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La Métabolomique
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tracabilité et des effets
meétaboliques des produits
laitiers : ou en est-on ?
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Les produits laitiers tiennent une place importante dans I'alimentation humaine ' car ils
contribuent aux apports en nombreux nutriments (protéines, calcium, vitamines, etc.). Les
études épidémiologiques et d’interventions nutritionnelles menées a ce jour ont permis de
montrer dans de nombreux cas, en particulier a partir de méta-analyses récentes, une rela-
tion inverse entre la consommation de produits laitiers et la prévalence du syndrome méta-
bolique et des pathologies associées comme le diabéte de type 2. Cependant, la majorité des
études ont évalué la consommation de produits laitiers a partir d’enquétes alimentaires, mais
des études récentes ont montré que I'outil métabolomique pouvait étre une approche alter-
native. Cette approche qui commence a se développer pour la recherche de biomarqueurs
de consommation est aussi en développement pour évaluer la qualité des produits laitiers

mais également leurs effets métaboliques.

_____________________________________________________________|
La métabolomique et ses
applications pour l'étude des
produits laitiers

La métabolomique est définie comme « la
mesure quantitative de la réponse mul-
tiparamétrique liée au temps d’un sys-
téme multicellulaire a des stimuli physio-
pathologiques ? ». Pour une introduction
sur la métabolomique et les principales
approches, le lecteur pourra se reporter
a la revue publiée dans le numéro 114
de Cholé-Doc en 2009 3. Les techniques
utilisées sont la résonance magnétique
nucléaire (RMN), la chromatographie en
phase gazeuse couplée a la spectromé-
trie de masse (GC-MS) et la chromatogra-
phie liquide couplée a la spectrométrie
de masse (LC-MS). Depuis cette date, la
métabolomique appliquée a la nutrition
et aux sciences des aliments a beaucoup
progressé, de par I'amélioration des outils,
de la robustesse des méthodes dévelop-
pées, des techniques de bioinformatique,
statistiques et de modélisation. De plus,
des avancées ont été réalisées pour I'iden-
tification des métabolites, étape qui mal-
gré tout reste cruciale pour l'interpréta-

tion biologique des données. Elle permet
d’étudier les effets des nutriments dans
leurs matrices et ainsi de passer a une
approche qui n’est plus réductionniste.
Nous assistons également a l'intégration
des différentes données en « omiques »,
ce qui permet pour certaines études d’ob-
tenir une vue plus globale des modifica-
tions métaboliques observées. Ces progres
sont discutés dans un ouvrage publié fin
2015“. Nous avons assisté ces 5-8 der-
nieres années a la création de nombreuses
plateformes financées par des fonds privés,
des fonds publics ou bien issues d’initia-
tives entre public et privé, comme c’est le
cas aux Pays-Bas par exemple. L'activité de
ces plateformes est multiple et concerne
la pharmacologie, le domaine végétal, la
nutrition et la santé.

Il ne s'agit pas ici de faire une revue
exhaustive de la littérature mais de mon-
trer quelques applications de la métabolo-
mique dans le domaine concerné et de dis-
cuter les orientations les plus pertinentes
pour améliorer les connaissances sur les
produits laitiers, leur devenir et leurs effets
métaboliques.
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Qualité et tracabilité des produits
laitiers

Parmi les techniques développées en méta-
bolomique, la RMN (méthode HRMAS) qui
permet I'analyse d’échantillons sans extrac-
tion préalable et la GC-MS sont actuelle-
ment les plus utilisées pour I'étude de la
tracabilité des produits laitiers.

Par exemple, il a été montré par GC-MS et
analyses statistiques multivariées que la
valine et la glycine étaient spécifiques du
lait de chévre, I'acide malique et le talose
du lait de vache et I'acide hydroxyglutarique
des laits pasteurisés®. De plus, la méthode
développée permet de déterminer une
contamination du lait de chévre par du lait
de vache a hauteur de 5%. La méme tech-
nique en GC-MS a été utilisée pour carac-
tériser la mozzarella fabriquée avec du lait
de bufflonne (BM) et des ferments naturels
prélevés sur la production précédente et la
mozzarella préparée avec du lait de vache
(CM) et des cultures bactériennes commer-
ciales afin de déterminer la relation entre
les métabolites du produit fini et la diver-
sité microbienne®. La mozzarella fabriquée
a partir du lait de bufflonne a une diver-
sité microbienne plus importante compa-
rée au CM et est plus riche en thréonine,
sérine, valine et contient de plus faibles
quantités d’acide orotique et d’urée. Par
contre, la mozzarella CM est plus riche en
Streptococus thermophilus et contient des
quantités plus importantes de galactose et
de phénylalanine.

La RMN du proton couplée a des tests
statistiques multivariés est également
employée pour suivre l'affinage des fro-
mages et ainsi caractériser les métabolites
formés en fonction du type de ferments
utilisés au cours de sa fabrication, afin de
trouver des profils métaboliques caractéris-
tiques des produits d’appellation d’origine
certifiée ’. Il a ainsi été montré la possibi-
lité d’utiliser cette technique pour l'authen-
tification de produits alimentaires. De plus,
I'utilisation de la technique 'H HRMAS-
RMN 8, qui permet I'analyse du fromage a
montré qu'il était possible de caractériser
le profil métabolique de la mozzarella —en
fonction de l'origine géographique du lait
utilisé pour sa production— sans extraction
préalable de la matiére grasse laitiere du
produit .

Ces différentes méthodes constituent donc
des approches novatrices pour l'authentifi-
cation et la tracabilité du produit et ainsi la
protection des consommateurs.

. ______________________________________________________________|
Biomarqueurs de consommation

De nombreuses études épidémiologiques
prospectives et d’interventions nutrition-
nelles ont été réalisées sur les produits
laitiers. Celles-ci ont permis d'étudier en
particulier la relation entre la consomma-
tion de produits laitiers et la prévalence du
syndrome métabolique et des pathologies
associées comme le diabéte de type 2, et
de réaliser des méta-analyses a partir des
données obtenues ®*''. Cependant la grande
majorité des études réalisées ont évalué la
consommation de produits laitiers a par-
tir d’enquétes alimentaires dont on connait
bien les limites '?. Aussi, il a été envisagé
d’utiliser des techniques de métabolomique
en particulier une approche ciblée en lipi-
domique par chromatographie en phase
gazeuse pour envisager de trouver des bio-
marqueurs potentiels de consommation des
produits laitiers.

Dés 2001, il a été proposé que deux acides
gras, l'acide pentadecanoique (15:0) et/
ou l'acide heptadecanoique (17:0) du tissu
adipeux ou du plasma puissent étre consi-
dérés comme biomarqueurs potentiels de
la consommation de produits laitiers '.
Ces données ont ensuite été confirmées
par quelques auteurs '*'®, Un autre acide
gras, le trans 16:1n-7 présent dans les pro-
duits laitiers a également été utilisé par
différentes équipes pour appréhender leur
consommation '* 7. Des études récentes ont
montré une relation positive entre consom-
mation de produits laitiers et taux de frans
16:1n-7 dans le plasma ' ', Enfin, une
analyse lipidomique utilisant un couplage
chromatographie liquide-spectrométrie de
masse a permis de montrer que la quantité
de certains phospholipides comme les lyso-
phospholipides plasmatiques (LPC 15:0,
LPC 17:0, LPC(O) 20:0, et LPC(O) 22:1)
était liée au nombres de portions de pro-
duits laitiers consommées '°.

Cependant, certains auteurs émettent des
réserves quant a l'utilisation en particu-
lier du 15:0, 17:0 et trans 16:1n-7 comme
potentiels biomarqueurs de produits lai-
tiers 2°, En effet, les 15:0, 17:0 ne sont



pas uniquement présents en faibles quan-
tités dans les produits laitiers, mais on
les retrouve également dans la majorité
des matieres grasses ?'. De plus, d’aprées
Lankinen et Schwab ??, I'utilisation de ces
acides gras saturés comme biomarqueurs
potentiels ne serait possible que chez les
forts consommateurs de produits laitiers
ingérant peu d’huile de poisson. De plus,
il faut souligner que le rapport 15:0 / 17:0
est de 1:2 dans le plasma alors que celui-
ci est de 2:1 dans les produits laitiers, ce
qui pourrait suggérer une transformation
métabolique 2. Enfin, il semble que le frans
16:1n-7 puisse étre produit par B oxydation
de I'acide vaccénique ou trans-18:1n-7 ali-
mentaire ?*. || serait donc important de véri-
fier cette hypothése en quantifiant la trans-
formation de I'acide vaccénique a l'aide
d’'un isotope stable.

Pour l'instant, seule I'étude réalisée en
lipidomique par LC-MS ® n’'a pas suscité
de commentaires. En effet, celle-ci per-
met d’étudier un plus grand nombre de
métabolites par rapport aux études ciblées
sur les acides gras. Il me semble qu'il
serait maintenant nécessaire d’élargir ces
recherches sur les biomarqueurs en utili-
sant une méthode LC-MS comme celle que
nous avons récemment publiée ?° ce qui
permettrait d’élargir le champ d’investiga-
tion a d’autres familles de composés que
les lipides.

Effets métaboliques de la
consommation de produits laitiers

Pour I'instant, méme si la métabolomique
appliquée a la nutrition a fait I'objet d’un
développement technologique et bioinfor-
matique important, ce qui a entrainé son
utilisation pour I'identification de biomar-
queurs de prédiction du développement
de pathologies, cet outil a été peu utilisé
pour évaluer les effets métaboliques de la
consommation des lipides et des protéines
des produits laitiers 2°. L'étude par RMN
et I'analyse statistique des profils métabo-
liques des urines et des feces de 15 volon-
taires nourris avec 3 régimes iso caloriques
(lait demi-écrémé a 1,5% de matiére grasse,
fromage au lait de vache contenant la méme
quantité de calcium et un régime témoin) a
montré une bonne séparation entre les dif-
férents régimes (Fig.1). LU'examen des pro-
fils RMN indique qu’une consommation de

lait ou de fromage entraine une diminution
de choline et de trimethylamine-N-oxide
(TMAO) urinaire, un biomarqueur potentiel
de maladie cardiovasculaire, et augmente
I'excrétion fécale d’acétate, propionate et
de lipides?®. La consommation de fromage
comparée a celle de lait entraine une dimi-
nution des taux de citrate, créatine et créa-
tinine et une augmentation des métabo-
lites de la microflore (butyrate, hippurate et
malonate). Les effets métaboliques obser-
vés semblent dépendre du type de produits
laitiers consommés. De méme, un effet
métabolique différent a été observé apres
consommation de fromage et de beurre,
avec des profils métaboliques qui semblent
liés a la présence de protéines dans le fro-
mage ?’. Une étude récemment publiée ®
faisant appel a une analyse multiplateforme
(métabolomique, transcriptomique) a révélé
I'impact des technologies de transformation
des matiéres grasses laitiéres sur la relation
entre composition du produit transformé et
I'effet protecteur de I'athérosclérose chez le
modeéle hamster.

De méme, de récentes investigations ont
fait I'objet de publications sur les effets
métaboliques de la consommation de dif-
férentes protéines ou de fractions de pro-
téines de lait 2°3'. Par exemple, une étude
d’intervention chez des adolescents en
surpoids (192 sujets pendant 12 semaines)
couplée a une étude du métabolome uri-
naire et plasmatique par RMN a montré
que la caséine augmentait I'excrétion uri-
naire d’'urée alors que les protéines du lac-
tosérum n’avaient pas d’effet*'. Par contre,
les interventions nutritionnelles n'ont pas
montré de changement du métabolome
plasmatique. Par ailleurs, une approche
métabolomique par LC-MS a montré que
I'étude du métabolome plasmatique per-
mettait de différencier la consommation de
différentes fractions de protéines (mélange
de protéines du lactosérum, hydrolysats de
protéines du lactosérum, fraction enrichie
en o-lactalbumine) chez des sujets obéses
mais non diabétiques. En effet, les com-
positions plasmatiques de 10 acides ami-
nés et leurs dérivés étaient différentes sui-
vant les protéines administrées. De plus,
une quantité plus importante de dipeptides
cycliques était observée apres consom-
mation du régime contenant de I’hydro-
lysat de protéines du lactosérum, ce qui
d’aprés les auteurs est a mettre en relation
avec |'effet insulinotrope supérieur de ces
hydrolysats *°.

(17) Mozaffarian D, de Oliveira Otto MC,
Lemaitre RN, et al.

Trans-palmitoleic acid, other dairy fat bio-
markers and incident diabetes: the mul-
tiethnic study of atherosclerosis (MESA).

Am. J. Clin. Nutr. 2013; 97: 854-861.

(18) Da Silva MS, Julien P, Couture P, et al.
Associations between dairy intake and
metabolic risk parameters in a healthy
French-Canadien population.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. 2014; 39:
1323-1331.

(19) Nestel PJ, Straznicky N, Mellet NA, et al.
Specific plasma lipid classes and phos-
pholipid fatty acids indicative of dairy
food consumption associate with insulin
sensitivity.

Am. J. Clin. Nutr. 2014; 99 : 46-53.

(20) zZheng H, Clausen MR, Dalsgaard
TK, Bertram HC.

Metabolomics to explore impact of dairy
intake.

Nutrients 2015; 7: 4875-4896.

(21) Ratnayake WN.

Concerns about the use of 15:0, 17:0, and
trans-16:1n-7 as biomarkers of dairy fat
intake in recent observational studies that
suggest beneficial effects of dairy food on
incidence of diabetes and strokes.

Am. J. Clin. Nutr. 2015; 101: 1102-1103.

(22) Lankinen M, Schwab U.
Biomarkers of dairy fat.
Am. J. Clin. Nutr. 2015; 101: 1101-1102.

(23) Jenkins B, West JA, Koulman A.

A review of odd-chain fatty acid metabo-
lism and the role of pentadecanoic acid
and heptadecanoic acid in health and
disease.

Molecules 2015; 20: 2425-2444.

(24) Jaudszus A, Kramer R, Pfeuffer M, et al.
Trans palmitoleic acid arises endogenously
from dietary vaccenic acid.

Am. J. Clin. Nutr. 2014; 99: 431-435.

(25) Pereira H, Martin JF, Joly C, et al.
Development and validation of a UPLC/
MS method for a nutritional metabolomic
study of human plasma.

Metabolomics 2010; 6: 207-218.

(26) Zneng, H., Yde, C.C., Clausen, M.R. et al.
Metabolomics investigation to shed light
on cheese as a possible piece in the french
paradox puzzle.

J. Agric. Food Chem., 2015; 63: 2830-2839.

(27) Hjerpsted J, Ritz C, Schou ST, et al.
Effect of cheese and butter intake on
metabolites in urine using an untargeted
metabolomics approach.

Metabolomics 2014; 10: 1176-1185.

(28) Martin JC, Berton A, Ginies C, et al.
Multilevel systems biology modeling cha-
racterized the atheroprotective efficiencies
of modified dairy fats in a hamster model.
Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol 2015;
309: H935-H945.

(29) Stanstrup J, Schou SS, Holmer-
Jensen J., etal.

Whey proteins delay gastruc emptying and
suppresses plasma fatty acids and their
metabolites compared to casein, gluten,
and fish protein.

J Proteome Res. 2014; 13: 2396-2408.

(30) Stanstrup J, Rasmussen JE, Ritz C., etal.
Intakes of whey protein hydrolysate and
whole whey proteins are discriminated by
LC-MS metabolomics.

Metabolomics 2014; 10: 719-736.

(31) Zheng H., Yde CC, Dalsgaard TK, et al.
Nuclear magnetic resonance-based
metabolomics reveals that dairy protein
fractions affect urinary urea excretion
differently in overweight adolescents.

Eur. Food Res. Technol. 2015; 240: 489-497.




|
Conclusion

La métabolomique appliquée a la nutrition qui était
a son balbutiement il y a une dizaine d'années a fait
I'objet de développements technologiques et bioinfor-
matiques importants, ce qui a entrainé la publication
de nombreux articles ces dernieres années. Cependant,
cet outil est encore peu utilisé pour évaluer les effets
métaboliques de la consommation de produits lai-
tiers. De nombreuses études épidémiologiques et des
méta-analyses suggerent une relation inverse entre la
consommation de produits laitiers et la prévalence du
syndrome métabolique, méme si la question de savoir
si tous les produits laitiers ont les mémes effets est
toujours d’actualité. Toutefois, pour ces études, I'éva-
luation de la consommation de produits laitiers a en
général été réalisée en utilisant des questionnaires ali-
mentaires, ou des rappels de 24 heures. Cependant,
certains biomarqueurs potentiels (15:0, 17:0, trans-
16:1n-7) ont été proposés pour évaluer la consommation
de produits laitiers a partir d’un faible nombre d’études,
grace aux progrés récents de la métabolomique, a par-
tir d'approches ciblées. Toutefois, des articles récem-

ment publiés s'interrogent sur la validité de ces acides
gras comme biomarqueurs potentiels pour des raisons
différentes détaillées plus haut. La possibilité d’iden-
tifier et de valider certains biomarqueurs de consom-
mation de produits laitiers pourrait étre de procéder a
une approche ouverte de type LC-MS sur des échantil-
lons de plasma a partir d’'une large cohorte de sujets
dont les différences de consommation de ces produits
serait contrastée. La validation de ces biomarqueurs
devrait étre réalisée par la méme approche métabolo-
mique en utilisant une autre cohorte. Une intervention
nutritionnelle complémentaire permettrait également
de valider les biomarqueurs. Cela permettrait aussi
d’étudier la relation entre la consommation de produits
laitiers et la prévalence du syndrome métabolique et les
pathologies associées, mais aussi de détecter d’éven-
tuelles différences d’effets métaboliques en fonction
du type de produits laitiers. Il est certain que de telles
études seront réalisées compte tenu de la maturité
de I'outil métabolomique et des autres techniques de

« foodomics ».
Jean-Louis Sébédio,
INRA-Université d’Auvergne, UMR 1019,
Laboratoire de Nutrition Humaine, Clermont-Ferrand
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