43 |-0.09]0.12 | 0.70 | 0.51 |0.56 | 0.56 | 0.35 | 0.19 | 0.63 | 0.45 | 0.63 | 0.82 0.80 0.56 | 0.63 | 0.64 | 0.78 0.81 0.62 | 0.60 | 0.65 | 0.71 | 0.63 | -0.16 | -0.02 | 0.22
Mtor | 054 | 051|055 | 041 | 055 | 044 | 0.19 | 0.13 |-0.35] 0.33 | 0.02 | 0.32 | 0.70 | 0.44 |0.49 | 051 |0.31 | 0.15 | 0.68 | 0.41 [ 0.76 0.80 | 0.82 0.50 | 0.81 | 0.62 0.75 | 0.64 | 0.64 | 0.76 | 0.79 | 0.54 | 0.00 | 0.11 | 0.18
Stats | 0.64 | 0.65 | 0.69 | 0.61 | 0.46 | 0.41 | 0.31 | 0.14 |-0.27| 0.22 |-0.03| 0.30 | 0.76 | 0.40 [0.48 | 0.49 | 0.29 | 0.00 | 0.58 | 0.56 | 0.70. 0.77 [ 0.82 | 0.82 0.67 | 0.67 | 0.79 0.75 [ 0.82 ] 0.70 | 0.75 | 0.75| 0.54 | 0.12 | 0.16 | 0.34
Insr | 0.50 [0.49 | 0.50 | 0.35 | 0.52 | 0.14 | 0.25 | 0.49 |-0.17 [ 0.58 |-0.22| 0.00 | 0.50 | 0.61 |0.57 [ 0.55 | 0.40 | 0.28 | 0.56 | 0.65 | 0.66 | 0.80 | 0.83 | 0.80 | 0.74 | 0.69 | 0.24 | 049 | 0.59 | 0.75 | 0.81 | 0.75 | 0.75 0.53 ] 0.44 | 0.56 | 0.71 | 0.61 |-0.18| 0.08 | 0.11
Prir | 0.75 | 0.69 | 0.73 | 0.81 | 0.23 | 0.62 | 0.31 | -0.04|-0.13] 0.00 | 0.01 | 0.37 | 0.76 | 0.12 | 0.37 | 0.39 | 0.19 | -0.30 | 0.41 | 0.41 | 0.42 | 0.56 | 0.69 | 0.66 | 0.64 | 0.71 | 0.74 | 0.62 | 0.82 | 0.64 | 0.62 | 0.64 [ 0.82 | 0.53 0.70 | 0.68 | 0.37 | 0.46 | 0.42 | 0.31 | 0.49
Oxtr | 0.60 | 0.56 | 0.67 | 0.64 | 0.45 | 0.63 | 0.26 | -0.18|-0.27|-0.08| 0.32 | 0.18 | 0.63 | 0.22 | 0.45| 0.42 | 0.26 | 0.05 | 0.36 | 0.35 | 0.48 | 0.58 | 0.55 [ 0.64 | 0.56 | 0.65 | 0.58 | 0.61 | 0.58 | 0.66 | 0.60 [ 0.64 | 0.70 | 0.44 [ 0.70 0.80 | 0.53 | 0.42 | 0.38 | 0.27 | 0.28
Ghr | 059 | 046|059 | 0.51 | 0.33 | 0.64 | 0.39 |-0.20|-0.04|-0.04| 0.17 | 0.27 | 0.61 | 0.24 | 0.29 | 0.27 | 0.09 | -0.05 | 0.29 | 0.43 | 0.73 | 0.74 | 0.68 | 0.74 | 0.68 0.62 | 0.78 | 0.63 0.65 | 0.76 | 0.75 | 0.56 | 0.68 | 0.80 0.76 | 0.27 | 0.26 | 0.23 | 0.39
Igfir | 0.35 | 0.35] 0.40 | 0.21 | 0.45 | 0.26 | 0.23 | 0.14 |-0.12] 0.26 | 0.03 | 0.15 | 0.45 | 0.45 |0.34]0.33 | 0.21 | 0.22 | 0.42 | 0.60 0.63 | 0.74 | 0.70 [ 0.75 | 0.33 | 0.66 | 0.41 0.7 1 0.79 | 0.75 | 0.71 | 0.37 | 0.53 | 0.76 0.31 [-0.04] 0.02 | 0.12
Esrl | 036 | 059|038 | 0.39 | 0.50 | 0.28 | 0.11 | 0.49 |-0.36| 0.59 [-0.17| 0.00 | 041 | 0.33 | 0.77 081|059 | 0.39 |0.70 | 0.44 | 0.22 | 0.44 | 0.60 [ 0.56 | 051 | 0.36 | 0.11 | 0.35 | 0.57 | 0.41 | 0.63 | 0.54 | 0.54 | 0.61 | 0.46 | 0.42 | 0.27 | 0.31 -0.07| 0.04 |-0.27
Sodl | 0.24 |0.22 | 0.18 | 0.56 | -0.22 | 0.52 [-0.11|-0.50| 0.21 |-0.45] 0.30 | 0.25 | 0.20 | -0.44 | 0.00 | -0.03| 0.04 | -0.45 |-0.15)| 0.13 | 0.04 [-0.05| -0.01 [-0.02| -0.09 | 0.13 | 0.23 | 0.23 | 0.23 | 0.09 |-0.16| 0.00 | 0.12 |-0.18 | 0.42 | 0.38 | 0.26 | -0.04 |-0.07 0.35 ] 0.23
Cat | 0.08 [0.14]0.10 | 031 |-0.22|0.30[-0.11|-0.23| 0.08 |-0.09| 0.07 | 0.12 | 0.05 | -0.27 |-0.04| 0.00 [-0.07 | -0.32 | 0.24 | 0.12 | 0.02 |-0.01| 0.01 | 0.13 | 0.27 | 0.11 | 0.22 | 0.11 | 0.10 | 0.14 [-0.02] 0.11 | 0.16 | 0.08 | 0.31 | 0.27 | 0.23 | 0.02 | 0.04 | 0.35 0.17
Gpxl | 053 | 033|051 041 |-0.03]|0.29 034 |-0.38|0.10 |-0.48 0.09 | 0.27 | 0.40 | 0.01 |-0.36|-0.38|-0.54| -0.54 |-0.13]-0.09] 0.21 | 0.24 | 0.24 | 0.25| 0.25 | 041 | 0.60 | 0.20 | 0.29 | 0.27 | 0.22 | 0.18 | 0.34 | 0.11 | 0.49 | 0.28 | 0.39 | 0.12 |-0.27] 0.23 | 0.17

Data analyzed were Log2(fold change) or ~AACq calculated for each period with the CTL of the day as reference group. Correlations were realized using Pearson’s test. Results were coloured

function of the strength of the correlation from white boxes for a negative correlation to dark green for strong positive correlation.
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Figure S3: PLS-DA score plot on non-normalized mammary gene expression separating

groups according to the diet and the lactation period.

PLS-DA score plot on 43 un-normalized variables at L12-L18-Inv
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R2X[1] = 0.537; R2X[2] = 0.168

The PLS-DA model presented a cumulative modeled variation (R2X) value of 71% and various predictive abilities
for each [diet-lactation time] group according to cumulative variation (R2Y) and predicted variation (Q2Y) values
i.e CTL - L21 : R2(Y) cum =0.39, Q2 cum = 0.38 ; FEN — L21 : R2(Y) cum = 0.24, Q2 cum = 0.22 ; CTL-L18 : R2(Y) cum
=0.35, Q2 cum = 0.33 ; FEN-L18 : R2(Y) cum = 0.30, Q2 cum = 0.21 ; CTL-L12 : R2(Y) cum = 0.06, Q2 cum =-0.02 ;
FEN-L12 : R2(Y) cum = 0.45, Q2 cum = 0.38. Only one sample (FEN-L12) was identified as outlier according to the

Hotelling’s T2 grey circle, corresponding to a multivariate generalization of the 95% confidence interval

133



Figure S4 : Food intake of dams supplemented or not with fenugreek during lactation

100

- %k

o> 801

X

>

o> 601

X

s

S 404

o

o

o

w 20 CTL

- FEN

0 | T T 1
0 5 10 15 20

Lactation days

Values are mean + SEM and n= 16-17 per group and per day. Data were analyzed with Two-way ANOVA with

repeated measure for day effect followed by Sidak post-hoc test for diet comparison. *, **, *** p <0.05, p <0.01 and

p<0.01 for diet comparison

Table S1: Validation of RNA extraction in quantity and quality and of primer design in

efficiency and specificity.

RNA extraction

Primer design

Tissues  RNA concentration Ratio Ratio Amplicon size Efficiency AC
(ug/ mL) 260/280 nm  260/230 nm (bp) (%) a0
MG 593 + 268 2.01+0.02 2.25+0.08 948 +4.5 21.0+5.0
124.7 +28.6
PG 627 +179 2.03+0.01 220+0.11 952 +5.6 16.8 +4.7

Values are mean + standard deviation. MG and PG: mammary and pituitary glands, respectively.

ACqrr) = mean Cqrr) — mean Cqample) with a value of 50 assigned for unamplified samples for calculation.
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3. Résultats complémentaires sur I’effet galactagogue et métabolique du
fenugrec

3.1 La supplémentation en fenugrec ne modifie pas la composition du lait
de rate
Suite aux nouvelles expérimentations animales réalisées (Xp2 et Xp3), les données de
composition du lait ont dii étre mises a jour par rapport aux données présentées dans 1’ Article
1 (Xp1). Les résultats obtenus suite aux 3 expériences sont présentées dans le Tableau 12.

Tableau 12 : Concentration et flux de macronutriments du lait de rates supplémentées ou non en fenugrec

Macronutriments N Régimes
Concentrations (g/L) CON FEN
Protéines
L12 5-6 935+4,7 843+17
L18 14-15 90,2 +1,1 93,0+26
Lactose
L12 5-6 251+17 229+181
L18 14-15 30,0+1,2 32,7+1,82
Lipides
L12 5-6 167,0+12,11 160,9+73*
L18 14-15 1325+757 120,1+6,92
Flux (g/j)
Protéines 5,00 +0,20 2 6,04 +0,29 °
Lactose 14-15 1,70 +0,12 2 2,11+0,12°
Lipides 7,32 +0,33 7,81 0,50

Les valeurs sont des moyennes £ SEM. Les valeurs de concentration ont été obtenues a la suite des 3 expérimentations animales
alors que le flux de macronutriment n’a été calculé que pour les 2 premicres expérimentations. Les valeurs de concentration
ont été analysées avec une ANOVA deux facteurs suivie de tests de Sidak et les valeurs de flux par des tests de Student. Les
différents chiffres et lettres représentent des différences significatives (p <0,05) entre les différents jours et régimes,
respectivement.

Ces résultats confirment 1’absence d’effet du fenugrec sur la concentration du lait en
protéines et en acides gras totaux. En revanche, contrairement aux résultats présentés dans
I’Article 1, le fenugrec n’a pas d’effet significatif sur la concentration du lait en lactose
(p =0,89). De plus, la concentration en lactose augmente de 30% (p <0,001) tandis que celle
en acides gras totaux diminue de 30% (p <0,001), entre le milieu et la fin de la lactation.
Finalement, nous confirmons que la supplémentation en fenugrec entraine une augmentation
du flux de protéines (+21%, p = 0,007) et de lactose (+24%, p = 0,019) mais, pour ce dernier,
dans une moindre mesure que dans I’Article 1. En revanche, contrairement a ce qui avait été

publié, le flux d’acides gras n’est pas significativement augmenté.

3.2. Masse grasse des meres supplémentées en fenugrec et de leur
descendance

A chaque sacrifice, une partie du tissu adipeux des meres et de la descendance a été

prélevée, pesée et rapportée au poids des animaux, afin d’estimer le pourcentage de masse

grasse. Chez les meres, les glandes mammaires remplacent le tissu adipeux sous-cutané donc

seuls les tissus adipeux viscéral et périrénal ont été prélevés. Chez les ratons, les tissus adipeux

135



périrénal et sous-cutanés ont été prélevés au sevrage (J20). Enfin les trois tissus adipeux ont été
prélevés chez la descendance, a long terme (J75). Les résultats sont présentés dans la Figure 22.

M asse tissu adipeux (g/100g)

M asse tissu adipeux (g/100g)

M asse tissu adipeux (g/100g)

N . CON
Meres au cours de la lactation | .
Périrénal Viscéral Abdominal total
1 1 2 2 107 1 2 1 T 1 2 2
a1 ° 0.8 ° - :
° -I- . . i
3 * 0.6 { . % i s .T.' .
2 " 0.4 } - 5 " v " _f_r;.‘i
° -;- e n n : _I_ L)
1 © % 0.2 o ® = °® -!_ -
0 T T T 0.0 T T T 0 T T T
J12 Ji8 Invi J12 Jis Invi Ji2 Jis Invi
Jours lactation Jours lactation Jours lactation
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Périrénal Sous-cutané Total
0.8 2.5 31
064 o 207 o mm e = : :
o:’ ®e : 0e® :l os =R b T
cR en vliTE 22 %—f —?ha
0.44 %¥ _‘£_ P M ol .
® 0 ® -.H_ 1.0 o’ " © " ° .
°® m [ TV “ .'. u 1 .. u
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° u 0.5+
0.0 T T 0.0 T T 0 T T
M ales Femelles M ales Femelles M ales Femelles
Sexe Sexe Sexe
Descendance au stade jeune adulte
Périrénal Sous-cutané Viscéral Total
259 1.0 a b 1.5 6 -
2.0 " A 0.8 _ a4 . A =
- ‘. A L 1.0 = A ‘% 4 - A
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Figure 22 : Proportion de masse grasse des meres supplémentées ou non en fenugrec au cours de la lactation et de leur
descendance au sevrage et au stade jeune adulte. Les lignes sont des moyennes + SEM et ont été analysée avec une ANOVA
2 facteurs suivi par des tests de Sidak ou de Tukey lorsque les effets ont plus de 2 niveaux. Les différents chiffres ou lettres
représentent une différence significative (p <0,05) pour I’effet jour ou sexe, respectivement.

Chez les méres, la masse de tissu adipeux abdominal est diminuée de 49% (p <0,001)
entre L12 et L18 quel que soit le régime. Cette évolution est proche de celle observée pour les

concentrations plasmatiques en insuline,

IGF-1 et leptine chez la meére rapportée dans
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I’ Article 2. Cela pourrait donc confirmer que le pic de lactation est plus proche de L18 que de
L12 les meres puisant davantage dans leurs réserves lipidiques a L18 pour répondre aux besoins
énergeétiques augmentés. A 1’age jeune adulte, la proportion de tissu adipeux sous-cutané est
moins importante chez les femelles que chez les méales (-41%, p <0,001). Finalement, que ce
soit chez les meres au cours de la lactation ou la descendance a court et long terme, la
supplémentation en fenugrec n’a eu aucun effet significatif sur la proportion de masse grasse
des animaux. Seule la masse de tissu adipeux périrénal des ratons au sevrage tendait a étre
Iégerement diminuée dans le groupe FEN (-10%, p = 0,098). Ces résultats confirment 1’absence
d’effet métabolique néfaste apparent de la supplémentation en fenugrec pour les méres et la
descendance en conditions physiologiques normales.
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4. Article 3 : Une supplémentation nutritionnelle en arginine pendant la
gestation et la lactation augmente la production de lait en stimulant la
lipogenése mammaire dans un modeéle de rate allaitant une grande
portée

4.1. Contexte

L’arginine est un acide aminé essentiel pendant I’ensemble de la période de
reproduction, et il a été utilisé en élevage afin d’améliorer les performances de lactation. Ainsi,
plusieurs études ont montré, chez la vache, qu’une perfusion intra-jugulaire d’arginine pendant
la lactation ou la fin de gestation, a des doses d’environ 0,1 g/kg/jour, permettait d’augmenter
la production de lait d’environ 10%. Des études réalisées chez le porc montrent qu’une
supplémentation orale en arginine, pendant la gestation et/ou la lactation, favorise la croissance
des porcelets. L’arginine pourrait agir en stimulant la sécrétion d’hormones lactogenes telles
que la prolactine, la GH ou ’insuline. Elle pourrait également agir comme donneur d’oxyde
nitrique (NO), un composé vasodilatateur et angiogénique qui pourrait accroitre le flux sanguin
au niveau mammaire et donc 1’apport des nutriments requis pour la synthése des constituants
du lait. Enfin, elle pourrait agir en tant qu’activateur du facteur de régulation mTOR et stimuler
la synthése protéique au niveau mammaire. Une supplémentation nutritionnelle en arginine
semble donc étre une solution prometteuse pour venir en aide aux meres ayant des difficultés a
allaiter. Cependant, jusqu’ici, aucune étude n’a pu mettre en évidence de maniére directe et
fiable qu’une supplémentation alimentaire en arginine augmentait la production de lait. Ainsi,
la méthode de mesure de production de lait, par enrichissement isotopique, que nous avons
développée avec le fenugrec, dans un modele de rate allaitant une grande portée, répondrait a
cette problématique. Finalement, les mécanismes exacts conduisant au potentiel effet
galactagogue de I’arginine restent méconnus et doivent étre explorés afin d’adapter son
utilisation éventuelle aux différentes causes biologiques conduisant les méres a produire du lait
en quantité insuffisante pour une croissance optimale de leur enfant.

4.2. Objectifs
Les objectifs de cette troisieme étude sont de :

- déterminer si une supplementation en arginine pendant la gestation et/ou la lactation est
capable d’augmenter la production de lait ou d’en modifier la composition ;

- s’assurer de I’absence d’effet métabolique majeur de la supplémentation en arginine
chez la mere et chez la descendance au sevrage et au début de 1’age adulte ;

- rechercher les voies mécanistiques impliquées dans 1’effet galactagogue de I’arginine.
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4.3. Protocole expérimental

Cinquante-neuf rates ont été assignées de facon randomisée a 3 régimes différents en en
période périnatal. Un premier groupe (n = 19) a recu un régime un régime supplémenté avec
2% d’arginine (régime ARQG) pendant la gestation et la lactation (groupe AGL), un deuxi¢éme
groupe (n = 20) a regu un régime isocalorique et isoazoté (régime MA) supplémenté en acides
aminés non-essentiels pour la lactation (sérine, alanine, glycine et histidine) précédemment
utilisé au laboratoire [202] pendant la gestation et la lactation (groupe MA), enfin un troisiéme
groupe a regu le régime MA pendant la gestation et le regime ARG pendant la lactation (groupe
AL). Au cours de la lactation, pour 14 a 15 rates par groupe, un suivi de poids et de
consommation des méres et de poids des portées a été réalisé jusqu’au 18°™ jour de lactation
(L18). De plus, chez ces animaux, une mesure de production de lait par enrichissement
isotopique a été réalisée entre L11 et L18. Les rates ont été sacrifiées a L12 (n = 5-6 par groupe),
a L18 (n = 5-6 par groupe), ou au premier jour d’involution (Invl, n = 9 par groupe), un jour
apres sevrage des ratons a L20. Des préléevements de sang et de glande mammaire ont été
réalisés afin de mesurer I’expression des génes impliqués dans la synthese des macronutriments
du lait et sa régulation par RT-PCR, et la concentration plasmatique des hormones lactogenes
par ELISA. Finalement, au sevrage, un prélevement de sang a été réalisé chez un raton male et
femelle par portée tandis que 12 males et 12 femelles ont été suivis jusqu’a 1’age jeune adulte
(J60) et un nouveau prélevement de sang a été réalisé. Les parametres métaboliques
plasmatiques : triglycérides, cholestérol, glucose dans le plasma des meéres et de leur
descendance ont été mesurés par dosage enzymatique et 1’insuline par dosage ELISA.

4.4, Résultats

La supplémentation en arginine pendant la gestation et la lactation (groupe AGL) a
conduit a une hausse de la consommation d’eau et d’aliments par les meres, respectivement de
22% (p <0,001) et 17% (p = 0,014), par rapport aux meres MA. La croissance des ratons du
groupe AGL a éte significativement augmentée de 12% a L4 a 8% a L17 (p-corrigée <0,05) par
rapport au ratons MA et la production de lait, rapportée au poids des meres AGL, a été accru
de 20% par rapport a celle des méeres MA (p = 0,004). Cette augmentation de la production de
lait des meéres AGL était associée a une augmentation de 20% de la concentration en acides gras
totaux (p = 0,014) et de 49% du flux d’acides gras (p = 0,002) par rapport aux méres MA. En
revanche, I’administration d’arginine seulement pendant la gestation (groupe AL), n’a eu aucun
effet significatif sur la croissance des ratons ni sur la production et la composition du lait. Les
concentrations en acides aminés essentiels et ceux impliqués dans le cycle de 1'urée ont été
augmentés de maniére similaire dans le plasma et le lait des deux groupes supplémentés en
arginine indépendamment de la fenétre d’intervention nutritionnelle. Seule, 1’isoleucine était
plus basse dans le plasma des meres AGL par rapport aux meres AL. Plusieurs génes impliqués
dans la lipogenese (Lpl, Fabp4) et la régulation du métabolisme lipidique (Pparg, Lxra, Ghr)
étaient surexprimés dans la glande mammaire des méres AGL par rapport aux méres MA. Ils
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étaient majoritairement surexprimés a Inv1 pour LpL (2,04 fois, p = 0,019) ou a L18 pour les
autres, de 1,65 fois pour Lxra (p = 0,008) a 2,76 fois pour Fabp4 (p = 0,002). Finalement, la
concentration de leptine était 39% plus élevée dans le groupe AGL par rapporta MA (p = 0,008)
tandis que la concentration plasmatique en IGF-1 tendait augmenter (+18%, p = 0,07) dans le
groupe AGL par rapport au groupe AL.

4.5, Conclusions

Les résultats de cette étude démontrent qu’une supplémentation nutritionnelle en
arginine accroit la production de lait maternel et accélére la croissance de la descendance dans
un modéle de rate allaitant une grande portée. Cependant, cet effet ne s’observe que si la
supplémentation s’étend a la fois sur les périodes de gestation et lactation, ce qui suggeére un
effet bénéfique de la consommation d’arginine pendant la gestation. En outre, la
supplémentation en arginine pendant la gestation et la lactation accroit la concentration en
lipides dans le lait, induit une surexpression des genes associés a la lipogenese dans la glande
mammaire et une augmentation de la leptine plasmatique, hormone sécrétée par les adipocytes.
Ces résultats suggerent donc que la supplémentation en arginine pendant la gestation pourrait
favoriser la mise en place de réserves énergétiques et la maturation des cellules épithéliales
mammaires, en stimulant 1’expression des génes impliqués dans la lipogenése. Ces réserves
seraient ensuite mieux remobilisées et mieux utilisées par la glande mammaire pendant la
lactation, notamment sous ’action de la GH, conduisant a une augmentation de la production
de lait et particulierement de la synthese des lipides du lait.

4.6. Valorisation
Cette étude fait ’objet d’un article en cours de soumission au journal The Journal of
Nutrition publié par Oxford Academic.

T. Sevrin, C. Sirvins, A. David, A. Aguess, A. Gandon, B. Castellano, D. Darmaun, C.-Y.
Boquien, M.-C. Alexandre-Gouabau, Dietary arginine supplementation during gestation and
lactation increases milk yield in a rat nursing large litter model by stimulating mammary
lipogenesis. (Submitted to The Journal of Nutrition).
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Abstract

Background: Arginine is an essential amino acid during reproductive period which has been
shown to stimulate lactation performance in livestock production. Thus, it could be an
interesting solution to help mother with breastfeeding difficulties.

Objective: The aims of this study were to highlight the positive effect of arginine on milk
production after dietary supplementation during gestation and/or lactation. Then, to determine
some mechanistic clues of the action of arginine on milk production.

Methods: Fifty-nine rats were assigned to three groups according to the diet: (i) arginine
supplemented diet at 2% (ARG diet) during gestation and lactation (AGL group); (ii) diet
supplemented with an isonitrogenous mix of amino acid non-essential for lactation (MA diet)
during gestation and lactation (MA group); and (iii) MA diet during gestation and ARG diet
during gestation (AL group). Milk production was measured by deuterated water enrichment
method between days 11 and 18 of lactation (L12 and L18). Plasma and mammary gland were
sampled at L12, L18 and first day of involution (Inv1) and expression of genes involved in milk
synthesis and its regulation were measured by gRT-PCR while plasma concentration of
lactogenic hormones was measured by ELISA.

Results: Food intake, pups’ weight gain and milk flow normalized to dams’ weight were
increased by 17%, 9% and 20%, respectively in AGL group compared to MA group (p <0.05)
together with a 20% in milk fat concentration. Conversely, no change in milk production or
composition was observed in AL group. Genes related to lipogenesis (Lpl, Fabp4) and lipid
regulation (Lxra, Pparg, Ghr) were significantly overexpressed in mammary gland of AGL
dams compared to MA dams while plasma leptin concentration was increased by 39%
(p = 0.008).

Conclusion: Arginine supplementation during gestation and lactation stimulates milk

production by modulation of lipid metabolism and stimulation of mammary lipogenesis.
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Introduction

Breastfeeding is known to confer numerous short- and long-term health benefits to
both mothers and their infants (1). Accordingly, World Health Organisation recommends 6
months exclusive breastfeeding after delivery (1, 2). However, the prevalence of exclusive
breastfeeding at 6 months is under 50% worldwide, particularly in high income countries such
as the USA, UK or France where its prevalence is below 20% (1, 3, 4). One of the main reasons
for early cessation of breastfeeding is the mother's perception of insufficient milk production,
which accounts for up to 35% of cases of lactation discontinuation (5, 6). It is known that the
perception of inadequate milk supply is often suggested without any evaluation of real
production ability and can arise from the mother’s lack of confidence or difficulties in
breastfeeding management. These problems can be partly alleviated thanks to psychological
support or maternal breastfeeding counselling (6, 7). However, this help can be insufficient,
especially when milk insufficiency is due to biological factors such as maternal fatigue,
primiparity, or caesarean delivery (6, 7). This is why more and more mothers are eager to
enhance their milk supply through the use of galactagogues, i.e. substances that promote
initiation of lactation or increase milk output generally through increase in prolactin or oxytocin
secretion (8). In the absence of a reference galactagogue molecule, dietary supplement, mostly
herbal remedies, are used by up to 15% to 25% of mothers to increase their milk supply in

Western countries (9, 10).

L-Arginine, a semi-essential amino acid, could be an interesting alternative to help
mothers with lactation difficulties considering its efficiency to increase lactation performances
in livestock production (11, 12). Indeed, this amino acid is known to be nutritionally essential
for foetal and neonatal growth (13). Intravenous infusion of arginine into the jugular vein at a
dose of about 0.1 g/kg/day increased milk production by 9 to 10% in cows (11, 14), and dietary
arginine supplementation during gestation and lactation increased litter growth up to 12% in
piglets (12, 15), suggesting increased milk production. The effect of arginine on lactation could
be mediated by its capacity to increase the secretion of mammogenic and lactogenic hormones
such as oestrogens, progesterone, prolactin, insulin, and growth hormone (GH) (11, 12, 15, 16).
As a sole endogenous precursor of nitric oxide (NO), a vasodilating and angiogenic compound,
arginine could also increase mammary blood flow, and so, mammary nutrient uptake (13, 15-
17). Finally, in other tissues, arginine is known to activate mechanistic target of rapamycin

(mTOR) signalling pathway (a key regulator of protein synthesis) either directly or through NO
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and its role as a precursor of ornithine and polyamines (14, 15, 17, 18). If such mechanism

operates in mammary gland, arginine might enhance milk protein synthesis.

Yet, to the best of our knowledge, no study has documented a positive effect of dietary
supplementation of arginine on milk production by reliable measurement method. Indeed, the
effect of oral arginine supplementation reported on litter growth could be due to alterations in
milk composition. Moreover, as arginine may impact mammogenesis, i.e. the growth of
mammary gland tissue (16), it is relevant to explore the effect of dietary arginine
supplementation not only during lactation but during gestation as well. Finally, the exact
mechanism(s) leading to potential galactagogue effect of arginine remains incompletely

understood.

The aims of this study therefore were i) to determine whether dietary arginine
supplementation during gestation and/or lactation stimulates milk production and/or
composition by direct measurement using the deuterated water enrichment method in a rat
model of lactation challenge by nursing large litters (19); ii) to verify the absence of adverse
metabolic effect on mother and offspring in both the short- and long-term; iii) to get further
insight into the mechanism of action of arginine through measurement of expression of genes

and plasma hormone concentration linked to milk secretion and its regulation.

Material and method

Experimental design

The experimental protocol was approved by the Animal Ethics committee of Pays de La
Loire and registered under reference (protocol APAFIS 2018121018129789) (Angers, France,
10/12/2018). All animal procedures were carried out in accordance with current institutional
guidelines on animal experimentation in the EU (directive 2010/63/EU) and in France (French

Veterinary Department - A44276 and the French Ministry of Research).

Pregnant Sprague-Dawley rats, purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
France) at first gestational day (G1), were housed individually in cages with wood chips located
on ventilated racks kept at a constant temperature of 22 + 1°C and at a relative humidity of 50
+ 3%. Cages were placed in a room with a fixed 12h light-dark cycle (light from 7:00 a.m. to

7:00 p.m.). Pregnant rats had access to water and food ad libitum.
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During gestation, dams received either an arginine-supplemented diet (ARG diet) at 2%
or an isonitrogenous control diet supplemented with a mix of amino acid considered non-
essential for lactation: alanine, serine, glycine and histidine (MA diet), already used in earlier
studies (20). Both diets were based on AIN-93G diet with 20 g protein per 100 g of food
(Supplementary Table 1) and manufactured by the “Unité Expérimentale Sciences de I'Animal
et de I'Aliment” (INRAe, Jouy-en-Josas, France). After parturition (G21 = LO) litters were
randomly homogenised to 12 pups per litter with 1/1 sex ratio and balanced weight of 84 + 2 g,
using only pups born from dams under MA diet to avoid bias of higher birth weight observed
in earlier studies of antenatal arginine supplementation (20). During lactation, every dam under
MA diet was randomly allocated to either continue MA diet, or changed to receive ARG diet.
This design resulted in three groups of dams: (i) one receiving MA diet during gestation and
lactation (MA group) (n=20), (ii) one receiving MA diet during gestation and ARG diet during
lactation (AL group) (n=20) and (iii) one receiving ARG diet during gestation and lactation
(AGL group) (n=19), as shown in Figure 1.

Maternal diet
Gestation Birth Lactation
21 days G21=L0 12-20 days .
Experimental
Litters standardization groups
MA diet: MA diet (?gg)
AIN-93G + ::; 12 pups per
1.2% serine, 1% alanine, ittper L I

0.8% glycine, 0.6% histidine 0 ARG diet

sex ratio 1/1, (N=20)

Xpl, Xp2:

only MA pups AG
ARG diet: . L
AIN-93G + 2% arginine ARG diet (n=19)

Milk flow measurment PND21
|L0.. ..L11 L12 L18 L20 =
Invl
Xp3: milk | | Xp3: Dam’s Xpl, Xp2: Xpl: Pups

sampling tissues milk sampling | | weaning and XP_liDﬂm‘S
sampling o2 D plasma nssnles
pa-lams sampling sampling

tissues

sampling Xpl:12¢ and

127 per group
long-term
follow-up

Figure 1: Experimental design. ARG diet: diet supplemented with 2% arginine to reach 2.75 g/kg/day
supplementation during lactation. MA diet: control diet isonitrogenous with ARG diet and supplemented with a
mix of amino acids non-essential for lactation. Xp1, Xp2 and Xp3: experiment series 1, 2 and 3 respectively. Gx,
Lx, Invx and PNDx: Day x of gestation, lactation, involution and post-natal, respectively. Tissues sampled were
mammary gland and plasma.

In order to give an overview of the time course of the arginine effect on gene expression
from mid- to end-lactation, three separate experiments (Xpl1, Xp2 and Xp3) were conducted
with 27, 16 and 16 individual litters, respectively. They differed by the time at which dams
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were sacrificed and blood and mammary gland sampled: post-natal day 21 (PND21) for Xp1,
lactation day 18 (L18) for Xp2 and lactation day 12 (L12) for Xp3. In Xp1l the day of sacrifice
was assimilated to first day of mammary gland involution (Inv1), since pups had already been
separated from dams for one day, and dams were fasted for 4 hours before sacrifice; whereas,
in Xp2 and Xp3, dams were sacrificed after 2h of fasting and 1h after the removal of pups.
Dams were sacrificed, by intra-cardiac injection of 0.5 mL Exagon® (Richter pharma, Wels,
Austria). Milk flow between dams and their pups was recorded between L11 and L18 using
deuterated water enrichment method (Xp1 and Xp2). Milk was sampled at L11 (Xp3) and L18
(Xpl and Xp2).

Further pup follow-up was performed in Xp1. Pups were weaned at L20 (PND20) and one male
and one female per litter were sacrificed with blood sampling. In addition, 24 pups (12 males,
12 females) per group were followed up until PND60 and kept at 3 per cage while receiving
standard growth diet A03 (SAFE, Augy, France). Blood was sampled at PND60, after 4h of

fasting.

Dams and pups’ follow-up and milk flow measurement (Xpl and Xp2)

Dams’ weight, water and food intakes and litter weight were recorded throughout
lactation every other day until L11, and then every day until L18 (Xp1 and Xp2). Pups’ weight
gain was calculated by dividing litter weight by litter size and by subtracting birth weight from
the daily measured weight. Milk flow was measured directly by deuterated water enrichment
method as previously described (19, 21). Basal dams’ blood and litters’ urine were sampled at
L8. At L11, 496 + 0.11 g/kg body weight/day (mean + SD) of D.O (99.9 mole % Do-
enrichment, Sigma-Aldrich, Lyon, France) was injected intravenously to dams. Dam’s blood
was sampled once a day from L11 to L15 and litters’ urine once a day from L12 to L15, and
again at L18. As milk production is known to be linked to dam’s body weight (22), we

calculated milk flow relative to dam’s mean lactation weight.

Biological fluids and tissue sampling

Dams’ weight, water and food intakes and litter weight were recorded throughout
lactation every other day until L11, and then every day until L18 (Xp1 and Xp2). Pups’ weight
gain was calculated by dividing litter weight by litter size and by subtracting birth weight from
the daily measured weight. Milk flow was measured directly by deuterated water enrichment
method as previously described (19, 21). Basal dams’ blood and litters’ urine were sampled at
L8. At L11, 4.96 + 0.11 g/kg body weight/day (mean + SD) of D20 (99.9 mole % D.-
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enrichment, Sigma-Aldrich, Lyon, France) was injected intravenously to dams. Dam’s blood
was sampled once a day from L11 to L15 and litters’ urine once a day from L12 to L15, and
again at L18. As milk production is known to be linked to dam’s body weight (22), we

calculated milk flow relative to dam’s mean lactation weight.

Milk macronutrient composition analysis

Milk protein concentration was determined using Pierce BCA Protein Assay Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, USA) with bovine serum albumin (fraction V) as standard.
Milk lactose concentration was estimated using an enzymatic Lactose/D-Galactose Assay Kit
K-LACGAR® (Megazyme, Bray, Ireland) with a-lactose monohydrate as standard. Fatty acids
(FAs) were extracted using the modified liquid—liquid extraction method of Bligh-Dyer and
analysed by gas chromatography, as previously described (19). Each FA was expressed as a
percentage of the total identified FAs and the sum of FAs was assumed to represent total milk
lipid content (in g/L). The energy content of milk was calculated by multiplying lactose, protein,
and lipid concentrations by their energy content, assuming 4 kcal/g for both lactose and protein
and 9 kcal/g for lipids. Macronutrient and energy flows where calculated by multiplying their
content in milk by milk flow (Xp1 and Xp2).

Plasma metabolic parameters and hormones concentration assay

Insulin (Rat Insulin ELISA kit®, ALPCO, Salem, USA), IGF-1 (ELISA kit for Insulin
Like Growth factor 1, Cloud-Clone Corp., Katy, USA), prolactin (Prolactin rat ELISA,
Demeditec Diagnosis GmbH, Kiel, Germany), leptin (Rat Leptin ELISA Kit, Merck Milliport,
Burlington, USA) glucose (Glucose GOD FS®, DiaSys, Holzheim, Germany), triglycerides
(Triglycerides FS®, DiaSys, Holzheim, Germany), and cholesterol (Cholesterol FS®, DiaSys,
Holzheim, Germany) were measured in plasma, following manufacturers’ instructions. Optical
density was read with a microplate reader Varioskan Lux® (ThermoFisher Scientific, Waltham,
USA).

Free amino acids (fAA) quantification in dams’ plasma and milk (Xp1l)
Concentrations of fAA were assessed at L12 in plasma and at L18 in milk (Xpl) as
previously described (23, 24). Briefly, 100 ul of milk aliquot diluted at 1:2 in ultrapure water
with 25 ul of labelled internal standard pool were centrifuged-skimmed, deproteinized with
sulfosalicylic acid and derivatized using AccQ+Tag™ Ultra Derivatization Kit (Waters
Corporation, Milford, MA, USA). Twenty microliters of plasma with 25 ul of labelled internal

standard pool were deproteinized with methanol and derived in butanol with 5% (v/v) acetyl
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chloride (24). The derivatized samples were analysed by ultraperformance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) combined with an Acquity
H-Class UPLC® system (Waters Corporation, Milford, MA, USA), using the Multiple
Reaction Monitoring mode and electrospray ionization in positive mode. Integration and

quantitation were performed using the Waters TargetLinks software.

RNA isolation and gRT-PCR

RNA isolation and gRT-PCR were performed as previously described (25). Briefly, total
RNA was extracted from 28 £ 10 mg (mean = SD) of mammary gland using NucleoSpin®
RNA/Protein (Machery-Nagel, Duren, Germany) following manufacturer’s instructions. Total
RNA content and purity were measured with NanoVue® spectrophotometer. Reverse
transcription was performed from 1.5 pg of purified RNA using SuperScript® IV reverse
transcriptase (Invitrogen, Villebon-Sur-Yvette, France) according to manufacturer instructions.
Obtained cDNA was diluted to 1:40 before quantitative PCR performed with iTAQ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Marne-la-Coquette, France). Each analysis was normalized
against mean of three housekeeping genes: Actb, Rps9 and Uxt by using AACq with MA at L12
as reference group. Primers for gRT-PCR were used in a previous study (25) and described in

Supplementary Table 2.

Statistics

Values are given as mean = SEM unless mentioned otherwise. Parametric tests were
preferred to increase the statistical power of analyses, after verification of residual normality
by Shapiro-Wilk tests and of variance homogeneity by Brown-Forsyth tests. ANOVAs were
performed, one-way when analysing the effect of diet per se, and two-ways when the effect
of diet was analysed at different time points or for both sexes followed by Sidak’s post-hoc test
for 2 level effects, or Tukey’s post-hoc test (26). Multiple Student’s tests were performed with
False Discovery Rate (FDR) corrections (p-adjusted) for comparison of diets among a set of
multiple variables (e.g., fAA and FA). In case of a significant difference from residual normality
or variance homogeneity, non-parametric Kruskal-Wallis tests were performed instead of one-
way ANOVA, whereas two-way ANOVAs were replaced by multiple Student tests or
performed after log transformation of values analysis (Y = log(Y + |min(Y)| + 1) in case of
negative Y values). P-value <0.05 was considered as statistically significant. Statistical analyses

were all performed with GraphPad prism® 6 software (San Diego, USA).
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Results

Dams’ physiology, intakes and lactation performances

Dams’ weight at L0 was not different between groups (352 +8¢,360+7gand 338 £ 8 g
for MA, AL and AGL groups, respectively, p = 0.15) nor were dam weight variations during
lactation (p = 0.37) (Figure 2A).
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Figure 2: Lactation performances of dams fed ARG diet during gestation and lactation (AGL group),
lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and lactation (MA group). A: dams’ weight
variation; B: dams’ water intake relative to body weight; C: dams’ food intake relative to body weight; D: pups’
weight gain; E: milk flow between dams’ and their own litter; F: milk flow relative to dams’ body weight.
ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplemented with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are mean + SE and N=13-15 per diet. Data
were analysed with one-way or two-way ANOVA with diet and day effect and repeated measures for day effect.
Day and diet comparison were realized using Tukey’s post-hoc test. @ p< 0.05 for Brown-Forsyth test: results
were analysed using one t-test per day with 5% FDR correction. * p <0.05, ** p<0.01; *** p< 0.001 between AGL
and MA groups; # p <0.05, ## p <0.01 between AL and MA groups, £ p <0.05 between AGL and AL groups.

Overall water consumption was increased by 13% (p = 0.011) and 22% (p <0.001) for
AL and AGL dams, respectively, compared to MA dams (Figure 2B) and AGL dams also
tended to have greater water consumption than AL dams (p = 0.07). Overall food consumption
was increased by 17% (p = 0.014) for AGL dams compared to MA dams (Figure 2C). This led
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to greater energy intake in AGL group (514 * 10 kcal/kg/day) compared to MA group (467 +
11 kcal/kg/day, p = 0.005) but not compared to AL group (486 * 9 kcal/kg/day). Arginine intake
was calculated by multiplying food intake by diet arginine content and was 2.60 + 0.06
g/kg/day, and 2.75 + 0.06 g/kg/day during lactation for AL and AGL dams, respectively and
1.39 £ 0.03 g/kg/day for AGL dams during gestation. Nitrogen intake, calculated by multiplying
food intake by diet nitrogen content during lactation was 4.90 £+ 0.13 g/kg/day, 5.06 + 0.12
g/kg/day and 5.37 £ 0.13 g/kg/day for MA, AL and AGL dams, respectively, with a significant
difference between MA and AGL dams (p = 0.038).

Weight gain was significantly increased by 12% and 8% in AGL pups, compared to MA
pups at L4 and L17, respectively (Figure 2D). Finally, milk production tended to be higher
(increased by 17%) in AGL compared to MA dams when expressed in absolute terms (p = 0.07)
and was significantly increased (+20%, p = 0.004) when expressed per g of body weight
(Figures 2E and 2F). Conversely, pup’s weight gain and milk production were not significantly

increased in AL group compared to MA group.

Milk macronutrient composition and flow

Lactose concentration increased by 28% between mid- and end-lactation while milk
fatty acids (FAs) and energy content decreased by 21% and 16%, respectively (Table 1)
regardless of the diet. Overall, milk FAs and milk energy content were 20% and 15% higher in
AGL milk, compared to MA milk (p =0.014), 26% and 19% higher, compared to AL milk
(p =0.002). It resulted in total fatty acid flow 49% (p <0.001) and 37% (p = 0.006) higher in
AGL group, compared with MA and AL groups respectively; similarly, energy flow was 38%
(p =0.001) and 26% (p = 0.021) higher in AGL group, compared to MA and AL, respectively
(Table 1).

Profile (in %) of all FA families (saturated, monounsaturated, polyunsaturated n-6 and
n-3) was similar between groups. However, the proportion of semi-essential fatty was decreased
by 27% (p-adjusted <0.01) in milk of AGL dams compared to MA dams and particularly those
of y-linolenic acid (GLA), arachidonic acid (ARA), eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosapentaenoic acid (DPA) (Supplementary Table 3).

150



Table 1 : Macronutrient composition and flow of milk of lactating rats fed ARG diet during gestation and
lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and lactation (MA

group).

Groups ANOVA
Macronutrient, mg/mL MA AL AGL Inter Day Group
Proteins
L12 91.8+35 83.6+£5.3 91.0+4.6 0.18 0.60 0.40
L18 91.0+2.4 91.4+2.1 87.9+1.3
Lactose
L12 15.0+2.8 13.2+23 20.0+1.9 0.27 0.028 0.45
L18 206+1.6 208+1.8 20.0+1.8
Fatty acids
L12 158+ 161 152+51 178 + 17 0.84 <0.001  0.010
L18 120 + 8 22 116 + 9 32 150 + 3P
Energy, kcal/mL
L12 1.85+0.151 1.77 £0.06 2.08+0.19 0.97 <0.001  0.006
L18 1.52 +0.07 22 1.49 +0.08 2 1.78 £0.02 ®
Macronutrient flow, g/day
Proteins 5.42 +0.35 6.02 +£0.33 6.16 +£0.33 0.28
Lactose 1.23+0.13 1.38 £0.13 1.33£0.15 0.70
Faty acids 70+052 774072 105+05° <0.001
Energy flow, kcal/day 90+62 99+72 124 +6° 0.002

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are mean + SEM and N = 5-6 at L12 and
14-15 at L18. Macronutrient and energy flow were calculated in Xp1 and Xp2 by multiplying milk flow by milk
concentration (L18). Data were analysed with ANOVA followed with Tukey’s post-hoc test. Different letters and
numbers represent significant difference (p <0.05) between groups and days, respectively.
Plasma and milk fAA content

Among the four supplemented amino acids in the MA diet, serine and glycine
concentrations were significantly higher in plasma and milk of MA dams whereas histidine was
only increased in the plasma of MA dams (Table 2). Arginine increased 3.1 and 2.1-fold in
plasma and milk of AGL and AL groups, respectively (p-adjusted <0.01). The sum of urea cycle
fAAs (arginine, ornithine and citrulline) increased 2.6-fold in both plasma and milk. In
particular, citrulline concentration was 93% higher on average in milk of arginine supplemented
groups, but not in plasma. Arginine supplementation resulted in a significant modulation in the
concentration of 12 and 10 fAAs in plasma and milk, respectively, predominantly an increase
of essential amino acids as indicated by the 35% decrease in non-essential/essential fAA ratio.
Moreover, proline (a product of ornithine metabolism) was 70% higher in milk of arginine
supplemented dams. Finally, when AGL and AL groups were compared, plasma isoleucine was
35% lower in AGL than AL group, whereas no other difference was observed regarding fAA

in milk or plasma between those groups.

151



Table 2 : Concentrations of free amino acid in plasma (L12) and milk (L18) of lactating rat fed ARG diet
during gestation and lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and
lactation (MA group).

Plasma (L12) Milk (L18)
FAA (uM) MA (n=9) AL (n=9) AGL (n=9) MA (n=9) AL (n=8) AGL (n=9)
Arginine 71+7 223+ 19 ** 219 + 27 ** 141+12 29.8 £33 ** 29.0+2.7**
Histidine 121+9 94+ 4 * 94 +4* 34.0+4.0 40.8+5.8 332+3
Isoleucine 35825 37424 241 +£1.7**¢E 14917 179+18 154+1.6
Leucine 190 +13 188 +10 178 +12 30932 341+33 31.3%23
Lysine 833+49 1109 + 54 ** 1199 + 66 ** 166 + 12 317 £ 21 ** 279+ 16 **
Methionine 89+6 105+5 102+8 22113 34227 ** 30.3£1.2**
Phenylalanine 66.8+2.9 74622 802+4.2* 18.3+27 26.4+35 220+15
Threonine 525+ 29 712 £ 34 ** 738 £65* 148 +6 305 + 15 ** 272 £ 20 **
Tryptophane 76.4+53 83.4+38 7394 211+13 28.7+23* 252+15
Valine 336 £21 320+ 16 323+£25 526+3.2 66.6 £5.8 58.0+4.2
BCAA 562 + 37 545+ 28 524 + 37 98+8 118 £ 10 1058
IAA (mM) 1.16+0.06 1.48+0.07** 1.48+0.10* 0.43+£0.02 0.77 £0.04 ** 0.68 £ 0.04 **
EAA (mM) 234+£012 295%£0.11** 3.03+0.15** 0.52+£0.03 0.90+0.05** 0.79 £ 0.04 **
Alanine 886 + 56 920 +49 886 + 57 441 +39 557 £ 72 472 +23
Aspartate 79.7+5.6 84.7+76 82.2+6.2 39.1+33 40545 36.9+22
Asparagine 324 £ 28 333+ 14 337+23 98.2+16.2 445+ 184 63.6 +17.2
Aspx 401 =27 418 + 15 415 +27 137+£15 89+24 100 £17
Citrulline 56.0+£3.3 66.6 + 3.4 61.2+3.6 252+14 541 +45** 432 +3.6**
Glutamine 1290 + 47 960 + 28 ** 975 £ 48 ** 205+34 16.5+3.0 13.7+16
Glutamate 38020 322+12%* 28.6£1.2** 410 + 30 436 52 388 +24
Glx (mM) 1.33+0.05 0.99 £0.03 ** 1.00 £ 0.05 ** 0.43+£0.03 0.45+0.05 0.40 £0.02
Proline 697 £ 45 801+19 79173 221+12 377 £ 23 ** 374 £ 17 **
Cysteine 3.09+£0.29 3.04+0.26 298+0.11 31.4+3.6 33.2+£35 266+19
Glycine 523 +32 177 £6 ** 178 £ 10 ** 266 =17 177£29* 149 + 13 **
Ornithine 101+6 289 £ 15 ** 328 £37 ** 31+3 108 £ 7 ** 101 +£7**
Serine 906 + 56 362 + 13 ** 358 £ 17 ** 292+ 17 224+ 21 * 191 £ 10 **
Tyrosine 877 134 + 9 ** 135+14~* 26.6+25 409+48* 44.2 +3.8**
UCAA 228 £11 579 £ 29 ** 608 + 48 ** 70+3 192 + 11 ** 173+ 10 **
Taurine ND ND ND 100+ 9 118+8 107 +4
NEAA (mM) 4.95+0.23 416+0.10* 4.16+0.23 2.00+0.12 2.23+£0.20 2.01+0.08
NEAA/EAAratio  2.12+0.03  1.42+0.03** 1.37 £ 0.03 ** 3.85+0.2 242 +0.19 ** 2.55+0.08 **

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Free amino acid concentration in UM unless
mentioned. Values are expressed as mean + SEM. *: p-adjusted <0.05, **: p-adjusted <0.01 compared to MA diet;
£: p-adjusted <0.05 compared to AL diet using multiple t-tests with FDR correction. Aspx: sum of aspartate and
asparagine; BCAA: branched-chain amino acids (sum of leucine, isoleucine and valine); EAA: essential amino
acids; GIx: glutamine + glutamate; IAA: insulino-trophic amino acids (sum of BCAA, lysine, arginine and
threonine); UCAA: Urea cycle amino acids (sum of arginine, ornithine and citrulline); NEAA: non-essential
amino acids. Bold fAAs were supplemented in experimental diets.
Dams and pups’ metabolic parameters

Arginine supplementation had little effect on plasma triglycerides, cholesterol, glucose
and insulin concentrations in dams at mid-lactation and involution, or in offspring at weaning
and early adulthood (Supplementary Tables 4). In dams, glucose concentration was decreased
at Invl, by 14% (p = 0.012) in AL group and by 19% (p <0.001) in AGL group compared to
MA group. In pups at weaning, insulin concentration was decreased by 55% (p = 0.013) in AGL
group, but not in AL group, compared to MA group. However, this difference was no longer

observed at the adult stage.
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Dams’ mammary gene expression

Genes up-regulated in AGL group were mostly related to lipid and energy metabolism
(Table 3). Indeed, Lpl, Fabp4, Pparg, Lxra and Ghr overall expressions were increased 1.54-
fold (p = 0.046), 1.67-fold (p = 0.002), 1.38-fold (p = 0.033), 1.28-fold (p = 0.026) and 1.50-
fold (p = 0.039), respectively, compared to MA group. The greatest overexpression was
observed at Inv1 for Lpl or at L18 for Fabp4, Pparg, Lxra and Ghr from 1.65-fold for Lxra
(p = 0.008) to 2.76-fold for Fabp4 (p = 0.002) (Supplementary Table 5). Stat5 also tended to
be up-regulated in AGL compared to MA group (p = 0.05) and was significantly increased at
L18 (1.75-fold, p = 0.010) while Mtcol and Fabp3 were overexpressed by 1.60-fold at L18
(p =0.008) and by 1.85-fold at Invl (p =0.05) in AGL group compared to MA group
(Supplementary Table 5). Finally, Mtcol and Prlr were increased in AGL group compared to
AL group, and mostly at L18 (1.47-fold, p = 0.027 and 2.53-fold, p = 0.05, respectively).
Table 3 : Relative expression of genes related to milk lipid and energy synthesis and their regulation in

glands of rat fed ARG diet during gestation and lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed
MA diet during gestation and lactation (MA group).

Genes Groups Group effect
-AACq (MZAO) (n'i‘IZ‘O) (ﬁ‘:Gllg) SEM, p-value
Fatty acid uptake, synthesis and transport
Lpl 0.002 0.122 0.62° 0.31 0.07
Acaca @ 0.00 0.01 0.33 0.28 0.07
Fasn 0.00 -0.08 0.38 0.27 0.05
Fabp3 0.00 -0.07 0.38 0.30 0.08
Fabp4 0.00° 0.172 0.74° 0.24 0.018
Triglyceride synthesis and secretion
Scdl 0.00 0.02 0.54 0.54 0.70
Dgatl @ 0.00 0.02 -0.12 0.11 0.75
Plin2 @ 0.00 2 0.35° -0.03 0.21 0.23
Fuel metabolism
Mtcol 0.00 % -0.092 0.22° 0.13 0.005
Regulatory factors
Srebfl 0.00 -0.24 0.50 0.44 0.23
Spotl4 @ 0.00 0.06 0.38 0.25 0.09
Pparg 0.002 0.20% 0.47° 0.22 0.05
Lxra @ 0.002 0.21% 0.36° 0.17 0.026
Stat5 0.00 0.10 0.31 0.16 0.07
Hormone receptors
Prir @ 0.00 -0.33 0.19 0.26 0.045
Ghr 0.002 0.233 0.59° 0.28 0.10

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are overall mean -AACq from the 3 days of
sampling normalized with MA group as reference and shown with pooled SEM (SEM,). Data were analysed with
two-way ANOVA with day and group effect (only group effect p-value was displayed). @ p<0.05 for Brown-
Forsyth test: ANOVA were performed on log transformed values of the gene expression. Different letters represent
significant difference (p <0.05) between groups using Tukey’s post-hoc test.
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Dams’ plasma metabolic and lactogenic hormone concentrations

Only plasma leptin concentration was significantly affected by arginine
supplementation during lactation with an overall rise of 39% (p = 0.008) in AGL group
compared to MA group, and principally at Invl (+49%, p = 0.009, and +44%, p = 0.037, in
AGL and AL groups respectively, compared to MA group) (Figure 3). Moreover, plasma IGF-

1 concentration of AGL dams tended to be higher overall than AL dams (+18%, p = 0.07).
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Figure 3: Plasma concentration of lactogenic and metabolic hormones of lactating rat fed ARG diet during
gestation and lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and
lactation (MA group). ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet
supplemented with an isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are mean + SEM and
N =5-6at L12 and L18 and N = 9 at Inv1. Data were analysed with two-way ANOVA with day and diet effects
followed by Tukey’s post-hoc test for diet effect and Sidak post-hoc test for period effect. @ p< 0.05 for Brown-
Forsyth test: ANOVA were performed on log transformed values of the parameters. Different letters and numbers
denote significant differences (p <0.05) between groups and days, respectively.

Discussion

To the best of our knowledge this study is first to directly and accurately demonstrate
that, in a model of lactation challenge, perinatal maternal supplementation with dietary arginine
stimulates milk flow and milk energy content, which accounts for the improved offspring
weight growth, as suggested by the tight correlation between milk flow and pup overall weight
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gain (r = 0.80). This increase in milk production was associated with an intensive mammary
lipid metabolism. Finally, the effect of arginine supplementation required supplementation
during both gestation and lactation.

First of all, dietary arginine supplementation during gestation and lactation increased
pup weight gain by 8% to 12%, and this was associated with a 20% rise in milk production
expressed per g of dams’ body weight. The supplementation was also associated with a 22%
and 17% increase in water and food intake respectively, in the dams. However, when arginine
supplementation was given solely during lactation, only water intake was increased, and to a
lesser extent (13%). These results are in line with the 11% increase in growth rate observed in
piglets born from sows receiving 120 mg/kg/day and 350 mg/kg/day of arginine during
gestation and lactation respectively (12), equivalent to 0.92 g/kg/day and 2.67 g/kg/day, in rat
(27). Moreover, as already shown in the pig (12), the effect on pup growth was stronger at
early-lactation (12% at L4 and L6) than at end-lactation (8% at L17), suggesting the effect of
arginine occurred at an early stage of lactation. The increase in milk production we observed
with dietary supplementation in rats confirms the galactagogue effect of arginine observed
after intravenous jugular perfusion of arginine at end-gestation and lactation in cows (11, 14,
28, 29). The current report, however, is the first to demonstrate that dietary arginine
supplementation is able to stimulate both milk production and offspring growth. Contrary to
studies carried out in sows (12,15), arginine supplementation given during lactation only, failed

to increase litter growth (12, 15).

It could be argued that the increased food consumption observed in AGL rat may
increase milk production by enhancing energy and nitrogen available for milk synthesis,
possibly through an orexigenic effect of nitric oxide (NO) (30, 31). However, the orexigenic
effect of arginine was not observed for oral supplementation in virgin adult rat (30) and no
hyperphagia was found after perinatal arginine supplementation in sows and cows (12, 14, 15,
28, 32). Thus, the increased food intake of AGL dams may be an adaptive response to the
enhanced milk production (33) since rats have limited fat stores, and hyperphagia may serve to
cover the increased energy need required for lactation (34). This is in accordance with the
absence of hyperphagia without increased milk production in AL dams. Finally, oral arginine
supplementation increased water intake, as observed earlier in virgin rats (30), although the
additional increase in water intake observed in the AGL dams may reflect the greater water

needs due to increased milk production in arginine supplemented dams.
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Arginine supplementation during gestation and lactation failed to enhance milk protein
content or flow in our rat model, contrary to those reported in cows and sows model (14, 27,
28) but induced an overall increase of milk fat and energy content, leading to greater fat and
energy flows from dams to pups. However, when arginine supplementation was restricted to
lactation it did not affect milk composition. Proportion of all fatty acid (FA) families were
similar in milk of MA and AGL dams the increase leading to an increase in the concentration
of all FA in AGL milk except some long-chain semi-essential FA (ARA, GLA, EPA, DPA)
and, more generally, polyunsaturated n-3. This may results from i) enhanced mammary de novo
synthesis mainly leading to short- and medium-chain FAs synthesis (35, 36) FA and ii) low
uptake in n-3 FAs due to limited content in maternal diet (ratio n-6/n-3 = 50) (37). Finally, these
findings suggested that arginine stimulate mammary lipogenesis but only when its

supplementation begin during gestation.

As expected, arginine concentration was significantly higher in plasma and milk of both
arginine supplemented groups (AGL and AL) whereas, among the 4 amino acids supplemented
in MA diet: serine, glycine, alanine and histidine, histidine concentration was increased only in
plasma, and alanine concentration remained unchanged. An increase in milk essential amino
acids, along with arginine and proline, both shown to be crucial for piglet growth (13, 38), was
observed in AGL group. Associated with the greater milk flow, the higher essential amino acid
supply may contribute to faster pup growth. Moreover, in the arginine supplemented groups,
citrulline concentration was increased in milk but not in plasma, suggesting arginine conversion
to citrulline took place in mammary gland. As this conversion produces one mole of NO per
mole of citrulline, arginine probably enhanced NO production in mammary gland (13, 17),
which could increase blood flow and nutrient availability for mammary gland (12, 17) and allow
for increased synthesis of milk constituents. As citrulline was also increased in the milk of AL
dams, in a similar extent than in milk of AGL dams but with no significant effect on milk flow,
we speculate that this mechanism alone cannot account for the galactagogue effect of arginine
supplementation. Finally, plasma isoleucine was decreased in AGL dams compared to AL
dams; this may be due to a greater uptake by mammary gland, presumably for milk protein
synthesis, as branched-chain amino acids are the most abundant amino acids in milk proteins
(39).

Arginine supplementation was associated with a lower plasma glucose at involution in dams,
and with a sharp decline in plasma insulin of AGL pups at weaning. This could reflect increased

insulin sensitivity in dams and pups, since arginine was shown to improve insulin sensitivity in
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obese and diabetic rats (40, 41). For AGL pups it could also be due to a greater intake of milk
insulino-trophic amino acids (Table 2) (42). However, as this effect was no longer observed at
adulthood, arginine supplementation does not seem to have a long-term impact on glucose

homeostasis on the offspring.

Increase in milk production in AGL dams seems to be associated with modulation of
lipid metabolism, as suggested by increased plasma leptin, greater milk lipid concentration, and
mammary overexpression of genes related to fatty acid uptake (Lpl), de novo synthesis (Acaca,
Fasn) and transport (Fabp3, Fabp4), and lipid metabolism regulators (Pparg, Lxra) but not
those related to lactose and protein synthesis (B4galtl, Lalba, Csn2) (Supplementary table 5).
Indeed, leptin is known to reflect energy balance (43, 44) and to be strongly associated to fat
mass even during lactation (45). Thus, overall increase in plasma leptin in AGL group could
reflect the larger fat stores available during lactation and a better energy balance, as suggested
by the absence of weight loss during this period (Figure 2A). Plasma insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) tended to be increased and mammary Ghr was overexpressed in AGL group,
both likely reflecting an increase in growth hormone (GH) secretion (43, 46, 47). During
lactation, GH is known to stimulate lipolysis in the adipocyte while increasing fatty acid uptake
lipogenesis at mammary gland level (47, 48). This mammary lipogenic effect of GH is likely
strengthened by prolactin signal in mammary gland of AGL dams as suggested by the
overexpression of Prlr and Stat5 transcription factor, known as main signalling transducer of
both prolactin and GH receptors (43). Indeed, prolactin has been shown to stimulate lipid
synthesis in mouse mammary gland, to a greater extent than protein synthesis (49), and mainly
lipid uptake and de novo fatty acid synthesis (50). Moreover, prolactin is known to activate
Pparg (51, 52) while GH can activate Lxra (53), two regulatory factors overexpressed in
mammary glands of AGL dams, and stimulate lipogenesis in mammary gland (51, 54, 55). Both
could be also activated by greater mammary long-chain FA uptake as suggested by the greater
Lpl expression. Together with the enhanced de novo FA synthesis (suggested by the trend
towards Acaca and Fasn overexpression) and FA intracellular transport, through Fabp3 and
Fabp4 in mammary gland of AGL dams, these findings agree with the greater fatty acid content
in AGL milk.

An increase in milk production was observed only when arginine supplementation was
given during gestation and lactation, suggesting an impact of arginine on mammary gland
preparation for lactation during gestation. Arginine could work by favouring the accumulation

of fat stores, concordant with the higher leptin concentration and the stimulatory effect of
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arginine on subcutaneous fat lipogenesis in the pig (56). In addition, arginine has been shown
to stimulate mammary development notably through enhanced secretion of GH and prolactin
(16) which promote secretory mammary differentiation during lactogenesis | (35, 43). This
could increase mammary sensitivity to both hormones and stimulate maturation of mammary
epithelial cells through enhanced activation of the expression of genes involved in fatty acid
synthesis (35). Finally, the overexpression of Mtcol, a marker of mitochondrial number and
activity, suggests arginine promoted mitochondria biogenesis during lactocyte differentiation,
in AGL group (57). Thus, arginine supplementation during gestation may strengthen the
galactagogue effect of arginine during lactation by improving the lactogenic capacity of the

gland.

In conclusion, we demonstrate the ability of arginine supplementation during gestation
and lactation to stimulate milk production, milk lipid synthesis, and promote offspring growth.
This effect could be due to increased fatty acid synthesis and utilisation by the mammary gland,
and greater mobilisation of fat stores notably through the action of GH. However, arginine
supplementation during lactation only failed to increase milk production, suggesting that
arginine intake during gestation may be key to its galactagogue effect. Finally, as arginine
supplementation did not produce any apparent adverse metabolic, the design of clinical trials
of arginine supplementation may me warranted in pregnant and lactating women to assess its

potential benefit against insufficient milk production.
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Article 3: Supplementary data

Supplementary table 1: Composition and characteristics of experimental diets based on AIN-93G diet
supplemented with arginine or with a mix of amino acids non-essential for lactation

Experimental diets

Composition (g/100g dry matter) MA ARG
Cellulose 4.82 4.90
HCI Casein 19.3 19.6
L-Cystine 0.29 0.29
AIN93G Mineral Mix 3.38 3.43
AIN93Vx Vitamin Mix 0.96 0.98
Choline bitartrate 0.24 0.25
TBHQ (g/g dry matter) 0.14 0.14
Maltodextrin 12.7 12.9
Corn starch 38.3 39.0
Granular sugar 9.65 9.80
Corn oil 6.75 6.86
Amino acids

Serine 1.16 -

Alanine 0.96 -

Glycine 0.84 -

Histidine 0.58 -
Arginine - 1.96

Charactristics

Moisture (g/100g diet) 7.00 7.00
Energy (kcal/g) 3.81 3.87
Added nitrogen (g/100g dry 0.62 0.63

matter) ) )
Total nitrogen (g/100g dry matter) 3.76 3.82

Energy content was calculated assuming energy content of 4 kcal/g for HCI casein, maltodextrin, corn starch and
granular sugar and 9 kcal/g for corn oil. Total nitrogen was calculated assuming nitrogen/amino acid ratio of 13.3
g/100g, 15.7 g/100g, 18.6 g/100g, 27.1 g/100g, and 32.1 g/100g for serine, alanine, glycine, histidine and arginine,
respectively. Nitrogen/casein ratio was assumed to be 16.3 g/100g [203].

Supplementary table 2 : List of the primers sequences used to measure selected genes by gPCR with the
amplicon size and the efficiency

Gene Accession Primer sequences Amplicon  Efficiency
Gene name
symbol number (5’ to 3”) (pb) (%)
i L F: AACTGCCACTTCAACCACAGC
Lipoprotein lipase Lpl NM_012598 70 95.8
R: CATACATTCCTGTCACCGTCCA
. F: CGCCGTGGTGCTGGAGATTG
Fatty acid synthase Fasn NM_017332 142 98.3
R: CTTGCCGAGGTTGGTGAGGAAG
Acaca, F: CGATTCCCATCCGCCTCTTCC
Acetyl-CoA carboxylase a NM_022193 127 92.3
Accl R: GGTCCCTGCTTGTCTCCATACG
Fatty acid binding F: ACAGGAAGGTCAAGTCGGTC
. Fabp3 NM_024162 127 93.3
protein 3 R: ATGGGTGAGAGTCAGGATGAG
Fatty acid binding F: TGTGGGGACCTGGAAACTCGT
) Fabp4 NM_053365 71 92.9
protein 4 R: CGAAGCCAACTCCCACTTCTTT
Scd, F: GTTGGGTGCCTTATCGCTTTCC 97.8
Stearoyl-CoA desaturase NM_139192 114
Scdl R: CTCCAGCCAGCCTCTTGTCTA
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Diacylglycerol

: GGCATCATACTCCATCATCTTC

F
Dgatl NM_053437 115 97.1
O-acyltransferase 1 R: CCCACTGACCTTCTTCCC
. . F: CTTCTTCATTGACCTGCGAC
Perilipin 2 Plin2 NM_001007144 108 97.1
R: CACCCTTACCTTAAGTTTCTCCT
Beta-1,4- F: CGCTTTGTGTTCAGTGATGTGG
B4galtl NM_053287 122 100.7
galactosyltransferase 1 R: AACGTAAGGCAGGCTAAACC
F: CTTGCTTGAATGGACCTGTG
Lactalbumin o Lalba NM_012594 126 92.7
- R: GCTACTCTTGCACCAATTTCTG
. F: AAACATCCAGCCTATTGCTC
Casein B Csn2 NM_017120 118 96.6
R: CATCTGTTTGTGCTTGGGAA
Acyl-CoA dehydrogenase F: CGGCAGAACAAGGGTATCAG
. Acads NM_022512 115 99.1
short chain R: AAGATGAGGTTAGCTGTAGATGAG
Cytochrome c oxidase I, Mtcol, F: GCCTAGATGTAGACACCCGAG
. . YP_665631 107 97.0
mitochondrial mtCox1 B R: TATTTCCTCCATGTAGTGTAGCGA
Sterol regulatory element F: GCAGCTGATGGAGACAGGGA
o L Srebfl ~ NM_001276707 76 99.3
binding transcription factor 1 R: CGACAGCGTCAGAACAGCTA
Peroxisome proliferator F: CCGTTCACAAGAGCTGACCC
. Pparg  NM_001145366 73 94.7
activated receptor y R: TCGCACTTTGGTATTCTTGGAGC
Nuclear receptor subfamily 1,  Nr1h3, F: CAGAGCCTACAGAACTTCGT
NM_031627 123 101.0
group H, member 3 Lxra B R: CAGCTCAGCACATTGTAATGG
Mechanistic target of F: ACCAATTATACTCGCTCCCTG
o Mtor NM_019906 147 90.9
rapamycin kinase R: CATAGCAACCTCAAAGCAGTC
Signal transducer and Stat5a, F: AGAACACCCGCAATGATTACAG
. . NM_017064 129 97.8
activator of transcription 5A Statb - R: GTGACATGTTTCTGAAGTGGG
. F: GAAATGCCAAATGACTTCACCT
Prolactin receptor Prir NM_001034111 111 91.5
R: TATAGCCCTTCAAAGCCACTG
. F: TTCATTCAGGAAGACCTTCGA
Insulin receptor Insr NM_017071 259 95.4
R: CAGGCCAGAGATGACAAGTGAC
. F: TTCATTCAGGAAGACCTTCGA
Oxytocin receptor Oxtr NM_012871 146 88.3
R: GAGTTCGTGGAAGAGGTGAC
F: TTCTTCGTGCAGATGTGGAG
Growth hormone receptor Ghr NM_017094 115 102.1
R: ATGGAAACCGGAAATCTTCTTCAC
Insulin-like growth F:CCATAGAAAGAGGAATAACAGCAG
lgfir NM_052807 108 88.9
factor 1 receptor R: TACCTCCCATTCATCAGGCA
. F: AAACAGTATGTCCAAGATCGTGAG
Prolactin Pri NM_012629 112 99.8
B R: ACTTCCGGAGGGACTTTCTG
F: CTATCGGCAATGAGCGGTTCC
Actin B Actb NM_031144 150 93.2
R: GCACTGTGTTGGCATAGAGGTC
Ubiquitously-expressed, F: ATTGACCGAAAGAGTTCCCT
o Uxt NM_001006982 108 91.3
prefoldin-like chaperone R: GTAGTTCTCTAAGTCCCTCTAGCA
. . F: GCTAAAGTTGATTGGAGAGTATGG
Ribosomal protein S9 Rps9 NM_031108 146 99.0

R: AGAGCGTTGCCTTCAAACAG

Official name of each gene with official symbol given by NCBI gene (first symbol) as well as the most common
symbol used if different. Functions were given by NCBI gene or GeneCards. All primers were tested for efficiency
in mammary gland or/and pituitary gland. MG and PG: efficiency measured in mammary gland and pituitary gland
respectively if genes expression was measured in both tissues.

164



Supplementary table 3 : Milk fatty acid profile (expressed as %) of lactating rats fed ARG diet during
gestation and lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and
lactation (MA group).

Group
FA, % MA AL AGL
8:0 4.34+0.23 457+0.25 4.48+0.25
10:0 133+06 13.1+0.6 13.7+0.6
12:0 11.1+0.4 10.6 +0.4 113+0.3
14:0 10.8+0.3 10.0+0.5 10.7 £0.2
16:0 (Palmitic) 19.9+0.5 19.7 £0.6 19.5+0.6
18:0 (Stearic) 2.32+0.06 2.46 +0.09 2.26 +0.05
20:0 0.071 +0.002 0.077 +0.002 0.075 + 0.002
22:0 0.024 +0.001 0.027 +0.001 0.025 + 0.001
24:0 0.029 + 0.001 0.037 +0.002 * 0.031 + 0.001
Total SFA 61.9+0.9 60.7 1.2 62.1%0.7
18:1 n-9 (Oleic) 15.3+0.5 16.1+0.7 155+0.4
18:1 n-7 0.846 + 0.053 0.917 + 0.069 0.830 + 0.041
20:1 0.213 £0.015 0.231+0.014 0.220 + 0.016
16:1n-7 +n-9 1.47£0.11 1.54+0.13 1.40 £0.09
Total MUFA 17.9+0.7 18.9+0.9 18.0+0.5
18:2 n-6 (LA) 16.8+0.2 17.3+0.3 17.0+0.2
18:3 n-6 (GLNA) 0.370 £ 0.014 0.253 +0.014 * 0.246 +0.014 *
20:2 n-6 0.449 +0.036 0.495 + 0.031 0.463 + 0.035
20:3 n-6 0.361 +0.031 0.350 + 0.027 0.343+0.035
20:4 n-6 (ARA) 1.15+0.05 1.02 +£0.07 0.86 +0.05 *
22:2n-6 0.032 +0.002 0.037 £ 0.003 0.033 + 0.002
22:4 n-6 0.355 +0.026 0.329 +0.023 0.297 +0.021
22:5n-6 0.103 + 0.005 0.116 + 0.008 0.118 + 0.006
Total PUFA n-6 19.6+0.3 19.9+0.4 19.4+0.3
18:3 n-3 (ALNA) 0.306 + 0.008 0.324 +0.008 0.319 + 0.006
20:5 n-3 (EPA) 0.034 +0.003 0.025 + 0.002 0.020 +0.002 *
22:5n-3 (DPA) 0.052 +0.004 0.049 + 0.004 0.039 +0.003 *
22:6 n-3 (DHA) 0.076 + 0.005 0.076 + 0.004 0.067 + 0.004
Total PUFA n-3 0.483 +0.016 0.493 +0.016 0.463 + 0.012
Total EFA 17.1+0.2 17.7+0.3 17.4£0.2
Total SEFA 1.68 +0.07 1.42 +0.08 1.23+0.07 *
PUFA n-6/n-3 41.2+0.8 40.9+0.8 42.2+0.8
SFA/UFA 1.65+0.06 1.58 +0.07 1.65 £0.05

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are mean + SE and were analysed with
multiple t-tests corrected with 1% FDR. * Significant difference compared to MA group after 1% FDR correction.
ALNA: a-linolenic acid; ARA: arachidonic acid; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EFA:
essential fatty acids (sum of LA and ALNA); EPA: eicosapentaenoic acid; GLNA: y-linolenic acid; LA: linoleic
acid; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids; SEFA: semi-essential fatty acids
(sum of EPA, DPA, DHA, ARA and GLNA); SFA: saturated fatty acids; UFA: unsaturated fatty acids.
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Supplementary table 4 : Plasma metabolic parameters of lactating dams fed ARG diet during gestation and
lactation (AGL group), lactation only (AL group), or fed MA diet during gestation and lactation (MA group)
and of their offspring at weaning and young adult stage.

Groups
Parameters N MA AL AGL ANOVA
Day Dams during lactation and involution Inter Day Group
Triglycerides L12 56  96.6x14.41 70.3+17.81 71.7+1031
(mg/dL) L18 5-6 39.0 652 36.5+3.0°? 352+421 085 <0001 048
Invl 9 144 + 143 145+ 162 1324112
Cholesterol L12 5-6 749+361 84.8+5.0 82.6 3.6
(mg/dL) L18 5-6 720+3.7% 84.6+6.0 89.8+5.1 0.11 0.002 0.22
Invi 9 97.0+5472 93.3+3.7 89.4+4.42
Glucose L12 5-6 124 +21 129+5 122+4
(mg/dL) L18 5-6 131+ 1212 130+ 6 1325 0.05 0.46 0.14
Invl 9 146 + 6 &2 126 +5° 118+ 2P
Sex Offspring at weaning (L.20) Inter Sex Group
Triglycerides Male 9 22243 184 + 32 202 £17 0.75 0.14 0.52
(mg/dL) Female 9 181+ 35 150 + 15 193+ 13
Cholesterol Male 9 104+ 4 111 +4 111+5 0.99 0.37 0.31
(mg/dL) Female 9 108+ 4 114+ 3 114+ 6
Glucose Male 9 147+7 1515 150+ 3 0.69 0.94 0.94
(mg/dL) Female 9 1505 147+3 150+ 3
Insulin @ Male 9 765 +503 2 791 £ 4452 260 +86P 0.57 0.08 0.003
(pg/mL) Female 9 835 + 543 936 + 454 2 464 + 257°
Sex Offspring at young adult stage (PND60) Inter Sex Group
Triglycerides @  Male 12 146 + 31 @1 156 + 39 &1 122 + 46 1 0.021 <0.001 0.66
(mg/dL) Female 12 68.6+14.4°2 65.2 +26.4 2 75.1+17.72
Cholesterol Male 12 79.2+2.4 75327 81.8+2.8 0.66 0.25 0.08
(mg/dL) Female 12 85.9 +4.7 76.6 £1.9 83.4+45
Glucose Male 8 114+3 117 +4 112+3 0.62 0.49 0.68
(mg/dL) Female 8 115+ 3 111+3 112+ 2
Insulin Male 8 615 + 101 759 + 93 788 + 83 0.31 0.18 0.77
(pg/mL) Female 8 671 +98 596 + 52 619 + 50

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acids non-essential for lactation. Values are mean + SE. Data were analysed with
two-way ANOVA with day and diet effects followed by Tukey’s post-hoc tests. Different numbers denote
significant differences (p <0.05) between groups and different letters significant differences between days or sexes.
Inter: interaction effect; Lx: lactation day x; Invx: involution day x; PNDXx: postnatal day Xx.
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Supplementary table 5: Expression of genes related to milk macronutrient and energy synthesis and their
regulation in mammary gland of dams fed ARG diet during gestation and lactation (AGL group), lactation

only (AL group), or fed MA diet during gestation and lactation (MA group).

Genes Groups ANOVA
-AACq Days MA AL AGL Inter Day Group
Milk lipid synthesis
Lpl L12 0.00+0.291 -0.23 £ 0.59 0.07 £0.24
L18 -0.57 +0.15 12 -0.46 +0.39 0.08 £ 0.62 0.61 <0.001 0.07
Invl -1.50 + 0.25 2 -111+0.22% -0.46 +0.15°
Acaca @ L12 0.00+0.421 014 +£0.641 0.17 £0.22
L18 -1.34+0.302 -1.06 £0.30 1 -0.27 +0.481 0.82 <0.001 0.07
Invl -4.06 £0.14 3 -4.00 £0.09 2 -3.63£0.152
Fasn L12 0.00+0.351 -0.38£0.481 0.12+0.221
L18 -0.93£0.131 -0.43£0.231 -0.07+0.421 054  <0.001 0.05
Invl -5.41 +£0.242 -5.61+0.212 -4.90 +0.132
Fabp3 L12 0.00+0.411 0.31£0.331 0.13+0.231
L18 -0.83+0.311 -0.42+0.211 -0.12+0.441 0.55 <0.001 0.08
Invl -5.36 £0.15 2 542 £0.29 2 -4.48 +0.292
Fabp4 L12 0.00+0.131 -0.23+0.261 0.00+0.19 *
L18 -2.47 £0.10 22 -1.34 +0.48 2 -1.01 £0.3392 0.027 <0.001 0.018
Invl 1.63+0.19 3 1.47+0.18°3 1.99+0.17 3
Scdl L12 0.00 £ 0.67 -0.04+0.941 -0.16 £0.301
L18 1.28 £0.33 1.96 +£0.352 1.58 +£0.19 2 0.40 <0.001 0.70
Invl 1.66 +0.29 1.14+0.61 %2 2.60 £0.522
Dgatl @ L12 0.00 £0.07 1 -0.03+0.051 0.05+0.06!
L18 1.98 +0.102 1.69 +0.122 1.39+0.362 0.24 <0.001 0.75
Invl -0.28+0.041 -0.25+0.111 -0.15+0.071
Plin2 @ L12 0.00£0.151 0.30£0.181 0.29 £0.10 12
L18 1.49 +0.132 1.45+0.242 1.27+0511 0.49 <0.001 0.23
Invl -0.32+0.201 0.11+0.121 -0.33 £ 0.06 2
Fuel metabolism
Mtcol L12 0.00 +£0.13 -0.28+0.18 12 -0.03£0.091
L18 -0.15+0.112 0.02+0.2231 0.53 +0.07 ®2 020 <0001 0.005
Invl -0.39+0.11 -0.54+0.122 -0.22+0.061
Acads L12 0.00£0.201 -0.04+0.151 -0.10+0.10 12
L18 -1.39 +0.33 22 -0.69 +0.18 ®2 -0.61+0.16 ®1 0.010  <0.001 0.21
Invl 0.55+0.04 3 0.47 £0.053 0.34 £0.06°
Lactose and proteins synthesis
B4galtl@ L12 0.00+0.271 -0.35+0.391 -0.22+0.191
L18 0.88£0.151 0.50 £0.311 0.49 £0.271 0.09 <0.001 0.70
Invi -3.69 + 0.08 22 -3.43+0.0822  -3.67+0.05%2
Lalba L12 0.00+0.25* -0.09+0311 0.04+0.15*
L18 1.28 +0.06 2 1.35+0.18 2 1.63+0.212 0.45 <0.001 0.91
Invl -1.90+0.323 -2.08+0.413 -259+0.24°3
Csn2 L12 0.00+0.16 * -0.13+0.291 0.17£0.15*
L18 0.41+0.131 0.61+0.151 0.94+0.15* 0.48 <0.001 0.79
Invl -3.28+0.242 -3.1340.41°2 -3.53+0.192
Regulatory factors
Srebf1l L12 0.00£0.491 -0.83+0.731 -0.39+0.371
L18 -3.21+0.302 -2.56 + 0.65 2 -2.11+0.94 12 0.43 <0.001 0.23
Invl -2.95+0.322 -3.10+£0.332 -210+0.12°2
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Pparg L12 0.00£0.051 0.02+0.321 -0.14 +0.08
L18 -127+0.14%2  037+033P12  .018+0.31° 0.06 0.004 0.05
Invl -0.76 £0.232 -0.85+0.17 2 -0.30+0.14
Lxra @ L12 0.00+0.241 -0.08 £ 0.10 -0.15+0.101
L18 -0.97 +0.14 2 -0.07+0.28° -0.25+0.29 21 0.014 <0001 0.026
Invl 0.40£0.171 0.41+0.14 0.78 +0.06 2
Spotl4 @ L12 0.00+0.211 -0.47+0.261 -0.25+0.15*
L18 -1.19 £0.29°2 -0.25+0.341 -0.09£0.66* 0.07 <0.001 0.09
Invi -1.74+0.1322 187 +0.10 &2 -1.23+0.19°2
Stat5 L12 0.00+0.14 1 -0.23+0.191 -0.12+0.091
L18 -143+0.10%2  -0.78+0.17°12 0,62 +0.17 P12 0.06 <0.001 0.07
Invl -1.13£0.16 2 -1.16 £0.14 2 -0.86 £0.152
Mtor L12 0.00+0.131 -0.27+0.101 -0.25+0.06 1
L18 -1.20+0.0922  -0.91+0.06%2  -0.73+0.12 b2 0.004 <0001 042
Invl -0.98 £0.08 2 -0.95£0.072 -0.94+0.042
Lactogenic hormone receptors
Prir @ L12 0.00+0.331 -052+0511 -0.15+0.171
L18 -1.51 +0.08 2 -1.66+0.121 -0.32+0641 0.48 <0.001  0.045
Invl -2.45+0.183 -2.61+0.17°2 -2.35+0.162
Insr L12 0.00+0.271 -0.11+0111 -0.14+0.131
L18 1.25+0.202 1.22+0.182 1.21+0.252 0.85 <0.001 0.97
Invl -1.80 +£0.08° -1.61+0.158 -1.67+0.10°8
Ghr L12 0.00+0.241 0.26 £0.32 12 -0.08£0.091
L18 -0.96+0.161 -0.13+0.411 0.09 £0.54 1 0.21 <0.001 0.10
Invl 1.03+0.242 0.97 £0.272 1.64+0.182
Igfir L12 0.00+0.291 0.10+0.271 -0.13+0.151
L18 -0.31£0.131 0.01£0.251 0.10 £0.581 0.72 <0.001 0.77
Invl 1.78 £0.152 1.73+0.15 2 1.63 +£0.08 2
Oxtr L12 0.00 £ 0.57 12 0.76 £ 0.57 0.26 +0.24
L18 -150 +0.511 -0.38+0.75 0.69 +0.83 0.45 <0.001 0.07
Invl 1.22 +0.68 2 1.17 £0.31 2.20 +0.40

ARG diet: AIN-93G diet supplemented with 2% arginine; MA diet: AIN-93G diet supplement with an
isonitrogenous mix of amino acid non-essential for lactation. VValues of —~AACq were calculated with the mean of
3 housekeeping genes and with MA at L12 as reference group. Values are mean £ SEM, N=5-6 at L12 and L18
and N = 8-9 at Inv1. Data were analysed with two-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. @ p<0.05 for
Brown-Forsyth test: ANOVA were performed on log transformed values of the gene expression. Different letters
and numbers represent significant difference (p <0.05) between groups and days, respectively. Inter: interaction

effect.
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5. Données supplémentaires sur I’effet d’une supplémentation périnatale
en arginine

5.1. La supplémentation périnatale en arginine module I’expression des
genes des hormones lactogenes de I’hypophyse
Pour les groupes supplémentés en acides aminés, 1’expression de geénes codant pour des
hormones lactogenes (Prl, Oxt, Gh1) ou des récepteurs de leur régulateurs (Vipr2, Trhr, Ghrhr)
a également été mesurée au niveau de 1’hypophyse. Les mémes amorces que celles présentées
dans 1’ Article 2 ont été utilisées et les résultats sont présentés dans la Figure 23.
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Figure 23 : Expression de génes impliqués dans la sécrétion des hormone lactogénes dans I’hypophyse de rates
supplémentées en arginine pendant la gestation et/ou la lactation ou un mélange d’acides aminés non-essentiels pour la
lactation.
MA : groupe supplémenté en acides aminés non-essentiels pendant la gestation et la lactation, AL : groupe supplémenté en
arginine uniquement pendant la lactation, AGL : groupe supplémenté en arginine pendant la gestation et la lactation. Les valeurs
sont les moyennes + SEM, n =4-5a L12 et L18 et n = 8 a Inv1. Les données ont été analysées avec une ANOVA 2 facteurs
(effet groupe est reporté), suivi de tests de Tukey. Lesvaleurs annotées avec un chiffre différent indiquent une différence
significative (p <0.05) entre les jours. # : p <0.05 pour AL comparé a MA.

L’expression globale des genes Prl, Vipr2 et Oxt était sur-régulée dans le groupe AL
par rapport au groupe MA d’un facteur 1,13 (p = 0.049), 1,35 (p =0,043) et 1,26 (p = 0,016),
respectivement et en particulier a Invl pour Prl (1,25 fois, p =0,009) et Oxt (1,38 fois,
p =0,016). A I’inverse Oxt, Ghl et Ghrhr étaient sous-exprimeés dans le groupe AGL par
rapport au groupe AL d’un facteur 1,22 (p = 0,043), 1,29 (p =0,034) et 1,65 (p = 0,004),
respectivement. Finalement, I’expression de Ghrhr était également sous-exprimée d’un facteur

1,42 (p = 0,048) dans le groupe AGL par rapport au groupe MA.
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5.2. La supplémentation en arginine pendant la lactation seule augmente
la réponse insulinémique de la descendance a long-terme au cours d’une
hyperglycémie provoquée par un gavage au glucose.

A I’age jeune adulte (J62), les ratons nés de meéres supplémentées en acides aminés

pendant la gestation et la lactation ont été soumis a un test de tolérance au glucose (gavage de
2 g/kg de glucose). Les résultats sont présentés dans la Figure 24.
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Figure 24 : Glycémie et insulinémie aprés un gavage au glucose chez des rats adultes nés de meres supplémentées ou
non en arginine pendant la période périnatale.

MA : groupe supplémenté en acides aminés non-essentiels pendant la gestation et la lactation, AL : groupe supplémenté en
arginine uniquement pendant la lactation, AGL : groupe supplémenté en arginine pendant la gestation et la lactation. Les valeurs
sont des moyennes + SEM, n = 7-8 par sexe. Les données ont été analysées avec une ANOVA 2 facteurs (I’effet groupe est
reporté), suivi de tests de Tukey. * : p <0.05 pour AGL vs MA ; ## et ££ : p <0.001 pour AL vs MA et AGL, respectivement ;
$$ p <0.01 pour I’effet sexe.

Le pic glycémique, 15 min apres le gavage est légerement supérieur dans le groupe AGL
que dans le groupe MA (+8%, p = 0,036) mais sans entrainer de différence significative d’aire
sous la courbe de glycémie. Le pic insulinémique a 15 min est supérieur dans le groupe AL par
rapport aux groupes MA (+44%, p = 0,006) et AGL (+47%, p = 0,005) alors qu’a 30 min, les
valeurs d’insulinémie redeviennent équivalentes dans tous les groupes. Néanmoins, ’aire sous

la courbe d’insulinémie est plus élevée dans le groupe AL que dans les groupes AGL (+58%,
p = 0,028) et MA (+48%, p = 0,051).
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5.3. La supplémentation périnatale en arginine ne modifie pas la
proportion de masse grasse chez les méres en fin de lactation et chez la
descendance a long terme.

Comme pour I’étude sur le fenugrec, a chaque sacrifice, une partie du tissu adipeux a
été prélevée et pesée afin d’estimer la proportion de masse grasse des méres en milieu et fin
de lactation et de la descendance au sevrage et a I’age jeune adulte. Les résultats obtenus
sont présentés dans le Tableau 13.

Tableau 13 : Proportion de tissu adipeux de méres supplémentée ou non en arginine pendant la gestation et/ou la
lactation et de leur descendance a court et long terme.

Tissu adipeux
(9/100g)

Périrénal
L12

1,95 +0,10

Groupes
AL

1,72+ 0,15

1,85+0,23

L18 56  1,26+0,14 1,46 + 0,24 1,28 +0,24 0,89 0,006 0,94
Invl 9 1,39+ 0,23 1,38 +0,13 1,31+0,18
Viscéral
L12 56 043+003! 0,58+0,101? 0,71 +0,05
L18 5-6 0,46+0,05'2  041+0,06" 0,45 +0,12 0,30 <0,001 0,53
Invl 9 0,72+0,102 0,79 + 0,09 2 0,68 + 0,04
Abdominal total
L12 56  2,33+0,12 2,31+0,15 2,56 £0,20
L18 1,72 +0,17 1,87 +0,28 1,72 +0,35 0,90 0,022 0,95

Invl

Périrénal
W EIES

2,10+0,29

0,32+0,01

2,17+0,19

0,35+0,02

1,99+0,19

0,33+0,02

Femelles 18 0,29+0,022 0,34 +0,02 2 0,37+0,02°
Sous-cutané
Males 18 1,48 +0,07 1,39 + 0,07 1,51 +0,08 0,084 0,24 0,81
Femelles 18 1,36 +0,09 1,50 + 0,06 1,29 + 0,09
Total
Males 1,80 + 0,08 1,74 + 0,08 1,85 + 0,10 0,22 0,27 0,72

Femelles

Périrénal
Males

1,65 +0,11

1,28 +0,14

1,84 +0,06

1,51+0,19

1,65+0,10

1,13+0,10

Femelles 8 1,22 +0,13 1,48 0,20 1,29 +0,12
Sous-cutané

Males 8 0,50 + 0,06 0,57 +0,031 0,45+ 0,04 0,38 0,004 0,38
Femelles 8 0,41£0,03 0,39 +0,05 2 0,39 +0,03
Viscéral

Males 8 0,84 £ 0,05 0,81 +0,08 0,72 +0,05 0,74 0,19 0,52
Femelles 8 0,87 +0,05 0,87 +0,07 0,85 + 0,09

Total

Males 8 3,12 +0,25 3,46 £ 0,27 2,74 +0,17 0,57 0,54 0,16
Femelles 8 2,91+0,19 3,14 +0,31 2,92 +0,21

MA : groupe supplémenté en acides aminés non essentiels pour la lactation, AL : groupe supplémenté en arginine pendant la
lactation uniquement, AGL : groupe supplémenté en arginine pendant la gestation et la lactation. Les valeurs sont des moyennes
+ SEM et ont été analysées avec des ANOVA 2 facteurs, suivies de tests de Sidak pour les effets a deux niveaux, sinon de tests
de Tukey. Les moyennes significativement différentes (p <0,05) sont représentées par différents chiffre pour 1’effet jour ou
sexe ou par différentes lettres pour 1’effet groupe.
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L’arginine n’a pas eu d’effet global significatif sur la proportion de masse grasse des
meéres et de leur descendance quelle que soit la période de supplémentation. Cependant, les
ratons AGL avaient tendance a avoir plus de tissu adipeux périrénal au sevrage que les ratons
MA (+16%, p =0,088) surtout chez les femelles (+29%, p =0,026). De plus, les meres AGL
avaient tendance a avoir plus de tissu adipeux viscéral a L12 par rapport aux meres MA (+64%,

p = 0,098) bien que cette différence ne s’observe plus en fin de lactation.
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PARTIE 4 : DISCUSSION GENERALE

Le premier objectif de cette these était de démontrer la capacité d’une supplémentation
orale de la mere en période périnatale en fenugrec et en arginine a moduler la production de lait
maternel et/ou sa composition. Cela pour savoir si ces composés ont un intérét potentiel pour
aider les femmes confrontées a des difficultés a allaiter. Le deuxiéme objectif était, de verifier
I’absence d’effets secondaires métaboliques nocifs de ces suppléments chez la mere et la
descendance, avant d’envisager de les utiliser chez 1a femme. Enfin, les mécanismes d’action
du fenugrec et de I’arginine sur le processus de lactation étant mal connus, le dernier objectif
visait a explorer des pistes mécanistiques a I’origine de leur effet galactagogue. En effet, la
connaissance des voies de signalisation modulées par ces suppléments permettrait d’optimiser

leur utilisation étant donné les multiples causes a 1’origine des difficultés de production de lait.

1. Mise en évidence du potentiel galactagogue de deux suppléments
nutritionnels : le fenugrec et I’arginine, dans un modele de rate
allaitant une grande portee.

Nous avons tout d’abord confirmé la fiabilité¢ de la méthode par enrichissement a I’eau
deutérée a mesurer le flux de lait dans différentes conditions physiologiques de lactation en
montrant que la production de lait mesurée était tres fortement corrélée a la vitesse de croissance
des ratons (r = 0,93). De plus, nous avons confirmé que nos deux challenges de la lactation
entrainaient bien une diminution de la consommation de lait des ratons, de 21% en augmentant
la taille des portées et de 44% avec la restriction protéique périnatale.

1.1.  Une supplémentation en fenugrec a 1g/kg/j stimule la production de lait,
le flux de protéines et de lactose chez la rate allaitante

Nous avons montré qu’une supplémentation en fenugrec de 1g/kg/j chez la rate
entrainait une augmentation de flux de lait de 15% et du gain de poids moyen des ratons de 9%.
Extrapolée a I’espece humaine, une telle augmentation permettrait, par exemple, a une femme
produisant 650 mL par jour au lieu des 800 mL en moyenne [191], d’augmenter sa production
d’environ 100 mL. Si cette augmentation du flux de lait est du méme ordre de grandeur que
celles observée chez les bovins [103-105] ou la chévre [107] (entre 10 et 20%), elle est plus
faible que dans d’autres études menées chez la brebis (plus de 46%) [109] ou la chévre (67%)
[108]. Cependant, dans ces études, étant donné la taille des animaux, le fenugrec était
supplémenté a des doses équivalentes environ 2 a 10 fois supérieures a celle utilisée dans la
notre (doses équivalentes chez le rat allant de 2 g/kg/j a 10 g/kg/j) [204], chez des animaux
sélectionnés pour produire du lait en grande quantité [23] et placés dans des conditions
optimales pour obtenir de bonnes performances de lactation. Contrairement a ces études, nous
avons mis en evidence que le fenugrec augmente la production de lait a une dose équivalente a
celle conseillée chez la femme (6 g/j) et dans un modele de rate en difficulté pour allaiter ses
ratons de maniere optimale car allaitant une grande portée. De plus, dans ce modele,
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I’augmentation de production de lait est associée a une augmentation de 24% du flux de lactose
et de 21% du flux de protéines sans augmentation du flux de lipides. Cela suggére que
I’augmentation de la synthése des acides gras est moins intense que 1’augmentation du flux de
lait, en cohérence avec la concentration en lipides du lait généralement diminuée par la
supplémentation en fenugrec [105,109]. Ces résultats suggerent donc que 1’accélération de la
croissance des ratons, suite a la supplémentation en fenugrec, serait due avant tout a une
augmentation des apports en protéines plutot qu’a une augmentation des apports en lipides et
d’énergie. Cela est en accord avec la plus forte corrélation du gain de poids total des ratons avec
le flux de protéines (r = 0,83) qu’avec les flux d’acides gras (r = 0,61) ou d’énergie (r = 0,74),
et avec le rdle majeur des protéines du lait sur la croissance des petits [11]. A I’inverse, nous
n’avons observé aucun effet galactagogue du fenugrec lorsque la difficulté lactation était induite
par une restriction des apports protéique de la mere. Ces résultats suggérent que le fenugrec
pourrait augmenter la production de lait dans le cas d’hypogalactie liée a la primiparité, a un
accouchement par césarienne ou a la fatigue mais également dans le cas de besoins augmentés
du fait de la naissances de jumeaux [6]. En revanche, le fenugrec ne serait probablement
d’aucune aide en cas d’hypogalactie sévére, causée notamment par une sous-nutrition
maternelle périnatale ou d’agalactie causée par un retard de développement mammaire ou par
des perturbations hormonales [6].

1.2.  Une supplémentation en arginine a 2% pendant la gestation et la
lactation augmente la production de lait et le flux de lipides chez la rate
allaitante.

Au cours d’une seconde étude, nous avons mis en évidence qu’une supplémentation en
arginine de 1,4 g/kg/j pendant la gestation et 2,75 g/kg/j pendant la lactation, augmente la
production de lait de 17% (+20% ramené au poids de la mére), et accroit le gain de poids des
ratons de 9% par rapport a des meres supplémentées en acides aminés non essentiels pour la
lactation. Cette augmentation de la production de lait est associée a une augmentation du flux
d’acides gras, d’énergie et d’acides aminés essentiels de 20%, 15% et 78% respectivement,
mais pas du flux de protéines ni de lactose. Ces résultats confirment I’effet galactagogue
suggéré par 1’augmentation de poids des porcelets suite a des supplémentations orales
périnatales chez la truie [136,159] et I’augmentation de la production de lait lors d’une
perfusion d’arginine intra-jugulaire chez la vache [153,156]. Cependant, a notre connaissance,
notre €tude est la premiere a montrer, directement et par une mesure fiable, qu’une
supplémentation nutritionnelle en arginine augmente la production de lait. Nous avons aussi
montré que cette augmentation accélére la croissance pondérale des ratons, les deux étant
fortement corrélés (r = 0,80). En revanche, si la concentration de lipides est augmentée, le flux
d’acides gras est beaucoup moins corrélé au gain de poids des ratons (r = 0,48) que le flux de
lait ou de protéines (r = 0,69). Ainsi, I’apport accru en lipides n’est probablement pas, seul, a
I’origine de I’accélération de croissance des ratons, c’est plutdt I’apport global de I’ensemble
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des constituants du lait (protéines, énergie, acides aminés essentiels, micronutriments...). En
revanche, si I’augmentation de la concentration en acides gras se confirme chez la femme, il
pourrait étre intéressant de vérifier si a une supplémentation en arginine pendant la gestation et
la lactation, associé & un regime alimentaire riche en oméga 3 a longue chaine, augmenterait
leur concentration dans le lait. Cela pourrait augmenter les apports en oméga 3 des bébés et
donc stimuler leur développement cognitif [15].

Enfin, nous n’avons pas trouvé d’effet significatif d’une supplémentation en arginine
pendant la lactation seule, ni sur la production et la composition du lait, ni sur la croissance des
ratons, contrairement a ce qui avait été montré chez le porc [136]. Ce résultat indique que la
supplémentation, pendant la gestation, est requise pour ’effet galactologue de 1’arginine,
probablement parce qu’elle stimule le développement de la glande mammaire et la prépare a la
lactation, en stimulant I’angiogenése et la sécrétion d’hormones maternelles [162,165]. I serait
donc intéressant de verifier si une supplémentation en arginine, administré uniquement pendant
la gestation, permet d’augmenter la production de lait maternel. Des résultats obtenus chez la
truie suggerent le contraire [136], et il est probable qu’une supplémentation pendant toute a
période de gestation et de lactation, soit requise pour que I’arginine donne la pleine mesure de
son effet galactagogue.

2. Les supplementations périnatales en fenugrec et en arginine ne
perturbent pas le métabolisme des meéres et de la descendance a court
et long terme.

2.1. Le fenugrec pourrait ameliorer la sensibilit¢é a P’insuline de la
descendance a long-terme

Chez les méres allaitant une grande portée, la supplémentation en fenugrec modifié ni

les parameétres métaboliques plasmatiques, le tissu adipeux abdominal en fin de lactation
(Figure 22), suggérant qu’elle n’entraine aucune perturbation majeure du métabolisme
glucidique et lipidique. Au sevrage, les ratons de méres supplémentées en fenugrec avaient une
cholestérolémie plus basse et avaient tendance a avoir moins de tissu adipeux périrénal que
ceux de meéres non supplémentées. Si les implications d’une diminution de ces paramétres dans
I’enfance sont mal connues [43], a I’age adulte, ce sont les signes d’une réduction du risque de
développement du syndrome métabolique et de 1’obésité [102]. Dans tous les cas, plus aucune
différence n’était observée sur les paramétres métaboliques lipidiques, ni sur la masse de tissu
adipeux de la descendance a I’age jeune adulte. En outre lors d’une hyperglycémie provoquée
par gavage, I’insulinémie de la descendance de méres supplémentées en fenugrec était plus
faible que celle de la descendance de méres non supplémentées, pour une glycémie équivalente,
suggérant une meilleure sensibilité a I’insuline. Ces résultats positifs pourraient s’expliquer par

I’apport en trigonelline, connue pour sa capacité a améliorer la sensibilité a 1’insuline de patients
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diabétiques [130], et dont la concentration est augmentée d’un facteur 17 dans le lait maternel.
Ainsi, la supplémentation en fenugrec, pendant la lactation, ne semble pas perturber le
métabolisme des meres et pourrait méme limiter, a long-terme, le risque de développer un
syndrome métabolique chez la descendance.

2.2. L’arginine apportée uniquement pendant la lactation augmente la
résistance a ’insuline de la descendance a long-terme.

La supplémentation en arginine, pendant la gestation et la lactation, entraine seulement
une augmentation du tissu adipeux périrénal des ratons femelles au sevrage par rapport au
groupe MA, ce qui pourrait étre due & une consommation de lait plus élevée, et qui disparait a
I’age jeune adulte. Pour le reste, ni les paramétres métaboliques plasmatiques, ni la masse grasse
ne sont modifiées chez les méres a Inv1 et chez la descendance a long-terme. En revanche, la
supplémentation en arginine, pendant la lactation seule, entraine, chez la descendance a 1’age
adulte, une augmentation de 1’insulinémie lors d’un test de tolérance au glucose. Ce résultat
suggere la mise en place d’une possible insulino-résistance chez la descendance AL, peut-étre
en lien avec une masse grasse en moyenne plus élevée au niveau périrénal et du corps entier.
Ainsi, la supplémentation en arginine pourrait augmenter le risque de la descendance a
développer un syndrome métabolique. Ces résultats rejoignent ceux d’une étude réalisée chez
le rat, montrant qu’une supplémentation en arginine a 2%, pendant la lactation, favorise le
développement de 1’obésité et la résistance a I’insuline de la descendance mise sous régime
riche en graisses [205]. Cependant, dans cette étude, seules I’insulinémie et la triglycéridémie
sont significativement augmentées. De plus, dans notre étude, il n’y aucun effet métabolique
lorsque I’arginine est également apportée pendant la gestation. Cela suggere plutdt un effet
négatif lié au switch nutritionnel a la naissance en cas de changement de régime entre les deux
périodes périnatales plutot qu’un effet négatif de 1’arginine par elle-méme. Dans tous les cas,
des études supplémentaires seraient requises pour savoir si une consommation périnatale
d’arginine a dose élevée perturbe le métabolisme de la descendance a long-terme.

2.3. Limites des analyses métaboliques réalisées.

Si les résultats du métabolisme de la descendance AL & long-terme incitent a la
prudence pour ce qui est des effets secondaires potentiels d’une supplémentation en arginine a
dose élevée pendant la lactation seule, les supplémentations en fenugrec et en arginine pendant
la gestation et la lactation semblent n’avoir aucun effet métabolique négatif. Il pourrait alors
étre suggéré que ces supplémentations sont sans danger et que ces suppléments peuvent étre
testés immédiatement chez la femme. Cependant, seul un petit nombre de parametres
métaboliques ont été mesurés, et d’autres pourraient étre mesurés afin de s’assurer d’une
absence d’effet métabolique comme les acides gras libres circulants, le ratio HDL sur LDL
cholestérol ou la concentration plasmatique d’adiponectine, une hormone sécrétée par le tissu
adipeux. D’autre part, pour les méres, la derniére mesure a été réalisée au premier jour
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d’involution, une période d’importante remaniements metaboliques, particulierement pour la
glande mammaire dont le tissu épithélial est progressivement remplacé par du tissu adipeux
[64]. Cette période dure environ 14 jours chez la rate mais peut dans certains cas durer jusqu’a
3 semaines [180]. Ainsi, des explorations métaboliques réalisées au moins un mois apres la fin
de la lactation seraient souhaitables. Finalement, les effets métaboliques potentiels observés a
long-terme seraient ds a une programmation qui rendrait la descendance plus susceptible de
développer un syndrome métabolique [43]. Cependant, dans des conditions physiologiques sans
challenge de I’homéostasie énergétique, cette susceptibilité a développer le syndrome
métabolique pourrait rester silencieuse [205]. Pour s’assurer de 1’absence de programmation
métabolique délétére par des supplémentations maternels, des explorations métaboliques plus
approfondies (métabolomiques) devraient étre réalisées aprés exposition de la descendance
pendant plusieurs semaines a un régime riche en graisses seules ou un régime riche en graisses
et en sucre (Western diet), connus pour induire un syndrome métabolique chez le rat [206].

2.4. Ces supplémentations sont-elles sans risques pour la meére et sa
descendance ?

Nous n’avons pas étudié, de maniére approfondie, I’innocuité de ces supplémentations
en fenugrec et en arginine, pour la meére et ’enfant. En effet, pour cela un bilan sanguin plus
complet devrait étre réalisé comprenant par exemple un bilan rénal (créatinine), hépatique
(transaminases), thyroidien (thyréostimuline) et inflammatoire (protéine C-reéactive) et un
hémogramme. Si le fenugrec et I’arginine peuvent étre consommés a dose relativement forte
(environ 20 g/j), sans effets secondaires chez 1’adulte en bonne santé [131,171], les données
sont peu nombreuses chez la femme allaitante et I’enfant. Or, les concentrations en composés
actifs du fenugrec (trigonelline) et en arginine sont augmentées dans le lait, suggérant que ces
supplémentations peuvent impacter directement 1’enfant. Quelques études menées chez la
lapine, la brebis et la truie indiguent que la supplémentation en fenugrec pourrait améliorer le
profil sanguin (principalement I’hémogramme) des méres pendant la lactation [110,112,207] et
de la descendance au sevrage [112,208], et aurait une action antibactérienne chez la mere
[110,112]. D’autres études, réalisées chez les bovins, mettent en évidence une absence d’effet
sur divers biomarqueurs plasmatiques (urée, albumine, protéines totales...) [105,109]. D’autre
part, certaines études montrent que la supplémentation périnatale en arginine est sans effet sur
le profil sanguin des meéres [155,160]. Ces études tendent a confirmer I’innocuité des
supplémentations périnatales en fenugrec et arginine pour la mere. Cependant, d’autres études
incitent a une certaine prudence. En effet, chez les bovin, une supplémentation en fenugrec
pendant la lactation tend a augmenter la concentration plasmatique des transaminases,
[108,109] suggérant altération du fonctionnement hepatique. De plus, chez la truie, une
supplémentation périnatale en arginine entraine une diminution de 1’urée plasmatique des meres
[136,159] et de la descendance [209], alors que chez la brebis elle diminue I’albumine, et
augmente la créatinine et les transaminases [210]. Méme si ces changements ne sont pas
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nécessairement nocifs, de nouvelles données sont nécessaires, notamment a long-terme, pour
confirmer la sécurité de ces supplémentations.

3. Le fenugrec et I’arginine stimulent la production de lait par des
mécanismes d’action différents
La mesures de I’expression de genes, au niveau de la glande mammaire et de
I’hypophyse, et celle des concentrations des hormones lactogenes, ont mis en évidence que le
fenugrec et I’arginine favorisent la production de lait maternel par des voies physiologiques
différentes.

3.1. Le fenugrec stimule la synthése du lait en augmentant le signal
insulinémique au niveau des lactocytes et favorise son éjection en
augmentant la sécrétion d’ocytocine

Nous avons montré que la supplémentation en fenugrec entrainait i) une augmentation
de 77% de la concentration plasmatique d’insuline en milieu de lactation, ii) une augmentation
de I’expression des récepteurs aux IGF-1 et, dans une moindre mesure, a I’insuline au niveau
de la glande mammaire et iii) une surexpression du géne de 1’ocytocine au niveau de
I’hypophyse pendant la lactation. Ces résultats suggérent donc que le fenugrec pourrait agir en
stimulant la sécrétion d’insuline par le pancréas, probablement via 1’action de la trigonelline
et/ou de la 4-hydroxyisoleucine, connues pour leurs propriétés antidiabétiques [102,130]. De
plus, ces composés bioactifs pourraient favoriser la synthese des récepteurs de 1I’IGF-1 et de
I’insuline au niveau de la glande mammaire : ces deux récepteurs homologues sont capables de
fixer ces deux hormones avec plus ou moins d’affinité et agissent principalement par la voie de
signalisation mTOR [211], surexprimée dans le groupe supplémenté en fenugrec. Cette voie est
connue pour stimuler la synthése protéique et de lactose au niveau de la glande mammaire [70].
Par ailleurs, I’insuline (donc probablement I’IGF-1) est connue pour activer I’expression de
PPARy et LXRa [212,213], deux facteurs de régulation impliqués dans la lipogenese au niveau
de la glande mammaire [86,214,215] et surexprimés chez les meres supplémentées en fenugrec.
L’activation de ces voies de régulation a conduit a la surexpression des genes impliqués dans
la synthéese des protéines (Csn2, Lalba) du lactose (Glutl, B4galtl, Lalba) et des acides gras
(Lpl, Acaca, Fasn) dans le groupe supplémenté en fenugrec, ce qui est cohérent avec
I’augmentation de la production de lait. De plus, le fenugrec favoriserait 1’¢jection du lait, en
stimulant la sécrétion hypophysaire d’ocytocine qui, au niveau mammaire, stimule la
contraction des cellules myoépithéliales entourant les acini [27]. Cela est cohérent avec 1’effet
ocytocique reconnu du fenugrec, utilisé pour stimuler les contractions utérines lors de
I’accouchement [100,216]. Ainsi, le fenugrec, en agissant via une amplification du signal de
I’insuline et d’IGF-1 au niveau de la glande mammaire, pourrait particulierement augmenter la
production de lait chez des femmes souffrant d’une résistance a 1’insuline comme les méres

obeses ou diabétiques de type 2. De plus, son action ocytocique pourrait stimuler 1’éjection du
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lait chez des femmes connaissant une phase de stress ou de fatigue, connus pour limiter la

sécrétion d’ocytocine [6].

3.2. La supplémentation en arginine, pendant la gestation et la lactation,
favorise D'utilisation des acides gras et la lipogenése par la glande
mammaire.

Nous avons mis en évidence que la supplémentation en arginine pendant la gestation et
la lactation entrainait une augmentation i) de 39% de la leptine plasmatique, ii) de 20% des
acides gras totaux du lait et, iii) une surexpression ou une tendance a 1’augmentation de
I’expression de génes mammaires impliqués dans la capture, la synthése et le transport d’acides
gras (Lpl, Fabp4, Acaca, Fasn), et dans la régulation de la lipogenese (Lxra, Pparg, Ghr, Prlr).
La leptine étant sécrétée par les adipocytes et corrélée avec le taux de masse grasse [217], la
concentration plus élevée dans le groupe supplémenté en arginine pendant la gestation et la
lactation suggere donc la présence de réserves adipeuses plus importantes, ce qui est cohérent
avec une masse de tissu adipeux viscéral plus élevée a L12 dans le groupe AGL que dans le
groupe MA (Tableau 13). Ces réserves plus importantes pourraient étre redirigées vers la glande
mammaire par I’action de ’hormone de croissance (GH), comme le suggere la tendance a
I’augmentation du taux d’IGF-1 et la surexpression de Ghr au niveau mammaire dans le groupe
AGL [78]. La meilleure sensibilité de la glande mammaire a la GH, mais également a la
prolactine, conduirait a une augmentation de la capture des acides gras et de la lipogenése de la
glande mammaire [78,85]. Cette lipogenése mammaire pourrait étre renforcée par I’activation
de PPARYy et LXRa, soit par une stimulation directe de la sécrétion ou des récepteurs la GH et
de la prolactine, soit de maniére indirecte par une augmentation de I’entrée d’acides gras a
longue-chaine [70]. L’augmentation de 1’entrée et de la synthése de novo des acides gras,
conduirait a une augmentation de leur concentration dans le lait. En revanche, le moindre effet
sur le métabolisme lipidique observé dans le groupe supplémenté en arginine seulement pendant
la lactation, suggere que 1’arginine regu pendant la gestation a eu un effet majeur de stimulation
de la lipogenése mammaire. Ainsi, I’arginine, consommée pendant la gestation, aurait favorisé
la sécrétion d’hormones stimulant la différenciation de 1’épithélium mammaire (prolactine, GH)
[162], et donc accru sa capacité a biosynthétiser des lipides, un mécanisme fortement activé au
moment de la différenciation des lactocytes [27]; elle pourrait également améliorer la
sensibilité des lactocytes a ces hormones.

Les résultats de mesure d’expression de genes dans 1’hypophyse indiquent une sous-
expression des genes Ghl et Ghrhr (un récepteur d’un activateur de la sécrétion de GH) dans
le groupe AGL par rapport au groupe AL. Cela semble contradictoire avec I’augmentation
d’IGF-1 plasmatique et de I’expression de Ghr dans la glande mammaire, tous deux stimulés
par la GH [218,219]. Plusieurs hypotheses pourraient permettre d’expliquer ce résultat, par
exemple, production accrue d’IGF-1 par le foie en raison d’une meilleure sensibilité des tissus
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périphériques a la GH. Cela pourrait aussi étre dd a une sécrétion de GH plus importante dans
le groupe AGL au moment de la tétée mais non observable du fait de la briéveté du pic de GH
(30 min) [220]. En effet, la GH et I’'IGF-1 sont tous les deux connus pour entrainer un
rétrocontréle négatif sur la sécrétion hypophysaire de GH [221]. Cependant, les données de
notre ¢tude ne permettent pas de conclure sur les mécanismes exacts a 1’origine de cette
observation.

Si la supplémentation en arginine pendant la gestation et la lactation entraine une
augmentation de I’expression des genes de la lipogenése, rien de tel n’est observé pour les génes
de synthese des protéines et du lactose (Article 3 : Supplementary table 7). Ceci est d’autant
plus difficile & comprendre que les concentrations de protéines et de lactose dans le lait sont
maintenue & un niveau similaire au groupe MA, malgré une production de lait plus intense.
Cependant, I’expression du facteur de régulation mTOR, impliqué dans la régulation de la
synthese des protéines et du lactose, est significativement augmentée a L18 dans le groupe
AGL. Or I’arginine est connue pour activer mTOR soit directement, soit via ses intermédiaires
métaboliques (polyamines, NO) [10,159]. Ainsi, la synthése protéique pourrait également étre
stimulée au niveau mammaire, mais comme mTOR agit principalement au niveau post-
transcriptionnel [222], I’effet ne serait pas observable par la seule mesure de I’expression de
geénes.

Finalement, I’arginine n’a pas entrainé d’effet galactagogue significatif lorsqu’elle a été
apportée seulement pendant la lactation, méme si les valeurs de production de lait et de
croissance des ratons sont intermédiaires dans le groupe AL, par rapport aux groupes MA et
AGL (Article 3, Figure 2). De plus, la concentration en citrulline est augmentée dans le lait
mais pas dans le plasma, ce qui suggere une production locale de NO au niveau mammaire avec
une possible augmentation du flux sanguin et de 1’apport de nutriments a la glande mammaire,
[10,21]. Dans notre étude, ce résultat indirect est le seul indiquant que 1’arginine pourrait agir
sur la production de lait via le NO, les expressions des NO synthases : Nos2 et Nos3 n’étant pas
modifiées dans la glande mammaire. D’autre part, la prolactine et I’ocytocine sont surexprimées
au niveau hypophysaire (Figure 23) suggérant que 1’arginine entraine une sécrétion plus
importante de ces hormones lactogenes pendant la lactation. Finalement, plusieurs facteurs de
régulation de la production de lait sont surexprimés dans la glande mammaire du groupe AL a
L18 : Stats, Pparg et Lxra. La supplémentation en arginine pendant la lactation contribuerait
donc a son effet galactagogue mais cet effet reste limité.

Les résultats obtenus sur I’arginine permettent d’envisager une supplémentation, en fin
de grossesse, afin de préparer la glande mammaire a la production de lait, en améliorant sa
différenciation. Cette supplémentation devrait étre poursuivie pendant la lactation afin de
favoriser la mobilisation des réserves pour la lactation.
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3.3.  Des voies d’action a confirmer

De nouvelles études seront nécessaires pour confirmer les mécanismes d’action du
fenugrec et de I’arginine sur la production de lait. En effet, au niveau de I’hypophyse et de la
glande mammaire, seule I’expression des genes a ¢été mesurée. Or, du fait des nombreux
mécanismes cellulaires de régulation post-transcriptionnelle, une augmentation de I’expression
de génes n’est pas toujours synonyme d’une augmentation de la synthese protéique. De plus, si
les facteurs de régulations agissent régulierement en activant la transcription des protéines
(STATS), ils agissent aussi par le biais de modifications post-traductionnelles, telles que des
phosphorylations (AKT, mTOR) [70,222] qui modifient 1’activité des enzymes. L’ activité de
ces facteurs de régulation est elle-méme fortement régulée par ces modifications post-
traductionnelles [223] qui sont a 1’origine de la transduction du signal déclenché par la fixation
d’une hormone a son récepteur [224-226]. Tous ces mécanismes de régulation ne peuvent pas
étre observés par une analyse restreinte a 1’expression de génes. Afin de confirmer les voies
d’action suggérées dans notre étude, des mesures de concentration des protéines impliquées
devraient étre réalisées au niveau de la glande mammaire et de I’hypophyse, de maniére soit
ciblée, par western blot, soit non ciblée, par analyse protéomique. Cela confirmerait
I’augmentation de la sécrétion d’hormones au niveau de I’hypothalamus (prolactine, ocytocine,
GH), d’enzymes au niveau mammaire (LPL, FAS, B4GALT1) ou de récepteurs aux hormones
lactogénes (INSR, IGF1R, GHR). La présence en plus grand nombre de ces récepteurs a la
surface des lactocytes pourrait, par ailleurs, étre confirmée par des méthodes d’immuno-
histologie. Enfin, I’activation de facteurs de régulation clés dans la synthése des constituants
du lait, comme STAT5 ou mTOR, pourrait &tre mise en évidence, par des technique de western
blot, par la mesure de la quantité de la protéine phosphorylée, ramené a la quantité totale de
cette protéine [85,227].

D’autre part, nous avons vu que 1’action de I’arginine et du fenugrec n’était pas ciblée
uniquement sur la glande mammaire et I’hypophyse, mais impliquait probablement le pancréas,
le tissu adipeux et le foie notamment. Il serait donc intéressant de vérifier si la supplémentation
en fenugrec a bien stimulé la sécrétion d’insuline au niveau du pancréas ou si la supplémentation
en arginine, pendant la gestation et la lactation, favorise la présence de récepteurs a la GH, au
niveau des adipocytes et du foie, et la lipolyse dans le tissu adipeux. Finalement, pour ’arginine,
il serait intéressant de verifier, en tout début de lactation, si la glande mammaire est plus
développée et si les voies de synthése des macronutriments, et particuliérement des acides gras,
sont déja plus actives apres une supplémentation pendant la gestation.

4. Vers un produit a destination des femmes en difficulté de lactation
Notre étude a révelé le potentiel galactagogue de supplémentations nutritionnelles en
fenugrec pendant la lactation et en arginine pendant la gestation et la lactation dans un modele
rongeur de méres en difficultés de lactation. Ces supplémentations n’ont pas entrainé de
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perturbations métaboliques majeures chez la meére et la descendance, méme si la
supplémentation en arginine pendant la lactation reste a surveiller. Ces suppléments pourraient
donc étre envisagés comme solution potentielle pour aider les femmes en difficulté de lactation.
Néanmoins, avant de pouvoir les conseiller chez la femme, plusieurs questions doivent étre
posées.

4.1. Ces suppléments peuvent-il augmenter la production de lait chez la
femme ?

Notre modele d’étude était le rat, une espece jusqu’ici jamais utilisée pour tester 1’effet
de supplémentation sur les performances de lactation. Nos résultats, obtenus chez un
mammifere présentant une physiologie de la lactation différente de celle des ruminants ou de
la lapine (alimentation et nombre de tétées tres différentes), renforcent I’idée que 1’arginine et
le fenugrec seraient efficaces chez la majorité des mammiféres, y compris chez la femme. En
effet, ces suppléments semblent agir en modulant la réponse de la glande mammaire a des
hormones (insuline, GH, IGF-1), qui sont lactogénes chez la majorité des mammiferes étudiés.
Néanmoins, étant donné les différences de physiologie de lactation entre la femme et le rat,
notamment sur I’intensité métabolique du processus, 1’utilisation des réserves maternelles et la
composition du lait (Etat de I’art : paragraphe 5.2.), les effets pourraient étre différents. Par
exemple, les lipides représentent 12 a 15% du lait de rate contre 4% environ chez la femme :
comme la supplémentation en arginine, pendant la gestation et la lactation, favorise
principalement la lipogenese mammaire chez la rate, elle pourrait avoir un effet moindre chez
la femme. Seuls des essais cliniques utilisant le fenugrec et 1’arginine a des doses équivalentes
a celles testées chez le rat et, idéalement, chez des meéres en proie a des difficultés a produire
du lait, permettraient de confirmer un effet bénéfique du fenugrec et de 1’arginine chez la
femme.

4.2. La question de la dose limite efficace

Les doses utilisées pour la supplémentation en fenugrec et en arginine ont été choisies
pour étre équivalentes a des doses physiologiques chez la femme (environ 6 g/j pour le fenugrec
et 16,5 g/j pour ’arginine pour des femmes de 60 kg). D’apres la littérature, ces doses sont non
toxiques, et ne provoquent pas d’effets secondaires [100,131,171]. Cependant, ces doses restent
élevées, elles ne peuvent étre consommeées que sous forme de complément alimentaire et
probablement pendant une durée limitée. Or 1’objectif de France Bébé Nutrition, qui finance ce
projet, est d’utiliser ces suppléments nutritionnels comme ingrédients fonctionnels, dans des
produits alimentaires destinés aux meres allaitantes, ce qui nécessite forcément d’utiliser des
doses plus faibles que celles-ci. De plus, des doses plus faibles réduiraient le « risque » de
toxicité et de perturbation métabolique potentielle. La question de la dose limite efficace est
donc pertinente. Au début de ce travail de thése, une dose de fenugrec de 100 mg/kg/j avait été
testée chez le rat et n’avait eu aucun effet significatif sur la production de lait (résultats non
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publié). En revanche, une étude réalisée chez le buffle a mis en évidence un effet positif du
fenugrec sur la production de lait, sans effet dose, pour des supplémentations allant de 180
mg/kg/j & 360 mg/kg/j (équivalent a des doses de 2 a 4 g/kg/jour chez le rat) [105]. Si la dose
est trop faible, le fenugrec est inefficace, mais a partir d’une dose seuil, il aurait donc un effet
non négligeable. 1l semble également y avoir un effet dose pour I’arginine puisqu’une
supplémentation chez le porc a 100 mg/kg/j, pendant la gestation et la lactation, n’a eu aucun
effet significatif sur les performances de lactation [160], contrairement a une supplémentation
a 120 mg/kg/j pendant la gestation puis 350 mg/kg/jour pendant la lactation. L’utilisation de
ces suppléments comme ingrédients fonctionnels dans des produits alimentaires nécessiterait
de déterminer une dose limite efficace, en testant, par exemple, des supplémentations a 75%,
50% et 25% des doses efficaces actuellement démontrées, et sur un nombre d’animaux
équivalent a celui déja utilisé (n = 12 max).
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CONCLUSION GENERALE

Environ un tiers des femmes arrétent d’allaiter de maniere précoce a cause de difficultés
a produire suffisamment de lait pour assurer une croissance optimale de leur enfant. Afin de les
aider et de promouvoir un allaitement maternel exclusif jusqu’a 1’age de 6 mois, la prise de
suppléments nutritionnels, aux propriétés galactagogues, dans leur régime alimentaire
représente théoriquement une solution. Le fenugrec, traditionnellement utilisé pour stimuler la
lactation, et ’arginine, utilisée pour améliorer les performances des animaux de rentes, étaient
des candidats intéressants. Cependant, les données scientifiques sur leur capacité a augmenter
la production de lait étaient peu nombreuses, la sécurité de leur consommation pour la mere et
I’enfant, peu étudiée, et les mécanismes a 1’origine de leur effet galactagogue, mal compris. Au
cours de cette these, nous avons mis en évidence, par une méthode de mesure de la production
de lait fiable et précise, et dans un modele de rate allaitant des grandes portées, que des
supplémentations en fenugrec pendant la lactation, et en arginine pendant la gestation et la
lactation, augmentent la production de lait des meres de 15 a 20% et la croissance des ratons de
9%. Nous avons également montré que cela n’entraine pas d’effets déléteres majeurs sur le plan
métabolique chez la mére pendant la lactation et chez la descendance a court et long-terme.
Enfin, nous avons montré que ces suppléments agissent sur la lactation par des voies communes
a la majorité des mammiferes, notamment via la modulation de 1’action d’hormones lactogénes
(insuline, ocytocine, GH, IGF-1). Il est donc fort possible qu’ils agissent par les mémes voies
chez la femme.

L’ensemble de ces résultats pose les bases physiologiques du potentiel galactagogue du
fenugrec et de I’arginine et mettent en évidence 1’intérét de les tester au cours d’essais cliniques
chez des femmes allaitantes. Cependant, plusieurs étapes sont nécessaires avant de réaliser ces
essais et de pouvoir les utiliser comme ingrédients fonctionnels, dans des produits alimentaires
a destination des femmes allaitantes. D’abord, les voies d’action mises en évidences doivent
étre confirmées par des analyses au niveau protéique et histologique. Ensuite, il serait essentiel
de confirmer I’absence d’effet délétére de ces supplémentations par des explorations plus
poussées chez la mére et I’enfant. Enfin, la recherche d’une dose limite efficace serait justifiée
afin de limiter les quantités utilisées dans les produits alimentaires et donc les risques liés a leur
consommation.
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Annexe 1 : Concept de I’origine développementale de la santé et des maladies [1-3]

Concept de DOHabD : Origine développementale de la santé et des maladies

Le concept de DOHaD a été décrit pour la premiére fois par le Dr David Barker a la fin
des années 80. 11 a été énoncé suite a I’analyse de nombreuses données épidémiologiques provenant
d’Angleterre et du Pays de Galles indiquant une forte association géographique entre les zones
touchées par une importante mortalité infantile dans les années 1911 & 1925 et le nombre de morts
de maladies cardio-vasculaires dans les années 1968 a 1978 (Figure 4). Une analyse poussée de ces
résultats lui a permis de mettre en évidence que les personnes nées avec un petits poids de
naissance (inférieur a 2,5 kg) et donc, ayant connu une malnutrition feetale, étaient plus a risque de
développer des maladies cardiovasculaire et des diabétes de types Il. Les risques étaient également
augmentés en cas de malnutrition lors de la petite enfance. De la est née I’idée que
I’environnement précoce et, en particulier, la nutrition, pendant la grossesse, ’allaitement et la
jeune enfance (nutrition des 1000 jours), détermine en partie le développement métabolique,
physiologique, immunitaire et cognitif de I’enfant. Ainsi, une perturbation de cet environnement
précoce pourrait entrainer une augmentation du risque de développer des maladies non-
transmissibles bien plus tard, a 1’age adulte. Aujourd’hui, de trés nombreuses études ont permis de
valider cette théorie.
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Les mécanismes permettant d’expliquer 1’origine précoce des maladies reposent sur 3
grands principes. Tout d’abord la plasticité qui est caractérisée par la capacité du corps & adapter sa
physiologie aux contraintes environnementales, comme un manque de nourriture par exemple.
Cette plasticité, variable selon les organes, est trés importante au stade feetal et postnatal puis, elle
diminue progressivement au cours de I’enfance. Ensuite, la notion de programmation, qui fait
référence aux modifications de des organes qui se produisent pendant le développement du feetus et
au début de la vie et qui vont déterminer leurs structures et leurs fonctions. Il existe des fenétres de
temps pendant lesquelles les organes sont plus sensibles aux stimuli environnementaux. Un
environnement défavorable, au cours de ces périodes, peut programmer des modifications délétéres
pour un organe et augmenter le risque de développer des maladies a long terme. Enfin, les
modifications épigénétiques, qui correspondent aux modifications de la structure de I’ADN en
réponse a des stimuli environnementaux et qui régulent 1’expression des genes, jouent un role
essentiel dans les mécanismes de programmation de la fonctionnalité des organes.

198



Annexe 2 : Vascularisation (a), drainage lymphatique (b) et innervation (c) du sein
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TDN: nerf thoraco-dorsal
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Annexe 3 : Voies de synthese des macronutriments du lait (d’aprés Osorio, 2016)
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Synthése du lactose : Le glucose entre grace a des transporteurs du glucose GLUT (majoritairement
GLUT1) puis une partie est transformée en galactose grace aux enzymes UDP-glucose phosphorylase 2 (UGP2)
et phosphoglucomutase 1 (PGM1). Le glucose et le galactose sont transférés dans 1’appareil de Golgi grice au
transporteur SLC35Al1et SLC2A1. LA synthése de lactose y est alors réalisée grace a un complexe formé par
I’o-lactalbumine (LALBA) et la B-1,4-galctosyltransférase 1 (B4GALT1). Synthese des protéines: sous
I’action de la fixation de I’insuline a son récepteur (INSR) qui active par le biais du facteur de transcription cible
mécanistique de la rapamicyne (mTOR, mechanistic target of rapamicyn) I’entrée des acides aminés libres par
des transporteurs (principalement SLC7Ab) et la syntheése protéique au niveau des ribosome qui couvrent le
réticulum endoplasmique rugueux (RER). Le lactose et les protéines sont finalement sécrétés dans le lumen des
alvéoles par exocytose de veésicules de sécrétion. Synthése des triglycérides : Les lipides circulants sont
capturés sous forme de VLDL grace a I’action combinée du récepteur aux VLDL (VLDLR) et de la lipase
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lipoprotéique (LPL). Entrée des acides gras libres circulant ou provenant de I’hydrolyse des VLDL grace a des
transporteurs d’acides gras (SLC27A) et de la translocase des acides gras (CD36). D’autre part, une synthése de
novo des acides gras est réalisee a partir de précurseurs comme 1’acétate, le B-hydroxybutyrate (BHBA) et le
glucose grace a I’action de 1’acide gras synthase (FASN, fatty acid synthase) et de I’acétyl-CoA carboxylase o
(ACACA). Les acides gras sont ensuite activés (ajout d’'un CoA) par les acétyl-CoA synthétases (ACS). Les
acides gras sont ensuite pris en charge par les protéines de liaison des acides gras (FABP, fatty acid binding
protein, majoritairement FABP3) et sont transportée vers le réticulum endoplasmique lisse (REL). Une partie des
acides gras est alors désaturée surtout par I’action des A9 stéaryl-CoA désaturases (SCD, majoritairement
SCD?2). La synthése des triglycérides commence par ’ajout de groupes phosphates par la glycérol-3-phosphate
acyltransférase (GPAT) formant des acides lysophosphatidiques utilisés par la 1-acylglycérol-3-phosphate O-
acyltransférase (AGPAT) pour obtenir des acides phosphatiques. Ces derniers sont déphosphorylés par la
phosphatidate phosphatase (LPIN) pour obtenir des diglycérides. Ces diglycérides sont finalement transformés
en triglycérides par 1’action des diacylglycérol O-acyltrasférases (DGAT, principalement DGAT1). Ces
triglycérides, qui sont directement formés entre les deux couches de la membrane du REL, s’agrégent pour
former des gouttelettes lipidique grace a I’action de I’adipophiline (PLIN2). Ces gouttelettes migrent ensuite vers
la membrane apicale des lactocytes et sont excrétés par un mécanisme de bourgeonnement grace a 1’action
combinée de PLIN2, la xanthine déshydrogénase (XDH) et la butyrophiline (BTN1A1).

Annexe 4 : Stimulation in vitro de la secretion de rGH sur des cellules d’hypophyse de
rat par des isolats (20 pug/mL) [4]

Compound GH [ng/ml] % of Control
Control 7.06+0.2 100.00£3.30
rGHRF 300 nm®) 9.03£10 127.95+£14.01
rGHRF 500 nm 11.7+0.8 166.33£11.89
rGHRF 1000 nv 43.7 £2.0%%%¢) 618.78£28.52%*%
MeOH extract (1 mg/ml) 154 43.9%*%* 2183.94 +£55.35%%*
Flavonoid mixture 102+0.5 144.85+7.42
Saponin mixture 62.7 + 1.4 887.97 + 19687
Yuccagenin (4) 333+£03 47.124+4.65
Gitogenin (5) 26.1 £5.9%* 369.66+83.57%*
Sarsasapogenin 3-O-Gle (6) 8.06+1.9 114.17+£27.44
Fenugreck saponin I (1) 88.3 £ 1.6%** 1250.52+£22.03%%*
Diosgenin 3-O-Rha' —*Gle (7) 9.50+3.1 134.61£43.45
Fenugreck saponin II (2) 4.95+0.3 70.12+£4.35
Diosgenin 3-0-Glc! —*Gle (8) 3.04+0.3 43.09+4.79
Dioscin (9) 12543400 1770.05 £ 48627

Valeurs : moyennes * erreur standard (n=3) ; rGHRF : facteur de libération de I’hormone de croissance de rat ;
**pn<0,01;**p<0,01 (tests de comparaison multiple de Bonferonni)
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Annexe 5 : Pourquoi développer une nouvelle méthode de mesure de la production de
lait chez le rat

La méthode traditionnelle est la méthode de pesée avant et aprés la tétée, qui
consiste, aprés une période de séparation mere/petit (généralement de plusieurs heures), de
peser les petits, avant et apres la tétée. L’hypothese est que le gain de poids des petits pendant
la tétée est égal a la quantité de lait bue, comme 1’indique la forte corrélation positive entre les
deux variables [5,6]. Dans un mod¢le rat, la séparation préalable mére/raton permet, d’une
part, de mettre les petits a jeun de telle sorte que les quantités de lait bu soient maximales et,
d’autre part, de mesurer les pertes de poids dites « métaboliques » des petits (pertes d’eau par
unité de temps), afin de corriger le calcul de production de lait et d’obtenir des valeurs plus
fiables [6,7]. Cette méthode est encore largement utilisée du fait de sa facilité de mise en
place et de son faible colt, tant chez I’homme et les gros animaux (porc) [5,7] que chez les
rongeurs [6,8]. Cependant, elle souffre de plusieurs inconvénients et tout d’abord, d’une sous-
estimation des valeurs de production de lait de plus de 10%, du fait de la difficulté de prendre
en compte toutes les pertes de poids des petits pendant la tétée (salive, urine...) [9]. De plus,
les valeurs obtenues sont généralement tres variables car la sensibilité des balances est
insuffisante pour mesurer précisément les faibles augmentations de poids pendant la tétée,
surtout chez le petits animaux [5]. Pour limiter ces erreurs, il est possible d’augmenter le
temps de séparation mere raton (généralement de 4h) ou de réaliser plusieurs mesures avec
séparation pour déterminer la production de lait sur une journée complete [6,8]. Cependant, il
est connu qu’une séparation mere enfant de plus d’une heure représente un stress a la fois
pour la meére et pour I’enfant et est méme utilisé comme modéle de dépression chez la mere,
ce qui peut fortement impacter sa production de lait [10,11]. Ainsi, des ratons qui subissent
des stress de séparation répétés, ont une croissance diminuée jusqu’a 38% par rapport a de
ratons contréle, indiquant une consommation de lait bien inférieure aux conditions
physiologiques [6].

Dans de nombreux cas, la mesure de production de lait se fait par une traite ou un
tirage du lait, principalement chez la femme ou les grands animaux comme les ruminants. Le
tirage du lait se fait généralement a 1’aide d’un tire-lait, d’une trayeuse et parfois a la main
chez les ruminant [12-14]. Le volume de lait obtenu au cours d’une traite d’une durée
standardisée ou jusqu’a tarissement de la glande mammaire est mesurée et ce, généralement
plusieurs fois au cours de la journée [14,15]. Cette méthode est facile a mettre en place et est
relativement peu codteuse chez la femme et le ruminant. En revanche, elle est plus difficile a
mettre en place chez le rongeur, d’abord du fait de 1’absence d’appareil de traite efficace sur
le marché et de la difficulté des traire de maniere standardisée les rates a la main. En effet, le
rat possede 12 mamelles contenant différentes quantités de lait, ce qui rend plus difficile
I’observation du tarissement de la glande [16]. De plus, les quantites recueillies sont faibles et
les pertes de lait fréquentes. Finalement, la traite des rongeurs nécessite généralement une
anesthésie a I’isoflurane et une injection d’ocytocine [17] rendant le traitement plus lourd que
chez la femme ou le ruminant et ne peut pas refléter le volume de lait sécrété de maniere
physiologique.

Enfin, des méthodes de mesure de production de lait, par enrichissement isotopique a
I’eau marquée, ont été développées. Leur principe consiste & injecter chez les meres soit de
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’eau marquée par un isotope de I’hydrogéne (tritium ou deutérium) et/ou de 1’oxygéne (*20).
Ce traceur diffuse dans ’ensemble de I’eau corporelle de ces meres et en particulier dans le
lait. Ensuite, lorsque les petits tetent, ils ingérent ce traceur qui diffuse a son tour dans leur
eau corporelle. L’¢étude cinétique de I’enrichissement en traceur, chez les meéres et chez les
petits, permet de déterminer le flux d’eau passé des méres aux petits. Ce flux est égal au flux
de lait entre les meres et leur petits en considérant le lait comme unique source d’eau pour les
petits (on néglige les apports d’eau métabolique) et en corrigeant par la quantité d’eau
contenue dans le lait [18,19]. L’enrichissement naturel de 1’eau tritiée (*H20) est trés faible
car il existe 1 atome de 3H pour 10 atomes d’hydrogéne. De plus, elle est détectée a trés
faible concentration par scintigraphie du fait de 1’émission de rayonnement B par le *H. Ainsi,
I’injection de trés faible quantité de *H,O permet d’obtenir des résultats de production de lait
tres fiables et dans des conditions physiologiques, notamment chez les petits animaux [18].
Cependant, le tritium est un isotope radioactif, son utilisation est lourde chez 1’animal,
requiert un matériel spécifique et une habilitation au sein du laboratoire et est interdite chez
I’homme [20]. A I’inverse, le deutérium est un isotope stable de 1’eau, présent en plus grande
quantité que le tritium, I’eau deutérée (°H20 ou D,0) ayant un enrichissement naturel de 150
ppm [19]. Son absence de toxicité permet son utilisation chez I’animal et la femme, chez qui
elle donne des résultats de production de lait fiables et précis [9,19]. En revanche, du fait de
sa concentration basale relativement élevée, il est nécessaire d’injecter des quantités de D20
relativement importante pour obtenir des courbes d’enrichissement fiables. C’est pourquoi, le
D20 a trés peu été utilisée chez les petits animaux mettant en évidence 1’intérét de développer
une méthode d’enrichissement isotopique 1’utilisant chez le rongeur.

Annexe 6 : Article de Master 2 : Utilisation de la méthode de renouvellement de I'eau
pour mesurer le flux de lait maternel dans un modele de rat : Application a des meres
recevant un régime faible en protéines pendant la gestation et la lactation.
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Abstract

Assessment of milk production is of utmost relevance for pediatricians and scientists inter-
ested in early life nutrition. The weight-suckle-weight (WSW) method, which consists of
weighing babies before and after they suckle their mother, uses the difference in body
weight as an estimate of milk intake. However, this is prone to many sources of error. In the
current study, we used for the first time the water turnover method and compartmental anal-
ysis with deuterated water (D,O) as a non-toxic tracer to quantify in vivo milk production in a
rat model. We assessed the effect of a nutritional intervention presumed to affect milk pro-
duction, a maternal dietary protein restriction during gestation and lactation, which results in
the birth of pups with intrauterine growth restriction. The specific aim of this study was to
determine milk production with the body water turnover method in rat dams receiving during
gestation and lactation, either a control diet (NP) or an iso-caloric low-protein diet (LP). In
NP dams, mass of dam’s total body water, output flow constant from dam to litter (K21) and
median milk flow, calculated between days 11 to 14 after pup birth, were 282.1 g, 0.0122 h™
and 3.30 g/h for NP dams, respectively. Maternal dietary protein restriction (-59%) during
perinatal period led to a 34% reduction in milk flow (NP versus LP). With the WSW method,
milk flow varied from 1.96 g/h to 2.37 g/h between days 11 to 14 for NP dams. The main
advantage of the D,0 method compared to the WSW method stems from its higher preci-
sion, as attested by the narrowest range of measured values of milk flow ([2.90; 3.75] and
[0.98; 6.85] g/h, respectively) for NP group. This method could be suitable for testing the
effectiveness of candidate galactologue molecules presumed to enhance milk production in
the lactating rat model.
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Abbreviations: D, Deuterium; D,0, Deuterium
Oxide; GD, Gestational Day; LP, Low Protein; NP,
Normo Protein; PND, Post Natal Day; RMG,
Relative Mass Gain; TBW, Total Body Water (of
dam (TBWAd) and of litter (TBWI)); WSW, Weight-
Suckle-Weight.

Introduction

The World Health Organization recommends exclusive breastfeeding during the first six
months of life because breastfeeding has been shown to be associated with health benefits not
only for the infant but for the mother as well [1]. Even though the rate of initiation of breast-
feeding is as high as 60% in most high-income countries like in France, exclusive breastfeeding
rate plummets long before 6 months of age [2]. The main reasons of the early cessation of
breastfeeding are (i) the early return of mothers to work but (ii) perceived insufficient lactation
was the reason stated by 62% of mothers who stopped breastfeeding [3-5]. It therefore would
be of utmost interest to find innovative ways to enhance lactation in these mothers. For this
purpose, candidate molecules have to be found and tested, as a first step, in animal models.
Rodent models are indispensable for the detailed study of the long-term impact of mother’s
milk on the development and health of offspring until adulthood. It is thus crucial to be able to
precisely quantitate the production of maternal milk in rodents, and its modulation by mater-
nal supplementation with candidate molecules.

Traditionally, the method used to estimate the volume of milk ingested by infants is the
weight-suckle-weight (WSW) method which consists of weighing babies before and after they
suckle their mother, and to use the difference in babies’ weight as an estimate of milk intake.
This method has the advantage of being non-invasive, inexpensive, quick, and easy to apply in
humans [6] as well as in animals models [7]. Nonetheless, the WSW method lacks precision
and accuracy because of the small size of weight changes measured, particularly in rodent
models. Moreover, the method requires weighing after each nursing period, and does not take
into account the metabolic weight loss of newborns during the suckling period due to water
loss into urine, feces and sweat [6, 8]. Deuterated water (D,0O), a common non-toxic tracer,
has been successfully used in women [9, 10] and sows [11] to measure in vivo milk production.
This method that requires the administration of a dose of labeled water to calculate maternal
body water, has been shown to be precise and accurate in large animals such as pigs [11]. In
the current study, we used for the first time the water turnover method and compartmental
analysis to quantify milk production in a rodent model which is relevant for its short genera-
tion time. Such method will be useful to study nutrients or bioactive molecules likely to modu-
late breastmilk production.

To further assess the adequacy of the approach, we studied a nutritional intervention pre-
sumed to affect milk production. We used maternal dietary protein restriction during gesta-
tion and lactation, which results in the birth of pups with intrauterine growth restriction [12,
13]. Moreover, low maternal protein intake maintained throughout lactation induces extra-
uterine growth restriction [13], which may result from either (a) physiologic modifications
related to the low birth weight per se [12, 13], (b) changes in milk composition, as shown in
our earlier study [14], or (c) a reduction in milk yield, as suggested by BAUTISTA et al. [15]
who used the WSW method in a rodent model.

The specific aims of this study were (i) to determine milk production in rat dams by study-
ing body water turnover; and (ii) to apply this method to measure milk production in dams
receiving during gestation and lactation, either a control diet or an isocaloric, low-protein diet.

Materials and methods
Animal experiments, housing and diets

Animal experiments were performed in accordance with current European regulations regard-
ing the protection of animals used for experimentation, and after approval of the experimental
protocol (project 2015112514233593-APAFIS 3127) by the regional ethics committee (CEEA,
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Comité d’éthique en expérimentation animale—Pays de la Loire, France). Sprague-Dawley
female rats purchased from JANVIER LABS (Le Genest-Saint-Isle, France) were placed from
the first day of gestation (GD 1) in cages with wood chips in a room maintained between 19
and 22°C, between 35 and 50% of relative humidity, and under a twelve hours day/night cycle
(light from 6:00 a.m. to 6:00 p.m.). Animals had access to food and water ad libitum and were
randomly assigned from GD 1 to two different diets throughout gestation and lactation: a con-
trol diet (normal protein diet, NP) with 20 g protein per 100 g of food or an isocaloric low-pro-
tein diet (LP) with 8 g protein per 100 g of food. Both NP and LP diets, as previously used [12,
13], were purchased from ABDIET (Woerden, The Netherlands) (see reference [16] for
detailed energy and nutrient composition of both experimental diets) and contained 9-22%
casein, 55.15-68.17% dextrose, and 4.30-4.30% soya oil, with a total of 327.27-367.40 Kcal/
100g, respectively.

Delivery day at day 21 of gestation was considered postnatal day 0 (PND 0) of lactation. As
the time of delivery varied between dams, adjustment of litter size was performed at PND 1.
Litter size was adjusted to 8 pups per dam with four males and four females to account for gen-
der effects. Mothers’ mass, food consumption, and litters’ mass were measured daily using a
scale (precision of 10 mg) from PND 1 to PND 18.

Two experiments were performed: experiment 1 was carried out with the deuterated water
method to assess milk production with the 2 different diets (NP, n = 4; LP, n = 5). Experiment
2 was carried out to assess milk production in control NP dams (n = 5) vs. LP dams (n = 6)
with the conventional WSW method.

Experiment 1—Water turnover method

Deuterium oxide injection and body fluid sampling. We first determined in preliminary
experiments, the time required for complete isotope equilibrium throughout maternal body
water following intravenous administration of deuterium labeled water. This allowed us to
select the time at which blood could be sampled to determine the tracer dilution and accurately
calculate maternal total body water. Accurate determination of this value is essential to allow
for a precise calculation of milk flow from mother to litters. In this preliminary experiment, we
also compare three ways of administering deuterium (intravenous, intraperitoneal or subcuta-
neous) and we retained the intravenous route for the rapidity of D,O dilution.

To calculate the lactation flow we carried out a whole body water turnover study in mothers
and pups by following deuterium enrichment time curves in plasma and urine sampled from
mothers and pups, respectively. At day 7 of lactation (PND 7), baseline plasma and urine sam-
ple was collected from dams and pups, respectively, prior to intravenous administration of
D,0, to determine baseline body D,0O abundance. At PND 11, when lactation is well estab-
lished, mothers received a 5 g.kg™ (5.00+0.08 g.kg™') intravenous injection of deuterated water
(99.9 mole % D,-enrichment) purchased from SIGMA-ALDRICH (Saint Louis, USA). After
dams received isoflurane anesthesia (4% isoflurane in room air for 5 minutes), injections were
carried out using 2mL syringes with 0.5X16 mm needles. Syringes of D,O were weighed before
and after injection with a precision scale of 0.1 mg.

Three-hundred pL of blood were collected from mothers at 3 h, 24 h, 48 h and 72 h after
D,0 injection, and 200 pL of a pool of urine was collected from pups at 24 h, 48 h, 72 h and 96
h after D,O injection. Dams’ blood samples were obtained by tail snip after 5 min-isoflurane
anesthesia, collected in vacuum tube containing ethylenediamine tetraacetate, and centrifuged
at 1050 g and 4°C for 10 min. One hundred and fifty pL of plasma were collected in Eppendorf
tubes and stored at -20°C until analysis. Before urine sampling, pups were separated for 30
min from their mothers in order to avoid urination due to maternal stimulation of pups’
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bladders. Pups’ lower bellies were stimulated with iced cotton bud and urine was collected and
pooled for each litter in Eppendorf tubes by using a Pasteur pipette and stored at -20°C until
analysis. The D,0 enrichment of both dams’ plasma and pups’ urine samples was measured
using a Fourier Transform infrared spectrophotometer (FTIR spectrophotometer) Vector 33
from Bruker (Rheinstetten, Germany) [17].

Calculation of milk flow. In practice, D,O concentration of all mothers’ plasma and
pups’ urine samples was determined by FTIR spectrophotometer and then basal D,0O concen-
tration was deducted.

Plasma and urine D,0 concentration data were subjected to compartmental analysis to
calculate milk flow between the dam and its litter. We used single-compartment models to
describe the dynamic aspects of water metabolism both in mother and its litter related by milk
flow which led to a bicompartmental model (Fig 1). The SAAM II program was used to fit the
model to the observed tracer data by a weighed-least-squares approach to find the best fit as
previously described [18] and to determine the parameters of the model. Implicit in the use of
this model is the assumption that each animal remains in steady state with respect to its total
body water turnover during the time course of the study. This condition is justified for the
total body water of mother compartment as showed by constant body weight (results not
shown). We assumed near-steady state for pups’ body water pool as well.

The first and second compartments correspond to the turnover of total body water of
mother and litter respectively, resulting from both intestinal absorption and metabolic pro-
cesses. Fig 1 presents the different absolute production rates of the model: R10 and R20 are the
inputs into body of dam and pups, respectively, arising from water drinking and non-dietary
water (metabolic water production, respiratory and cutaneous influx of atmospheric water);
RO1 and RO2 are the outputs of water by transpiration, urine, feces, from dam and pups,
respectively; R21 is the flow from dam to its litter. R10 is the sum of RO1 plus R21 at steady-
state. The model has three unknown parameters: (i) K01 and K02 are the output flow constants
from dam and litter, respectively; (ii) K21 is the output flow constant from dam to litter.

Mass of Dam’s Total Body Water was calculated by dividing the amount of deuterium
oxide injected by the D,O value extrapolated from D,O concentration curve to the intercept

R10 R20

Dam R21 Pups
compartment compartment
(1) 1 2)
TBWd TBWI
RO1 RO2

Fig 1. Bi-compartmental model. TBWd, TBWI: Total body water (expressed in g) of dam and litter,
respectively; K01 and K02 (expressed in h™") are the output flow constants from dam and litter, respectively;
K21 is the output flow constant (expressed in h™') from dam to litter; R10 and R20: Input water flow (expressed
in g.h™") into dam and pups, respectively; RO1 and R02: Output water flow (expressed in g.h™") from dam and
pups, respectively; R21: Water flow from dam to pups (milk) (expressed in g.h™").

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.9001
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with y axis at time 0. Dam’s Total Body Water (TBWd) expressed in % was calculated by divid-
ing this mass of Body Water by dam’s mass. Flow constants K21, K01 and K02 of the model
are calculable directly from the plasma and urine D,O enrichment-time curve. The flow from
mother to pups R21 (g/h) was calculated as the product of K21 (h!) and the mass of Dam’s
Total Body Water (g).

In this model, milk flow was associated to milk production by the dam as well as milk con-
sumption by the litter. Furthermore, values obtained by this method were mean production
values throughout the sampling period (PND 11- PND 14).

Experiment 2—WSW method

Pups were weighed a first time after 1h separation from their mother (P1). Then, they were
returned to the mother for 1h suckling, after which they were weighed a second time (P2).
Mean of milk pups’ consumption was estimated by the mean difference in weight P2-P1 (dP)
for each pup, and was divided by suckling time (dP/t). Dam’s milk production was determined
by multiplying the mean milk consumption by the number of pups per litter (8). With this
method, results were recorded each day from PND 11 to PND 14.

Statistics

Non-parametric test was used for kinetic parameters obtained from water turnover study and
growth parameters. Mann-Whitney tests (GraphPad Prism, version 6.0) were used to analyze
differences between the 2 regimens (NP, LP) for birth weight, pups’ daily mass gain between
PND 1 and PND 18, dam’s food intake from PND8 to PND16, dams’ TBW, and milk produc-
tion. Data obtained using kinetic study and growth are expressed in median and upper and
lower quartiles due to small sample sizes. Regarding the WSW method, due to larger sample
sizes, we assumed Gaussian distribution, and used unpaired Student tests with Welch’s correc-
tion (we did not assume equal standard-deviations) to compare milk production between the
2 regimens (software GraphPad Prism, version 6.0). Mean values and standard deviations are
therefore reported. Statistical significance was set to a confidence level of p < 0.05.

Results
Pup growth (Experiment 1)

Growth was followed in experiment 1 on 4 and 5 litters in the NP and LP groups, respectively.
At PND1, median dam mass was 337.7 g in NP group and 308.3 g in LP group. Dam’s mass
variation between PND 1 and PND 18 was lower than 10% in the two groups. Between

PND8 and PND16, average food intake was 0.14 + 0.02 g/g body weight/d for NP dam and
0.13 + 0.02 g/g body weight/d for LP dam without any significant difference (p = 0.063). Tak-
ing into account the composition of both diets [16], maternal protein intake was 59% lower in
LP group than in NP group while energy intakes were similar, arguing more in favor of a defi-
ciency in protein rather than in energy intake in this model.

Pup body weight at PND 1 was not different between groups (7.59 g and 7.33 g, in NP and
LP respectively). Relative mass gain (RMG) was calculated from PND 1 to PND 18 (Fig 2). To
calculate pups’ RMG, birth weight was subtracted from daily weight and the obtained value
was divided by birth weight. RMG showed a trend to be lower in LP compared to NP (p<0.08)
at PND 10 and 12. At the end of the period (PND 18), no significant difference was shown
between NP and LP RMG (3.54 and 3.13, respectively).
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Fig 2. Relative mass gain (median * range) of pups from PND 1 to PND 18 in the NP and LP groups.
NP, n=4; LP, n=5. The arrow represents the day of deuterium oxide injection. Differences between
nutritional groups were analyzed at each day using a Mann-Whitney test: * P-value<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.9002

Milk production measurement with the deuterium oxide method
(Experiment 1)

Maternal total body water (TBWd). A representative D,0O concentration kinetic curve
in mother’s plasma is shown in S1 Fig. Mass of Dam Total Body Water was calculated as
explained in the Methods section by dividing the amount of deuterium oxide injected by D,O
concentration at time zero obtained from extrapolating curve and data are shown in Fig 3.
Mass of total body water was significantly higher in NP dams (282.1 g) than in LP dams (236.4
g) (p = 0.032) on the PND 11 to PND 14 lactation period. We found median Dam Total Body
Water (TBWd) values of 76.9% [72.8%-77.9%] of body weight for NP group and 72.9%
[71.9%-76.4%] for LP group with no significant difference between groups. The median value
of dams TBW(d for both groups was 76.1%.

Milk flow. D,O concentration kinetic curves in mother’s plasma and pups’ urine are
shown in Fig 4. Model fitted lines and experimental points showed close agreement. Output
flow constant from dam to its litter (K21) was 0.0122 h™* for NP dams (Table 1). K21 had a
strong trend to be higher in NP than LP group (p = 0.06). Median variation coefficient was
maximum 5.1% on the PND 11 to PND 14 lactation period (Table 1).

Milk flow between the dam and its litter was obtained by multiplying values of K21 by
TBWd. Values obtained were median values between PND 11 to PND 14 period and were
expressed in g/h. Milk flow was 3.30 g/h [2.90; 3.75] for NP dams and 2.18 g/h [1.73; 2.55] for
LP dams (Table 1). Milk flow was significantly higher in NP than LP (p = 0.016) dams. Mater-
nal dietary protein restriction during perinatal period led to a 34% reduction in milk flow (NP
versus LP).

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550 July 17,2017 6/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.g002
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550

o ®
@ : PLOS | ONE Mother’s milk flow measurement in a rat model

90-

85-

75- o

TBW (%)
3

704

65 T .
& Diet ~
Fig 3. Distribution of maternal total body water in the NP and LP groups. NP, n=4; LP, n =5. Median
differences between groups were been analyzed by a Mann-Whitney test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.9003

E,? I I I I I I I | I l I | I I l I | ]
6000 -, o tm -
N "»._x -7 .

Y = Eb
| N 4
- o, A
4000 - AN -
_ " ]
N \ﬁ\.ﬂ _
L B H:‘*-l_ & ~ - -
2000 - "*-w.__________""- -~ ]
- # Mﬂ"‘ﬁ.h_\_\_ o= - . -
- -h_\-\____—__\_\_h_hh_—-_ —

|:], | 1 1 | 1 I 1 1 | 1 I 1 | 1 1 I 1 |
i 2 100 150
t

Fig 4. Time course of isotopic enrichment in mother plasma and litter urine after injection of
deuterated water to a representative mother (group NP). Points represent data values. Lines represent
curves fitted using the model of Fig 1.
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Table 1. Output flow constant (K21) obtained after fitting with SAAM Il software and milk flow per dam
in the NP and LP groups in the period ranging from PND 11 to PND 14. Difference between groups was
analyzed with a Mann-Whitney test: * P-value < 0.05.

Group NP LP
n (dams) 4 5
Output flow constant (K21) Median K21 (h™) 0.01223 0.00980
Median standard deviation 0.00036 0.00047
Median variation coefficient 3.0% 5.1%
Milk flow Median milk flow (g/h) 3.30 2.18*
Min, Max (2.90; 3.75) (1.73; 2.55)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.t001

Milk production measurement with the WSW method (Experiment 2)

The WSW method was applied in experiment 2 with NP and LP dams (n = 5 and n = 6, respec-
tively). Results were obtained for each day in g/h from PND 11 through PND 14 (Table 2).
Milk flow varied from 1.96+1.71 g/h at PND 12 to 2.37£1.82 g/h at PND 14 for NP dams, ver-
sus 1.41+2.61 g/h at PND 11 to 1.28+0.66 g/h at PND 14 for LP dams. Mean milk production
was found to be significantly lower only on PND 14 (P<0.001). We observed that variations
seemed to be larger in NP group than in LP group, as attested by the ranges on measured val-
ues of milk flow between PND 12 and PND 14 ([0.98; 6.85] g/h for NP group and [0.63; 3.95]
g/h for LP group, respectively). No significant difference was observed at PND 12 and PND 13
between milk flow with the D,O method and with the WSW method for NP and LP dams
except at PND 12 for NP dams (p = 0.014).

Discussion

To the best of our knowledge, the current study is first to report on the use of deuterium oxide
and compartment modeling to assess rates of milk production in rats, and to explore the effect
of manipulating maternal diet on milk production in lactating dams using such method. Our
results suggest that this method is usable in rodents to determine milk production and its
modulation by nutrients. By using this method, we showed that a reduction in maternal pro-
tein intake (-59%) during both gestation and lactation period decreases milk flow (-34%).

Our bi-compartmental model is based on the hypothesis that at least the dam’s compart-
ment is at steady state. This is probably true because the experiment was performed at a time
when dams had a stable body weight and lactation was well established so that the variation in
TBWd should be minimal. This is less likely to apply for pups since they are growing between

Table 2. Milk production obtained by the weight-suckle-weight method from PND 11 to PND 14 in NP
and LP groups.

Group NP LP
n (pups) 40 48
Milk production per dam (g/h) PND 11 nd 1.41+2.61
PND 12 1.96+1.71 1.54+1.19
PND 13 2.50+3.25 1.87+1.10
PND 14 2.37+1.82 1.28+0.66*

Data are means + SD. Differences between groups were analyzed with Student test.
*P-value<0.001 vs NP.
nd: not determined

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550.t002
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PND 11 and PND 14. As the calculations for the determination of milk flow only use parame-
ters from mother compartment, data were analyzed using a steady state model. We believe that
this model is consistent as i) the model fits properly the D,O enrichment data; ii) coefficients
of variation are below 5% for most calculated parameter values; and iii) values obtained for
TBWd and of milk flow are in accordance with data already published (see below).

As the deuterium oxide method and the WSW method could not feasibly be applied in the
very same individual dams in order to limit animal stress, we applied the whole body water
turnover approach in separate, comparable groups of lactating dams submitted to the same
dietary manipulation. With the deuterated water method, we found median milk production
values of 3.30 g/h, and 2.18 g/h for NP and LP dams, respectively, on the period ranging from
PND 11 to PND 14. Our results obtained using D,0 method are not significantly different
from those we found using the WSW method, particularly at PND 13 for both NP and LP
groups (2.50 g/h and 1.87 g/h, respectively), but with an average overestimation of 24%. Simi-
lar findings were obtained in a pig model by THEIL et al. [7], who reported an average under-
estimation of 12.7% of milk production (max 21.3% on day 11 of lactation) with the WSW
method compared to the D,0 method. In the current study, the D,0O method was, however,
more precise than the WSW method, as attested by the lowest range of measured values of
milk flow ([2.90; 3.75] and [0.98; 6.85] g/h, respectively) for NP group. This is partly due to the
high precision of the FTIR spectrophotometer producing only a ~ 1% error in the determina-
tion of deuterium oxide enrichment. The high variation coefficient obtained with the WSW
method may be accounted for by the unmeasured, inevitable weight loss as urine, feces and
sweat occurring during suckling period [8] but, the most likely explanation is the minuscule
body weight changes to be measured in pups over a single hour of suckling time as suggested
earlier [6].

We found median TBWd of 76.9% and 72.9% for NP and LP dams, respectively, without
any significant difference between groups. Our results suggest that perinatal diet did not affect
the dam’s total body water. The ‘gold standard’ method to measure TBW is desiccation. FOY
and SCHEINDEN [19] found an average of 65.0% of body water in albinos rats using this
method, a value 15% below our measured values. Our overestimation of TBWd could be
explained by: (i) the short duration of the kinetic study (additional sampling after 96 hours
could be useful to obtain more accurate values, but we wanted to minimize sampling time for
ethical reasons); (ii) the exchange of deuterium with labile hydrogen of protein and other body
components [20] in the isotope dilution method; (iii) the fact that our dams were lactating
which is associated with a 5% increase in TBW [21]. This overestimation of TBWd unavoid-
ably leads to a slight overestimation of milk production, compared with the WSW method.

In their study, BAUTISTA et al. [15] used the WSW technique to calculate milk intake of
pups born from control dams or dams fed a protein restricted diet; they deduced milk produc-
tion by multiplying the individual pup’s milk intake (in g/h) by the number of pups per litter.
The authors estimated the milk production between 3.24 g/h and 3.78 g/h for NP dams and
between 1.84 g/h and 2.14 g/h for LP dams at PND 14 for large litters (12 to 14, according to
the authors). These values are closer to those found using the D,O method (NP = 3.30 g/h
and LP = 2.18 g/h) and higher than those obtained with WSW method (NP = 2.37 g/h and
LP = 1.28 g/h at PND 14) in our study. Several factors may account for the underestimation of
milk production with the WSW method in our study. First the separation time of the pups
from the dams was 4h in BAUTISTA et al. [15] study versus 1h in the present study. A longer
starvation likely leads to a higher milk intake by the pups when they are allowed to suckle, but
may also exacerbate offspring’s stress. On the other hand, the larger the litter, the higher the
milk production [22]. The lower milk production of our dams determined using the WSW
method could be explained by the smaller litter size (8 versus 12 to 14 in BAUTISTA et al. [15]

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550 July 17,2017 9/13


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0180550

@° PLOS | ONE

Mother’s milk flow measurement in a rat model

study). Altogether, these findings are consistent with the view that D,O method can yield reli-
able measurement of milk production in a rodent model. Contrary to the WSW method that
can provide a daily milk production value, the D,O method only yields an average milk flow
value over several days of lactation, which may be more representative of the overall period of
lactation, and allow to smooth putative day-to-day fluctuations over the course of lactation.

The deuterium oxide method only requires small blood sample volumes for D,0 measure-
ments, and does not require long separation of pups from their mother (30 min vs. 60 min in
the WSW method in our study, or vs. 4h in BAUTISTA al. [15], respectively) which is stressful
and stress could, in turn, introduce bias. Although we are aware that in the D,0 method,
blood sampling from the dams after isoflurane anesthesia at PND7 and between PND11 and
PND14 can induce stress, the degree of stress likely was mild since it had no apparent impact
on pup growth. Moreover, isoflurane exposure was shown to have the least effect, compared to
short-term exposure to other anesthetic agents such as diethyl ether or CO,, on plasma corti-
sone, glucose and insulin levels in male rats weighing 180-210 g, suggesting a low impact of
isoflurane on metabolic status in male adult rats [23]. Regarding dam’s food intake, we
observed a substantial daily decrease (max 37%) in food intake after D,O injection to the
dams, only in a few LP dams (3 out of 5), not in NP dams. This decrease was always reversible
and did not last more than 1 or 2 days maximum. This suggests that the reduction in food
intake was likely due to dietary protein per se in LP dams rather than to the D,0 method.

Due to its higher precision compared with the WSW method, the D,O method may also be
more appropriate to study the effect of dietary or pharmacological manipulation of lactating
dam on its milk production. Indeed, with the D,O method, milk production was 34% lower in
LP dams, compared with control dams (P = 0.016) whereas the difference failed to reach statis-
tical significance with the WSW method, except at PND 14 (P = 0.0008) during the peak of lac-
tation. The current results obtained with the D,O method confirm that perinatal protein
restriction results in a decrease in milk yield as suggested by BAUTISTA et al. [15]. Indeed
MORETTO et al. [24] have previously shown a decrease in the development of mammary
gland and prolactin secretion, both involved in milk synthesis [25], in Wistar dams in response
to low protein (6%) diet of dams provided through pregnancy and lactation. We have also to
consider that the mass of total body water was lower in LP dams compared to NP dams, sug-
gesting that the pool of water available for milk production is lower in LP dam.

The high precision of our D,O method compared to the WSW method resulted from (i) a
high precision in the quantity of D,0 injected in intravenous route, by weighing the syringe
containing D,0 solution before and after injection with a precision of 0.1 mg; (ii) sufficient rise
in dams’ plasma D,0O enrichment with an injection of 5 g.kg™ of deuterium water compared
to the natural abundance of D,0 at 155 ppm under baseline condition [26]; (iii) a higher flexi-
bility in biological sampling in offspring as non-invasive urine sampling could be performed
on separated pups and then pooled only if necessary; and (iv) loss of water by pups by urine,
feces, and evaporation during suckling could be a non-negligible source of error in the WSW
method and not in the D,O method. With the WSW method, the whole litter, rather than sep-
arate pups were weighed for a better quality of mass measurement.

Conclusion

We found that in lactating rodents, the D,O dilution method yields milk flow values close to
those found using the traditional WSW method, and seems to be more precise. The main
advantage of the D,0 method compared to the WSW method stems from its higher precision,
as attested by the narrowest range of measured values. This results in smoothing the day-to-
day fluctuation in milk flow determined over the course of lactation, and allows for the use of a
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smaller number of dams to detect changes in milk flow. This method could be suitable for the
detection of relatively small changes in milk production due to physiological alterations in the
lactating mother, and for testing the effectiveness of candidate galactologue molecules pre-
sumed to enhance milk production in the lactating rat model.
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La production de lait maternel peut-elle étre modulée par une supplémentation nutritionnelle en

L]

UNIVERSITE DE NANTES

fenugrec ou en arginine ? Etude expérimentale chez la rate allaitante.
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Résumeé : Du fait de ses bénéfices pour la santé
de la mére et de l'enfant, lallaitement maternel
exclusif est recommandé par I'Organisation Mondiale
de la Santé jusqu’a I'dge de 6 mois. Cependant, la
prévalence mondiale de [lallaitement reste
relativement faible, notamment du fait d’arréts
précoces causés par la perception des meres de
produire du lait en quantité insuffisante pour
permettre une croissance optimale de leur bébé.
Méme si les déterminants de la production de lait
maternel sont multiples, la prise de suppléments
nutritionnels aux propriétés galactagogues, qui
stimulent la lactation, pourrait aider les femmes
ayant des difficultés a allaiter. Des extraits de
plantes, comme le fenugrec, sont utilisés depuis des
millénaires pour favoriser la production de lait tandis
que des acides aminés, comme ['arginine, ont été
utilisés chez les animaux de rente pour augmenter
les performances de lactation.

Fenugrec, Arginine, Rat, Eau deutérée

Cependant, les preuves scientifiques de leur
capacité galactagogue restent peu nombreuses et
les mécanismes sont mal compris. Nous avons
démontré, dans un modéle de rates allaitant des
portées de grande taille, que le fenugrec et la L-
arginine avaient la capacité de favoriser la
croissance de la descendance par une
augmentation de la production de lait et une
modulation de sa composition. De plus, nous avons
vérifié I'absence d’effets métaboliques déléteres
chez les meres et la descendance. Une étude de
’'expression de génes de la glandes mammaires et
de I'hypophyse a permis d’avancer des pistes

mécanistiques afin de jeter les bases
physiologiques qui permettent d’envisager des
essais clinigues futurs chez les femmes

confrontées a des difficultés de lactation.

Can milk production be modulated by nutritional supplementation of fenugreek or arginine?

Experimental study in the lactating rat.

Keywords: Breastfeeding, Galactagogue, Fenugreek, Arginine, Rat, Deuterated water

Abstract: Because of its benefits for the health of
mother and child, exclusive breastfeeding is
recommended by the World Health Organization up
to the age of 6 months. However, the global
prevalence of breastfeeding remains relatively low,
partly due to early cessation of breastfeeding caused
by mothers’ perception to produce insufficient milk for
optimal growth of their babies. Even if there are
many determinants of milk production, the intake of
nutritional supplements with galactagogue
properties, which stimulate lactation, could help
women who experience breastfeeding difficulties.
Plant extracts, such as fenugreek, have been used
for millennia to promote milk production, while amino
acids, such as arginine, have been used in livestock
to increase lactation performance.

However, scientific evidence of their galactagogue
capacities remains limited and the mechanisms
behind this effect are poorly understood. In a model
of rats nursing large litters, we demonstrated that
fenugreek and L-arginine had the ability to promote
offspring growth by increasing milk production and
modulating its composition. In addition, we verified
the absence of deleterious metabolic effects in
dams and offspring. A study of gene expression in
the mammary and pituitary glands has allowed us to
advance mechanistic paths to lay the physiological
foundations for future clinical trials in women with
lactation difficulties.
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