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INTRODUCTION

L’¢état nutritionnel normal est une situation métabolique d’équilibre entre les besoins et les
apports en protéines, en énergie, vitamines, minéraux, oligo-éléments et eau. La particularité
de I’enfant est d’étre un organisme en croissance, nécessitant donc de prendre en compte ce
parametre dans 1’évaluation des besoins nutritionnels. La malnutrition protéino-énergétique
(MPE) est un état pathologique qui résulte d’une inadéquation entre les besoins et les apports
protéino-énergétiques. Elle aboutit a une perte de la masse métabolique active ayant des
conséquences fonctionnelles délétéres dont un retard de croissance pondérale puis staturale
chez I’enfant.

Le Comité de Nutrition de la Société Frangaise de Pédiatrie a publié en 2012 des
recommandations pour I’évaluation clinique de 1’état nutritionnel qui permettent de donner
des bases objectives au diagnostic de MPE (1). La premicre étape de son diagnostic est la
recherche d’une insuffisance pondérale qui est définie par un indice de masse corporelle
(IMC) inférieur au 3°™ percentile par rapport aux courbes de référence (2). Le seul calcul
d’un index quel qu’il soit est insuffisant. La suite de la démarche nécessite un examen
médical et une enquéte anamnestique permettant de faire le diagnostic de MPE.

Le diagnostic de MPE est donc clinique, ce qui nécessite des moyens humains et
thérapeutiques adaptés, afin d’obtenir une démarche diagnostique plus rigoureuse, préciser le
diagnostic étiologique et intégrer une stratégie nutritionnelle dans la prise en charge globale
de soins. Cette organisation n’est actuellement pas toujours possible dans les services
hospitaliers. La MPE reste insuffisamment recherchée en pratique clinique, elle est donc sous-
diagnostiquée et sous-traitée (3). Il apparait donc nécessaire de promouvoir 1’évaluation de
I’état nutritionnel et de chercher des bio-marqueurs de dénutrition pertinents pour le

diagnostic mais aussi pour guider la prise en charge nutritionnelle.



Le muscle joue un rdle central dans le métabolisme des acides aminés (AA) et est un
marqueur pronostique de la MPE. La masse musculaire est un déterminant majeur de santé
(4). Elle peut étre estimé cliniquement par la mesure du périmetre brachial, qui permet aussi
une estimation de la composition corporelle lorsqu’il est associé¢ a la mesure des plis cutanés
par pince anthropométrique ou par échographie (5). Les techniques de perfusion de substrats
marqués par des isotopes stables permettent d’évaluer le métabolisme protéique en prenant en
compte la croissance qui caractérise I’enfant (6,7). Elles sont coliteuses et de mise en place
complexe, donc réservées au domaine de la recherche. Il manque un marqueur biologique
simple et utilisable en pratique clinique quotidienne.

Pour cette raison nous nous sommes tournés vers la mesure de I’abondance isotopique
naturelle (AIN) en azote 15 ("°N) et ses variations. L’azote 15 est un isotope stable non
radioactif de ’azote, présent en faibles quantités dans les tissus a I’état naturel. Cette mesure
est peu (sang) ou non invasive (cheveux, urines), de réalisation simple et peu colteuse,
permettant d’envisager des applications cliniques, ce qui renforce I’intérét de développer ce
marqueur. Cette approche isotopique est innovante car encore peu développée en clinique

humaine.

L’objet de la premiére partie de ce travail est d’étudier I’AIN en "N dans ’azote total de
cheveux chez ’homme sain et malade et dans les poils et tissus d’animaux soumis a un
régime appauvri en protéines. La deuxiéme partie porte sur I’évaluation clinique de 1’état
nutritionnel chez I’enfant hospitalisé€ au travers d’enquétes épidémiologiques annuelles. Enfin,

nous évoquerons les travaux en cours et les perspectives.



1. LE METABOLISME PROTEIQUE ET SES METHODES

D’EVALUATION

1.1 Le métabolisme protéique

Le contenu protéique corporel total conditionne la morbidité et la mortalité dans les situations
aigués graves et en cas de MPE. Chez ’enfant, toute maladie chronique s’accompagne d’une
restriction de croissance (limitation de I’accrétion protéique). Un infléchissement pondéral
puis statural suggeére un mécanisme nutritionnel devant une cassure de la croissance. Le
contenu protéique est en renouvellement permanent. Deux cent cinquante a 300 grammes de
protéines sont détruites et re-synthétisées tous les jours chez ’homme adulte (Figure 1).
L’alimentation sert a couvrir les pertes irréversibles de protéines. Chez I’enfant, la synthése

est supérieure a la dégradation puisqu’il s’agit d’un organisme en croissance.

Figure 1: Schématisation du métabolisme protéique corps entier. D’apres Attaix et Boirie

(10).
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1.1.1 Pools protéiques et d’acides aminés

Les protéines sont constituées d’une succession d’acides aminés (AA) (20 différents) dont la
formule brute est NH,—~R—-COOH. Leurs fonctions sont tres variées dans I’organisme, allant
de la structure de la cellule, de la régulation cellulaire, de la signalisation, aux enzymes, au
transport, a la défense immunitaire et au muscle. Elles représentent environ 15% du poids
corporel chez I’adulte (~11kg), entre 13 et 17% chez I’enfant selon 1’age (8). On considere
que lg d’azote correspond a 6,25g de protéines en moyenne. Le muscle est I’organe qui

contient le plus de protéines (5 kg chez 1’adulte) suivi par le foie (320g) et I’intestin (300g).

Le pool précurseur de synthése protéique correspond aux AA libres. Les AA libres
représentent une faible quantité des AA totaux (environ 2%) et sont essentiellement situés en
intracellulaire (9). Ce pool provient des AA plasmatiques, de la dégradation cellulaire des
protéines ou d’une synthése endogene pour les AA non indispensables. Ils sont utilisés
notamment pour les échanges azotés entre organes et pour la synthése des protéines.

Chez le sujet normal, les AA entrant dans le métabolisme protéique proviennent pour environ
20% de I’apport nutritionnel (apport exogene), et pour 80% du pool azoté corporel (source
endogene) (Figure 1). La source endogene provient des protéines corporelles dégradées en
AA dont la fonction amine est conservée (transamination) pour constituer un nouvel AA
disponible pour la synthése protéique. Les vitesses de renouvellement varient entre les

différents organes, rapide pour le rein, le foie, I’intestin et lent pour le muscle.

Les besoins en protéines varient selon 1’age et le sexe et sont plus importants en phase de
croissance rapide. Les Apports Nutritionnels Conseillés en protéines sont présentés dans le

Tableau 1.



Tableau 1 : Apports Nutritionnels Conseillés en protéines chez 1’enfant et 1’adulte selon I’age

(11).
Age Protéines (g/kg/j)
6-12 mois 1,25
1-3 ans 1
4-6 ans 0,9
7-9 ans 0,9
10-12 ans 0,85(G); 0,9 (F)
13-15 ans 0,85 (G); 0,9 (F)
16-19 ans 0,83 (G); 0,8 (F)
Adulte 0,8
Personne agée (>75 ans) 1
Femme enceinte / allaitante 09/14

G : garcon, F : fille

1.1.2 Synthese et protéolyse

1.1.2.1 Synthese protéique

La synthese protéique comprend la transcription d’un géne (ADN nucléaire) codé a partir des
4 bases (adénine, cytosine, guanine et thymidine), en ARN messager (ARNm) grace a une
ARN polymérase, ou seuls les exons codent pour la protéine. Cet ARNm migre vers le
cytoplasme de la cellule ou il se fixe aux ribosomes. La traduction de ’ARNm en séquence
d’AA s’effectue par lecture de codons de 3 bases, graice aux ARN de transfert
complémentaires amenant les AA. Les AA sont reliés entre eux par des liaisons peptidiques
aboutissant a la formation de la protéine. Cette protéine de structure primaire subit des

modifications de conformation en hélice a ou en feuillet B (structure secondaire), et post-

10



traductionnelles (glycosylation, hydroxylation, clivage...) notamment dans 1’appareil de
Golgi. Le repliement dans 1’espace de la protéine en fonction des propriétés des AA
correspond a sa structure ternaire. Son association en polymeres constitue la structure
quaternaire. La fonction de la protéine découle completement de sa structure et de son
adressage. Chaque étape consomme de I’ATP et/ou du GTP, ce qui aboutit a un coft
énergétique ¢élevé d’environ 1 kcal/g de protéine synthétisée (12). Cela représente 15-20% de
la dépense énergétique totale chez ’homme adulte (13).

Le foie a une fonction centrale dans le métabolisme protéique. 11 représente 10% du
renouvellement protéique corporel total. Il synthétise la majorité des protéines circulantes, la
transformation des AA en glucose (néoglucogenese) et 1’élimination de 1’azote excédentaire

(uréogencgse).

1.1.2.2 Protéolyse des AA

La protéolyse intervient dans le renouvellement cellulaire, 1’élimination des protéines en
exces ou anormales. Le muscle contient la moiti¢ des protéines corporelles et représente
environ 20% du renouvellement protéique total. Les AA libérés par le muscle en période post-
absorptive sont issus de réactions d’inter-conversion des AA (Figure 2). La navette azotée de
I’organisme est la glutamine qui intervient dans le transfert azoté, la néoglucogenése,
I’ammoniogenese et le métabolisme acide-base (14). L’alanine intervient dans la
néoglucogenése (cycle de Cabhill). L’azote libéré par la protéolyse est donc réintégré dans la
syntheése de nouvelles protéines ou composé€s azotés, excrété de fagon irréversible sous forme

d’urée ou intégré dans le métabolisme intermédiaire.
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Figure 2 : Voies métaboliques du catabolisme protéique. D’apres Wolfe (15).
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La transamination correspond a une interconversion entre une paire d’AA et une paire de
cétoacides. L’alanine aminotransférase et la glutamate aminotransférase sont 2 transaminases
importantes, catalysant le transfert d’azote de la plupart des AA pour former du pyruvate
provenant de I’alanine et du glutamate provenant de 1’a-cétoglutarate. L’aspartate
aminotransférase permet la formation de glutamate et d’oxaloacétate participant au cycle de
Krebs et alimentant le cycle de I'urée. La lysine, la proline, I’hydroxyproline et la thréonine
ne participent pas aux réactions de transamination.

Dans le foie et le rein, ’azote peut €tre également transféré par désamination oxydative, issu
d’une déshydrogénation par une flavine adénine nucléotide (FAD) formant un acide imine
intermédiaire et du FADH,. L’addition d’eau permet la dégradation en a-cétoacide
correspondant et en ammoniac. Le FADH; réagit avec I’oxygene pour reformer du FAD et du

peroxyde d’hydrogeéne (H,O,) dégradé par la catalase.
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La protéolyse releve de 3 mécanismes différents dont les déterminants d’engagement sont mal
connus :

1) la voie lysosomale : les lysosomes sont des structures intracellulaires présents surtout dans

le foie et le rein, contenant des cathepsines (enzymes protéolytiques). Ils forment des vacuoles
acides autour des protéines a dégrader (macroautophagie), des agrégats cellulaires
(microautophagie) ou des protéines extracellulaires internalisées et aprés passage dans
I’endosome (hétérophagie) (Figure 3) (16). C’est une voie non sélective mais la présence
d’une séquence lysine-phénylalanine-glutamate-arginine-glutamine (KFERQ), reconnue par
des heat shock proteins, semble la favoriser (17). Cette voie semble prédominante dans le foie

et parait peu intervenir dans le muscle méme en situation de catabolisme (18).

Figure 3 : La protéolyse par la voie lysosomale. D’apres Carillo et al. (19).
3
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2) la voie ubiquitine-protéasome : cette voie fait intervenir de nombreuses protéines (Figure

4) (20). Plusieurs molécules d’ubiquitine se lient avec les protéines a dégrader, permettant de
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les marquer (poly-ubiquitination). Cette fixation se fait grace a des liaisons covalentes entre le

groupement COOH terminal de 1’ubiquitine et le groupement NH2 d’un résidu lysine de la

protéine a dégrader (21). L’ ubiquitination requiert plusieurs enzymes : 1’ubiquitin activating

enzyme (E1) qui active ’ubiquitine et nécessite de I’ATP, puis la liaison de 1’ubiquitine a la

protéines est catalysée par une ubiquitin conjugating enzyme (E2) de manicre directe ou grace

a une 3°™ enzyme, une ubiquitin protein ligase (E3).

Figure 4 : La protéolyse par la voie ubiquitine-protéasome. D’apres Attaix et Boirie (10)

T8 . AL A A S0 et
s, A4 i ee——————
i1 XL e site '

Complexe Protéasome

ubiquitine == 19S 20S : E3

libre 'T"r ATP + Protéasome
By = 26S g
+
- ,
Peptides ;//V; v T
fn\s it ' @
¥ ¥

, ‘ Protéine-(Ub)n
E3 E2

protéine

Légende : EIl : ubiquitin activating enzyme; E2: ubiquitin conjugating enzyme; E3:

ubiquitine protein ligase.

Des enzymes de déubiquitination permettent d’éviter la protéolyse avant la reconnaissance

par le protéasome (22). L’AA en position N-terminale jouerait un role important dans la
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reconnaissance par une E3, certains sont dits stabilisant (méthionine, sérine), d’autres
déstabilisant (arginine, lysine, histidine) pouvant influencer sur la demi-vie de la protéine
(23). Certains motifs polypeptidiques peuvent aussi entrainer une ubiquitination lorsqu’ils
sont intégrés a une protéine (24). Le protéasome 26S, composé d’une unité régulatrice (19S)
et d’une unité catalytique (20S), reconnait les protéines marquées et les dégrade. L’unité
catalytique possede des activités peptidasiques et protéolytiques. Le protéasome permet de
dégrader les molécules de signalisation (protéines régulatrices, facteurs de transcription) et les
molécules anormales. Cette voie semble prédominante dans le muscle notamment pour la

dégradation des myosines et de I’actine.

3) la voie calcium-dépendante : elle repose sur la calpaine m et la calpaine p, 2 enzymes

protéolytiques membranaires ou cytosoliques activées par les flux calciques et la calpastatine
(inhibiteur endogéne). La séquence proline-glutamate-sérine-thréonine (PEST) et
I’ubiquitination pourraient favoriser son activation (25). Cette voie parait mineure et semble
impliquée notamment pour les protéines de demi-vie courte. Elle interviendrait
essentiellement dans le muscle et son activation semble inconstante dans le catabolisme (18).

Une 4°™ voie, celle des caspases, semble impliquée essentiellement dans 1’apoptose. Les

différents systemes pourraient étre interconnectés et travailler en synergie.

1.1.2.3 Echanges inter-organes en phase post-absorptive et en phase nourrie

La phase post-absorptive est une phase catabolique protéique nette. La source des AA est
alors le muscle squelettique, permettant de fournir les AA aux organes, préférentiellement le
foie et I’intestin (Figure 5). Le muscle est en déficit azoté, par ralentissement de la synthese et
augmentation de la protéolyse. Les AA formés sont pour 60% de ’alanine et de la glutamine.

L’alanine est néosynthétisée dans le muscle apres transamination a partir d’AA ramifiés puis
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est libérée dans la circulation et rejoint le foie pour subir une nouvelle transamination. Le
pyruvate ainsi formé permet la néoglucogenese (cycle alanine-glucose) (26). La glutamine est
captée en priorité par I’intestin principalement pour couvrir ses besoins énergétiques mais
aussi pour la synthése des acides nucléiques, pour la synthése du glutathion (défense
antioxydante), de citrulline et d’arginine (13). Elle peut étre captée par le rein (5-10%) en
grande partie a destination de ’ammoniogenése mais aussi par le foie ou elle participe a
I’uréogenese en tant que donneur d’azote. La proline et la glycine participent également a la

néoglucogenese.

Figure 5 : Echange d’AA inter-organe en phase post-absorptive. D’aprés Darmaun (27).
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A la phase nourrie, les AA sont absorbés et récupérés par le territoire splanchnique (Figure 6).
Une partie des AA va étre utilisée pour la synthése protéique hépatique, une autre pour
I’uréogenese. La dernicre partie va étre relarguée dans la circulation générale en proportion

variable selon I’AA, riche en AA ramifiés indispensables, a destination essentiellement du
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muscle squelettique afin de reconstituer son stock d’AA libres (28). On observe alors une

augmentation de la synthese et une diminution de la dégradation protéique (29).

Figure 6 : Echange d’AA inter-organe en phase post-absorptive. D’aprés Darmaun (27).
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1.1.2.4 Modulation du métabolisme protéigue

Le renouvellement protéique chez 1’enfant est plus €levé, en lien avec la croissance, de 1’ordre
de 8g/kg/j chez le nouveau-né pour 4g/kg/j chez I’adulte (30). Ce niveau ¢levé de
renouvellement protéique permet une meilleure adaptation aux besoins. Le renouvellement est
abaiss¢ dans la MPE de 10 a 30% pour limiter le catabolisme protéique a des fins de

néoglucogenése et son impact sur la masse et la fonction musculaires (31).

Les nutriments ont un réle influent dans la modulation du métabolisme protéique. Le glucose
a un effet de freinage de la dégradation donc d’épargne protéique, probablement lié a

I’insuline (32). Les triglycérides a chaine longue auraient un effet faible de diminution
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d’oxydation de la leucine par inhibition de la branched chain keto acid dehydrogenase
(BCKDH) (29). La perfusion de triglycérides a chaine moyenne permet de réduire d’un tiers
la concentration d’AA plasmatique, montrant ainsi un effet similaire (33). Les triglycérides a
chaine courte réduisent 1’oxydation de moiti¢ (34). L’oxydation est inhibée par ces deux
nutriments en lien avec la compétition des substrats (35).

Un apport d’AA intraveineux entraine une augmentation de la syntheése protéique et de
I’oxydation et une diminution de la protéolyse sans variation de I’insulinémie (36). En cas
d’apports €levés en protéines, on peut observer une augmentation de la syntheése et de
I’oxydation. Plus les apports sont €levés, plus 1’oxydation devient prépondérante, diminuant
ainsi le rendement du gain protéique (29). Une augmentation importante de 1’aminoacidémie
(de ’ordre de 100%) aurait un effet favorisant la synthese alors qu’une augmentation modérée
n’entrainerait qu une diminution de la protéolyse et une augmentation de 1’oxydation (37).
Certains AA peuvent influencer le renouvellement protéique comme la glutamine et la
leucine. La glutamine inhibe la protéolyse musculaire et hépatique, probablement par
modification des échanges ioniques (38). En situation de stress, alors que I’utilisation de la
glutamine est accrue, un apport spécifique de glutamine permet d’améliorer le bilan azoté
(39). La glutamine est ainsi considérée comme un AA conditionnellement indispensable. La
leucine inhibe la protéolyse musculaire et hépatique (40). Elle stimule également la synthése

protéique musculaire via mammalian Taget of Rapamycin (mTOR) (41).

Le métabolisme protéique subit aussi une influence hormonale. Comme cité plus haut,
I’insuline a un effet anabolique protéique par freinage de la protéolyse. Elle favorise
¢galement le transport intracellulaire des AA neutres en stimulant le systéme sodium-
dépendant, comme les glucocorticoides et le glucagon (42). L’hormone de croissance (GH) et

I’insulin-like growth factor (IGF1) stimulent spécifiquement la synthése protéique et une
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inhibition de la protéolyse (43). Les androgenes, notamment la testostérone, stimulent la
synthése protéique de facon importante (43). A I'inverse, les glucocorticoides ont un effet
catabolique en augmentant a la fois la dégradation protéique donc leur libération musculaire
et ’oxydation, stimulant I'uréogenese (44). Le glucagon a un effet catabolique faible par
augmentation de la captation hépatique des AA (donc diminution de leur concentration
plasmatique), associ¢é a une augmentation de la néoglucogenese (45). Les hormones
thyroidiennes sont anabolisantes en euthyroidie mais responsables d’une protéolyse en cas
d’hyperthyroidie. Les catécholamines ont un effet anabolisant protéique peu important par
augmentation de la synthése et diminution de la protéolyse (46), 1’adrénaline stimule la
consommation de glutamine par le rein (47). En situation inflammatoire d’agression,
I’augmentation de cytokines comme I’interleukine 6 (IL6) et le Tumor necrosis factor (TNF)
stimule la synthése des protéines de 1I’inflammation et majore ’effet du glucagon dans le foie
et du cortisol dans le muscle, aboutissant a un catabolisme protéique par orientation vers la
néoglucogeneése et la dégradation protéique musculaire (48). Ces effets peuvent étre

synergiques ou atténués par I’implication de plusieurs hormones lors d’un méme stimulus.

En situation de stress, le catabolisme musculaire est important avec une augmentation des
besoins en glutamine. La production musculaire de glutamine et d’alanine augmente a
destination notamment de I’intestin gréle ou la glutamine est convertie en alanine pour
alimenter la néoglucogenese. La concentration des AA ramifiés circulants augmente par
diminution de captation par le foie. Leur dégradation débute par une transamination dans le
cytosol des cellules musculaires, réversible, conduisant a la formation du cétoacide
correspondant puis les AA ramifiés sont décarboxylés de maniere irréversible dans la

mitochondrie. Cette réaction est catalysée par un complexe déshydrogénase qui est régulé par
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une phosphorylation/déphosphorylation. En cas de stress, son activité augmente mais elle est
I’étape limitante du processus d’oxydation (49).

L’AMP-activated protein kinase (AMPK) est une sérine/thréonine protéine kinase permettant
I’adaptation de la cellule a I’environnement. Elle est impliquée dans la coordination de
I’activité métabolique par le controle des voies consommant de I’ATP et productrices
d’énergie. Au niveau hépatique, I’AMPK diminue la synthése protéique par inhibition de
mTOR, limitant la consommation d’ATP (50). En situation de stress, la synthése musculaire
est diminuée afin de favoriser la synthése de protéines de I’inflammation ou 1’utilisation des
AA comme substrats énergétiques. Des données suggerent que cette diminution serait en lien
avec une diminution de I’efficacité des ribosomes plutdt qu’une diminution de leur nombre
(51). L’augmentation de la protéolyse au cours du catabolisme est corrélée a la sévérité, ce
qui n’est pas retrouvée pour la protéosynthése (51). Dans ce cas, la protéolyse est
essentiellement liée a [’activation du systéme ubiquitine-protéasome, permettant une

dégradation de 1’actine et des myosines (18).

Au niveau rénal, la glutamine est consommeée en situation physiologique par le rein et dans de
nombreuses situations pathologiques comme 1’insuffisance hépatique, le jeline prolongé, le
diabete. Son oxydation partielle permet d’obtenir du glucose (cf. plus haut), ou si elle est
complete, de I’alanine, de la sérine ou encore du lactate (52). La glutamine fournit également
de I’ATP, source d’énergie des transports rénaux (Figure 7). Elle est a 1’origine de la
formation des ions ammonium (cf. plus bas). La transamination du glutamate dans le rein
permet la formation d’alanine et de sérine (52). L’insuffisance rénale chronique entraine une
diminution de la consommation de glutamine par le rein en lien avec Daltération de la
fonction rénale et I’acidose (53), et une activation du systeéme ubiquitine-protéasome (54).

Une production de glutamine au niveau du rein est le reflet d’une protéolyse car la glutamine
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synthétase n’y est pas exprimée. Les autres AA consommeés par le rein sont la glycine, la
citrulline, la proline. Les AA produits par le rein sont I’alanine, la sérine, ’arginine, le

glutamate et la tyrosine.

Figure 7 : Métabolisme rénal de la glutamine. D’apres Baverel et al. (10)
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1.1.2.5 Produits terminaux de [’azote

L’¢limination de 1’azote excédentaire passe par les produits terminaux du métabolisme que
sont I’urée et ’ammoniac mais aussi par la créatinine, ’acide urique, les AA libres et des
protéines de faible poids moléculaire (55). La voie préférentielle est celle de I’'urée contenant
2 azotes (CO(NH>),), non toxique au contraire de ’ammoniac qui a une toxicité sur le
systeme nerveux central. La voie d’élimination principale de 1’azote est I'urine, les autres
voies sont les feces, la perspiration, les cheveux, les sécrétions nasales, les menstruations et le
sperme. L’azote éliminé est issu du renouvellement protéique, de 1’utilisation des AA comme

substrat énergétique et de 1’oxydation postprandiale directe des AA.
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L’uréogenese s’effectue au niveau des hépatocytes périportaux. Son cycle est localisé dans le
cytoplasme et la mitochondrie (Figure 8) (56). L’azote provient pour les % des AA et pour Y
de ’ammoniac portal (57). L’uréogenese est régulée par 3 mécanismes distincts : le flux de
précurseurs, la régulation enzymatique et la régulation hormonale (décrite plus haut). L urée
est ¢liminée a 80% dans ’urine, le reste va dans le tube digestif ou les bactéries possédant une
uréase la transforme en CO, et NH;. L’azote peut alors retourner au foie et étre réincorporé
dans les AA ou I'urée. Ce recyclage peut varier de 10% en situation physiologique a plus de

60% en situation pathologique (58,59).

Figure 8 : Cycle de I’'urée. D’apres Wolfe (15).

CO, + NH,
2 ATP
Carbamoyl-Phosphate

Synthetase
2 ADP

+

P Carbamoy! Phosphate

Ornithine

Transcarbamoylase Ornithine
Citrulline A NH
ATP 2>
Urea C=0
Asparate Argininosuccinate \NH
Synthetase ¢

AMP + PP Arginine

Argininosuccinate

Argininosuccinate

Oxaloacetate
Lyase

TCA Cycle
(part)
Fumarate

Malatg\)

Les AA prédominants dans I’uréogenese sont la glutamine, 1’alanine, 1’aspartate et 1’arginine
(26). La glutamine est hydrolysée par une glutaminase en glutamate et ammoniac.

L’ammoniac est ensuite intégré dans le carbamoyl-phosphate par la carbamoylphosphate
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synthétase, dont ’action est régulée par le N-acétylglutamate, issu de la réaction précédente.
L’arginine est le précurseur de l’urée, formant également ’ornithine dans la réaction
d’uréogenese. Lorsque qu’une €pargne azotée est nécessaire, 1’'uréogenése est réprimée en
partie par la transformation de I’arginine en citrulline au niveau de I’intestin par 1’ornithine
carbamoyltransférase (OCT), permettant un transport vers le rein sans captation par le foie. Le

rein permet alors la synthése de novo de ’arginine a destination du muscle (60).

L’ammoniac est issu principalement de la glutamine et est synthétisé par le rein. Il représente
environ 10% de I’excrétion urinaire d’azote en situation physiologique mais sa production
peut augmenter de 5 a 10 fois en situation pathologique. Il peut donc jouer un réle important
dans la balance azotée. La glutamine est un AA central dans 1’¢limination de 1’azote
excédentaire, intervenant a la fois dans I’uréogenése et dans la synthése d’ammoniac.

La glutaminase la plus importante dans ce systeme est activée par 1’acidose et I’ammoniac,
transformant la glutamine en glutamate et ammoniac, réaction réversible par la glutamate
déshydrogénase. Le glutamate peut subir une transamination formant 1’alanine et I’a-
cétoglutarate ou étre soumis a une déshydrogénase formant une 2°™ molécule d’ammoniac,

ce qui permet d’augmenter sa synthése. Ce mécanisme permet de réguler 1’équilibre acido-

basique.

La variation des apports entraine une variation similaire de I’ammoniac, afin de garder une
balance nette nulle (61). La dégradation protéique est accrue dans de nombreuses situations
pathologiques (stress, infection, traumatisme...) et entraine une augmentation de I’'uréogencse.
En situation d’acidose, la glutaminase hépatique responsable de la synthése d’urée est inhibée

et la glutamine synthétase est activée. L’ammoniac sera alors utilis€¢ par les hépatocytes
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périveineux pour synthétiser la glutamine nécessaire pour lutter contre I’acidose au niveau du

rein, permettant également d’épargner les bicarbonates.

1.2 Méthodes cliniques et de recherche pour I’évaluation du métabolisme

protéique

1.2.1 Bilan azoté

Il mesure I’évolution de la masse protéique sur un temps limité en évaluant les apports et les
pertes, aboutissant a la balance azotée. Il est supposé pour cette mesure que 1’azote soit stocké
uniquement sous forme protéique et que le pool non protéique soit stable.

Cette méthode a de nombreuses limites. Elle ne prend pas en compte la cinétique du
métabolisme protéique. Les apports sont difficiles a mesurer hormis en situation
d’alimentation controlée comme une nutrition entérale totale. En effet, la quantification des
apports est difficile et I’équivalent dans les tables de composition peut étre approximatif. La
mesure de I’excrétion d’urée urinaire donne acces a un reflet global du métabolisme protéique
a court terme, sans pouvoir attribuer une variation a la synthese, la protéolyse ou les deux. La
production immédiate d’urée apres un repas représente plus de 50% de 1’azote absorbé alors
qu’elle est ralentie au cours du jetine prolongé par diminution de la circulation des AA (62).
L’excrétion d’urée ne refléte donc pas exactement sa production dans les états non stables,
nécessitant un recueil de 24h afin de I’estimer correctement, ce qui limite I’appréciation fine
de son métabolisme. Ceci nécessite un recueil urinaire scrupuleux difficile a mettre en place
en dehors des soins intensifs et est associé a de nombreuses sources d’erreur (63).

Le recueil de I’azote total urinaire (méthode de Kjeldahl) est plus pertinent mais les autres

pertes ne sont pas comptabilisées et peuvent représenter une part non négligeable de
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I’¢limination de 1’azote comme dans certaines dermatoses étendues. Sa durée sur 3 jours est

une autre limite a sa réalisation.

1.2.2 Méthodes invasives de mesure du renouvellement par traceurs

Le renouvellement protéique global de I’organisme est d’environ 300 g/j chez 1’adulte sain
soit 3%/], la vitesse étant différente selon 1’organe (Figure 1). Ce renouvellement peut étre
estimé en mesurant le flux de certains AA dans le compartiment plasmatique par dilution
isotopique (15).

Les isotopes sont des ¢léments de la classification périodique, ayant un nombre de charge Z
identique et un nombre différent de neutrons donc une masse atomique différente. Le
marquage isotopique des molécules permet d’évaluer les flux d’AA et de protéines, c’est-a-
dire de suivre de fagon dynamique [’apparition ou la disparition d’une molécule dans
I’organisme en administrant a un débit connu cette méme molécule marquée avec un isotope

stable.

1.2.2.1 Méthode corps entier reposant sur la cinétiqgue d’'un AA marqué

La perfusion d’AA marqués par un isotope stable est la méthode de référence d’évaluation du
métabolisme protéique global. Les isotopes stables sont les plus utilisés et parmi eux le
carbone 13 (**C), notamment intégré a la leucine (1-'>C-Leu). D’autres isotopes stables sont
employés comme le °N, le *H et le '*O (64). Dans ces modéles de perfusion de traceurs, on
considere que les isotopes ne modifient pas le comportement de la molécule qu’ils intégrent.

Dans ce modele, le compartiment intracellulaire est considéré comme un seul compartiment,
simplifiant le pool de protéines et d’AA, ce qui en constitue sa principale limitation (Figure

9).
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Figure 9 : Modele de mesure du métabolisme protéique par injection de leucine marquée.
D’aprés Darmaun (13).
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D’autres modeéles a plusieurs compartiments, plus complexes, peuvent étre utilisés. La leucine
est un AA ramifi¢ donc principalement métabolisé dans le muscle. C’est un AA indispensable
(non synthétis¢), sa source est donc alimentaire (I) ou réutilisée a partir de la protéolyse (B).
Les sorties de leucine sont soit I’oxydation (Ox) en CO; soit la syntheése protéique (S). A
I’état stable, la concentration de leucine dans le plasma est stable, c’est-a-dire que les flux
entrant (Ra) et sortant (Rd) sont a 1’équilibre. On obtient donc Ra=1+ B =Rd =S + Ox.

La perfusion intraveineuse de 1-'>C-Leu & débit constant (f) permet d’atteindre un plateau
d’enrichissement isotopique apres dilution dans I’organisme représenté par le rapport de la
molécule marquée sur la molécule non marquée. On obtient [°C-Leu/'*C-Leu] = f/Ra. Ainsi,

en mesurant le rapport isotopique, on peut déduire Ra. Cette mesure est effectuée en mesurant
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le *CO, dans I’air expiré (E"’CO,) estimant I’oxydation de leucine et corrigée par
I’incorporation d’une partie du *CO, dans le pool des bicarbonates (taux de récupération ou
recovery).

La syntheése est déduite par soustraction de 1’excrétion au renouvellement qui correspond a
I’utilisation non oxydative de la leucine (NOLD) = Rd — Ox, qui est un index de la synthése

protéique (la leucine représente environ 8% des AA dans les protéines).

Le plasma est considéré comme le reflet de I’organisme. La mesure de 1’enrichissement dans
le plasma n’est pas directement mesurée sur la leucine mais approximée par son o-cétoacide
circulant correspondant (a-céto-isocaproate ou KIC) issu de la transamination de la leucine
intracellulaire. Le Ra de leucine intracellulaire peut étre calculé a partir du quotient entre la
vitesse de perfusion du traceur et une valeur d’enrichissement moyen corporel calculée a
partir du KIC plasmatique.

D’autres AA ont été étudiés sur le méme principe, y compris des AA non indispensables
comme la glutamine ou la mesure de syntheése endogene peut étre estimée a partir de la part
du flux total non expliqué par la protéolyse (44).

Le métabolisme splanchnique peut également étre €évalué plus spécifiquement par un double
marquage isotopique par de la “C-Leu intraveineuse et de la *Hs-Leu par voie entérale,
permettant de mesurer la captation de la leucine par I’intestin et le foie (premier passage

splanchnique) (65).

La mesure de la '"N-glycine en perfusion intraveineuse continue permet d’estimer le

renouvellement des acides aminés au niveau plasmatique (Figure 10) (66). La méthode

nécessite des prélevements veineux répétés et la mesure est effectuée par spectrométrie de
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masse apres déprotéinisation du plasma, isolation de la glycine par chromatographie et

dérivatisation.

Figure 10 : Schéma du modéle exploré par la perfusion continue de '*N-glycine. D’aprés
Picou et Taylor-Roberts (66).
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Le mode¢le de Picou et Taylor-Roberts considere que le pool métabolique est constant pendant
la perfusion de traceur, qu’il n’y a pas de recyclage du "N, pas de discrimination d’isotope
(effet isotopique, cf. plus bas), pas de différence entre les AA d’origine endogeéne et exogene
et enfin que la "’N-glycine est un traceur représentatif de I’azote aminé. Le '°N est échangé
par transamination avec les autres AA, sa concentration étant mesurée sur 'urée et
I’ammoniac.

Certains points limitent cette méthode comme le délai nécessaire a un état stationnaire (au
moins 30 a 40 heures) qui affaiblit le postulat de taille constante du pool métabolique et le fait
que la glycine provient a la fois de la dégradation protéique et d’une néosynthese tissulaire.

Le délai peut étre raccourci grace a I’injection d’une dose de charge.
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1.2.2.2 Méthode des produits terminaux

La mesure de production de I'urée peut étre effectuée par méthode isotopique en utilisant
I’urée marquée au ]SN, 14C, BC ou 0. Schématiquement, la production de 1'urée est
exclusivement hépatique, I’intégralité est déversée dans le sang sans perte irréversible au
niveau du foie. L excrétion se fait par la filtration rénale, considérée comme irréversible.
L’utilisation d’un double marquage de "’N,-urée en perfusion intraveineuse continue avec
dose de surcharge permet d’estimer la production d’urée a la phase d’équilibre. L’avantage de
ce traceur est qu’il permet également de mesurer 1’hydrolyse de 1’urée dans I’intestin donc le
taux de recyclage intestinal de 1’azote uréique. L’urée synthétisée a partir du NH3 intestinal
sera de la ""N-urée (marquage simple) puisqu’on peut considérer que la probabilité de
réincorporer deux "N dans ’urée est trés faible. Les mesures peuvent étre réalisées dans le
sang et I’urine.

La difficulté est d’identifier la phase de plateau isotopique car la taille du pool est importante
et son taux de renouvellement fractionnaire est lent. Une dose de surcharge adaptée permet de
limiter ce probléme mais sa quantification est délicate. Une autre limitation est que cette

technique est adaptée seulement aux mesures du Ra urée a court terme.

La mesure de la '"N-glycine en perfusion intraveineuse continue peut étre utilisée pour
estimer les produits terminaux. Le choix du produit terminal est alors important. Comme dit
plus haut, I’incorporation dans I’urée est lente et nécessite donc un temps important avant de
mesurer une différence d’enrichissement. Produite dans le foie, elle refléte plus volontiers le
métabolisme hépatique. Pour I’ammoniac qui a une excrétion rapide et qui dérive
prioritairement de 1’azote amidé de la glutamine, la glycine n’est sans doute pas le meilleur

traceur car elle ne représente qu’une partie du pool total d’azote. De plus, la glutamine
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provenant essentiellement du muscle, ’ammoniac refléte plus largement le renouvellement

protéique musculaire (15).

1.2.2.3 Mesure de la synthese protéiqgue au niveau des tissus par incorporation des

précurseurs

Le renouvellement au niveau d’un tissu peut €tre mesuré par marquage isotopique ou la
quantité¢ d’AA marqués incorporée dans les protéines est mesurée (15). La synthése peut étre
mesurée par injection d’une dose de surcharge de traceur. Elle s’exprime par le taux de
syntheése fractionnaire (FSR ou ks) d’une protéine spécifique en % par unité de temps, qui
correspond a la pente d’intégration de I’AA marqué par rapport a la quantité de traceur dans le
pool précurseur d’AA, déterminé a I’aide de modéles compartimentaux. La mesure de
I’enrichissement du pool précurseur de synthése est facilitée par 1’injection d’une dose de
surcharge. L’autre avantage est d’avoir une quantité suffisante de traceur pour mesurer des
variations sur de courtes périodes de temps ou dans un tissu ayant un renouvellement lent
comme le muscle (67).

Le taux de synthese protéique (masse/unité de temps) peut €tre calculé si la masse protéique
totale est connue. Ceci suppose qu’on considere que la syntheése protéique n’est pas influencée
par la perfusion de cette dose de surcharge, qui est une quantité d’AA en excés pouvant
augmenter la syntheése protéique et 1’oxydation. Ces mesures nécessitent un acces au
compartiment protéique et ne peuvent étre effectué que sur un nombre limité de tissus dont le
muscle, les protéines circulantes, le foie, et I’intestin gréle notamment. Cette technique est

difficile de mise en place et sa fiabilité est controversée.
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1.2.3 Approche par organes : mesure des différences artério-veineuses

Cette technique permet une mesure régionale du métabolisme protéique, par exemple au
niveau d’un groupe musculaire au niveau d’'un membre (avant-bras par exemple), permettant
de mesurer le métabolisme musculaire (15). Le principe est la mesure de part et d’autre d’un
organe. La captation du traceur par le muscle, la synthése lorsque I’AA est non oxydable
comme la phénylalanine, peuvent étre mesurées grace a l’enrichissement intracellulaire
(biopsie musculaire), dans 1’artére ou dans la veine.

La protéolyse peut étre calculée par cette méthode. La mesure simultanée permet d’obtenir les
flux entre les compartiments capillaire et intramusculaire. La captation est variable selon
I’AA, dépendant de la vitesse de passage de la membrane cellulaire et de 'utilisation pour
I’oxydation (leucine).

Cette technique suppose que 1’ensemble des flux vasculaires est destiné a la masse cellulaire
active donc sans shunt au niveau cutané. Les mémes postulats que pour la méthode des
produits s’appliquent a cette méthode. De plus, la technique peut étre risquée pour I’artére
cathétérisée et les différences mesurées sont proches de D’erreur de mesure liée a

I’appareillage.

1.2.4 Chromatographie des acides aminés

La mesure directe des concentrations plasmatiques d’AA par chromatographie donne un
apercu des acides aminés plasmatiques a un instant donné. Une diminution de la concentration
plasmatique en certains AA est présente en cas de MPE sévere. Cependant, cette méthode
explore une petite partie du pool d’AA (<1%) et ne permet pas d’accéder a des mesures de

synthese, de protéolyse ou d’oxydation, rendant son interprétation complexe.
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1.2.5 Mesure de la protéolyse

Cette mesure est difficile. Des dispositifs in vitro d’évaluation de la protéolyse existent sur
milieu spécifique, avec mesure de la tyrosine dans le muscle, de la valine dans le foie. Il est
possible d’inhiber spécifiquement chacune des voies, ce qui permet de mesurer ’activité de

chacune dans la protéolyse.

Mesure de la 3-méthylhistidine (3-MH)

La protéolyse peut €tre estimée de manicre simplifiée par la mesure de la 3-MH. Il s’agit
d’une modification post-traductionnelle de 1’actine dans le muscle squelettique et lisse,
ajoutant un radical méthyl a I’histidine. La 3-MH n’étant pas catabolisée, elle est excrétée
dans les urines et est mesurable.

L’absence de distinction entre la dégradation (rapide) dans le muscle lisse et (lente) dans le
muscle strié et la possibilité d’un apport exogene (viande, poisson) rend cette mesure peu
robuste (68). Le muscle stri¢ représenterait 91% du pool de la 3-MH et 1’¢limination urinaire
d’origine extra-musculaire représenterait entre 15% et 25% (69).

La masse musculaire peut étre estimée indirectement par 1’excrétion de créatinine, 2%
environ de la créatine subissant une conversion irréversible en créatinine. La 3-MH peut donc
étre exprimée en fonction de la créatinine afin de rapporter la protéolyse a la masse

musculaire totale.

Autres méthodes d’évaluation de la protéolyse

La mesure des quantités d’ARNm permet d’avoir une quantification de 1I’expression génique
donc un reflet de la quantit¢é de protéines synthétisées, par exemple dans le systeme

ubiquitine-protéasome.
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Chez I’animal, de nouvelles techniques par infusion d’AA non marqués précédant I’infusion
marquée de 2 traceurs (phénylalanine et thréonine dans ce cas) permettent de déterminer le
FSR et le taux de protéolyse fractionnaire (FBR) a I’état non stable physiologique, au niveau

d’un membre (70).

1.3 Utilisation de traceurs non radioactifs en abondance naturelle

1.3.1 Les isotopes

Les isotopes sont des ¢léments de la classification périodique, ayant un nombre de charge Z
identique et un nombre différent de neutrons donc une masse atomique différente. Le "N est
un isotope stable, non radioactif, de 1’azote 14 (**N) et est présent en faible quantité a 1’état
naturel (environ 0,4 %) dans notre alimentation et nos tissus, 1,1% pour le °C.

Un isotopologue est une molécule de méme formule chimique, contenant des isotopes
différents. Ainsi la ""N-urée est un isotopologue de la "*N-urée. L’isotope peut étre a une
position différente dans la molécule, par exemple le '°N peut se trouver dans la glutamine en
position aminée (position 2) ou amidée (position 5), formant ainsi deux isotopomeres.

La mise en évidence des isotopes passe par la mesure de la masse moléculaire en
spectrométrie de masse de rapports isotopiques (irm-MS) permettant de déterminer le rapport
d’abondance entre I’isotope lourd sur I’isotope léger soit '"N/'*N (abondance ou teneur
isotopique). La comparaison de ce rapport a une référence internationale permet d’obtenir des
résultats précis exprimés dans I’échelle relative 6 (%o). Une valeur positive signifie un
enrichissement par rapport a la référence, c’est-a-dire une teneur plus élevée en isotope lourd,
et une valeur négative un appauvrissement, c’est-a-dire une teneur moins €levée en isotope

lourd.

33



La mesure des variations de I’AIN en ISN, donc sans administration de molécule marquée, au
sein d’une molécule dans différentes situations physiologiques ou pathologiques pourrait

fournir des données sur le métabolisme protéique.

1.3.2 Abondance isotopique naturelle en BN et BC

1.3.2.1 AIN en °N

La mesure de I’AIN en "N a permis d’obtenir une évaluation des apports protéiques chez
I’homme des glaces et les animaux préhistoriques (71). Des variations ont pu étre observées a
chaque étape de 1’évolution du mode alimentaire humain, passant de la chasse a la
domestication et au développement de I’agriculture (72,73). En effet, elle varie en fonction de

la quantité et de la qualité des protéines (74).

Un enrichissement croissant en "N est observé en montant dans la chaine alimentaire. Un
organisme a donc une AIN en "N plus élevée que ce qu’il mange. C’est 1’effet trophique ou
« trophic level effect » qui peut étre quantifi¢ par :
APN= §"Nigsu- 8" Natimentation (%0)

Cette valeur varie habituellement entre 3 a 5%o (75). L’homme a des teneurs €levées car il est
au sommet de la chaine alimentaire. L’AIN en "’N des nouveau-nés allaités est supérieure a
celle de sa mere (76). Ceci a permis de déterminer le régime alimentaire des nouveau-nés et
I’age du sevrage du lait maternel pendant I’Ancien Régime. En comparant ’AIN en "N du
collagéne osseux (qui a un renouvellement lent, de I’ordre de plusieurs années) et des cheveux
(renouvellement modéré de 1’ordre de plusieurs mois) des mémes individus, il a été possible
de déterminer si les nourrissons étaient nourris au sein et 1’age du sevrage du lait maternel

(77).
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L’AIN en "N varie en fonction du régime protéique alimentaire (78). Il existe une corrélation
positive entre la consommation de protéines animales ou végétales et ’AIN en °N. Il existe
une gradation entre les végétaliens (consommant uniquement des produits végétaux) qui ont
les teneurs les plus basses puis les végétariens (alimentation excluant la viande et les poissons
mais comprenant les produits dérivés des animaux comme le lait et les ceufs) ou les teneurs
sont intermédiaires et enfin les omnivores (régime alimentaire diversifié complet) qui ont les
teneurs les plus élevées (Figure 11) (79). L’enrichissement naturel en "N est plus élevé

lorsque les protéines proviennent de poissons plutdt que d’animaux terrestres (79).

Figure 11 : Teneurs en "N selon le type de régime alimentaire. Enrichissement progressif
avec un régime de plus en plus carnivore. D’apres Petzke et al. (79)

= 12
®©
-0
Yo
G
Q
Q i
© 10 omnivores
@
o
2 9
z
g
o 8 végétariens
z
g
c 7
(0]
= { végétaliens
2 6
5]
l_
5

Une analyse de la comparaison de différentes sections de cheveux d’individus passés d’un
régime omnivore 4 un régime végétarien a montré que ’inertie de I'AIN en "N et °C était
quasi nulle. Par la suite, elles diminuaient de maniere simultanée et progressive jusqu’a
atteindre un équilibre entre sept et douze mois (78). Cet aspect progressif pourrait s’expliquer

par la vitesse de renouvellement cellulaire variable selon les organes et a 1’établissement d’un
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nouvel équilibre corps entier. Les AA du pool de synthese protéique proviennent pour environ
20% de l’apport exogene, et pour 80% de source endogene. Ce qui signifie qu’une
modification du régime alimentaire aura un effet partiel par dilution des protéines issues de
I’alimentation dans le pool d’AA. Ceci signifierait que les changements de régime alimentaire
sont rapidement observables et qu’un équilibre des AIN en "°C et "°N serait obtenu lorsque le
pool protéique est renouvelé entierement, ce qui prend plusieurs mois, en particulier pour le

muscle.

Dans une autre étude, deux groupes de femmes (n=14) avec un apport protéique comparable
en pré-¢tude (1,4 g/kg/j) ont modifié pendant 4 semaines leurs apports protéiques pour des
apports plus faibles mais restant élevés (1,15 g/kg/j) et tres élevés (2,25 g/kg/j, supplément de
protéines animales) en protéines (80). L’AIN en "N était plus élevée aprés intervention dans
les 2 groupes dans le plasma mais pas dans les cheveux, sans doute a cause du délai court de
mesure aprés intervention. La comparaison des AIN en "’N ne montrait pas de différences
dans le plasma et les cheveux entre les groupes apres intervention mais il existait une AIN en
>N plus faible dans les urines pour le groupe trés élevé, pouvant traduire une augmentation

de I’oxydation directe des AA.

1.3.2.2 AIN en °C

. . \ 11z 1
Ce raisonnement s’applique & d’autres éléments comme le carbone. L’AIN en *C augmente

¢galement en montant la chaine alimentaire, avec des paliers d’environ 1%o par niveau (78).

La photosynthése offre un exemple d’effet isotopique responsable d’une AIN en “C plus
¢levée chez les plantes en Cy4 (entre -15%o et -11%o) par rapport aux plantes en Cs (entre -32%o

et -23%o) alors que I’enrichissement en °C du CO, ambiant est de 1’ordre de -8%o (79). Cet
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effet est en partie 1i¢ au couplage de la carboxylation (menant a des composés organiques) a
un cycle dépendant de I’enzyme malique et de la phosphoénolpyruvate carboxykinase
(PEPCK) dans les plantes en Cs.

Les plantes en C4 comprennent le mais, le sorgho, le mil et le sucre de canne et les plantes en
Cs; comprennent le blé, I'orge, le soja, les pommes de terre, les fruits et légumes. Les
Européens consomment moins de plantes en C4 (mais principalement) que les Américains du
Nord, leur AIN en "C est par conséquent inférieure.

Cette mesure a une application industrielle quotidienne dans le contrdle de la fabrication des
vins en recherchant un enrichissement anormal du carbone en cas de mélange de sucre ou

d’alcool (81).

1.3.3 Mesure de I’effet isotopique comme bio-marqueur métabolique

Un accroissement de ’AIN en "N de I’ordre de 3%o est retrouvé pour chaque pallier de
niveau trophique de la chaine alimentaire (cf. plus haut). L’utilisation préférentielle d’un
isotopologue en fonction de I’intensité d’une réaction chimique constitue le fractionnement
isotopique, dépendant des constantes d’équilibre. On distingue ’effet isotopique cinétique
pour des réactions chimiques irréversibles non totales, généralement favorable a
I’incorporation du '*N grice a une énergie de liaison plus faible. L’effet isotopique
thermodynamique est retrouvé dans les réactions réversibles, permettant un €quilibre entre le

ratio des produits sur les substrats et pouvant €tre favorable ou défavorable a 1’isotope lourd.

Plusieurs études suggerent que le métabolisme protéique est un déterminant majeur de 1I’AIN
en N, incluant le métabolisme des AA et le renouvellement protéique. La cinétique des
réactions biochimiques est étroitement liée a la composition isotopique des molécules et

I’effet isotopique se produit lors des modifications du renouvellement protéique. Cette
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propriété permettrait d’estimer 1’intensité du renouvellement protéique chez ’homme sain et
malade. A notre connaissance, il n’existe aucune étude publiée chez 1’animal ou chez

1’homme comparant I’ AIN en "°N & I’infusion de traceurs.

1.3.3.1 Au niveau moléculaire

Il existe peu de données permettant de démontrer une variation de D’effet isotopique.
Lorsqu’une réaction est composée de plusieurs étapes, I’effet isotopique final est 1i¢ aux effets
isotopiques de chaque étape de la réaction (82). Les facteurs de fractionnement isotopique et

leur influence dans le métabolisme de 1’azote restent peu connus.

Un effet isotopique a été retrouvé in vitro lors de réactions de transaminations hépatiques,
plus particulierement avec I’aspartate aminotransférase sur le transfert de I’azote aminé de
I’acide glutamique vers 1’oxaloacétate formant 1’acide aspartique, dont la vitesse de réaction
favorise I’incorporation du "*N (1,0083 plus rapide) dans le produit de la réaction (83), chaque
étape intermédiaire de I’action de ’aspartate aminotransférase étant favorable au '°N (84). La
réaction inverse de transfert de NH, de 1’acide aspartique vers 1’a-cétoglutarate favorise ici
encore le "*N (1,0017 plus rapide). Une mutation de I’aspartate aminotransférase entraine une
modification de I’effet isotopique par changement du fractionnement (85).

Un effet isotopique a aussi €té mis en €vidence au niveau de 2 étapes du cycle de I'urée, sur
I’arginosuccinate synthétase catalysant le transfert du groupement NH, de I’acide aspartique
vers la citrulline qui devient alors 1’acide arginosuccinique et sur la carbamoyl phosphate
synthétase qui synthétise le carbamoyl phosphate faisant entrer I’ammoniac dans le cycle de
I’urée (86). L’urée et I’ammoniac auraient ainsi des AIN plus faibles et les protéines
synthétisées par le foie des AIN plus élevées a cause d’un effet isotopique plus important.

Certains auteurs suggerent qu’une augmentation de la production d’urée pourrait conduire a
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. . 1 L. , . 1 .
un enrichissement en "N des protéines, avec une rétention du "N dans le corps (87). Ceci
: A . , e .. . . 1
pourrait étre expliqué par une excrétion urinaire de produits appauvris en "N et

I’incorporation des AA résiduels riches en °N (88).

La syntheése protéique semble engendrer un effet isotopique (89). La réaction de
peptidyltransférase de la sous-unité 50s du ribosome parait soumise a un effet isotopique
cinétique (irréversible). Le ribosome semble jouer un role catalytique propre dans la
formation de liaisons peptidiques, car cet effet n’est pas modifié par le pH.

La protéolyse est aussi soumise a un effet isotopique lors de la cassure des liaisons
peptidiques, comme cela a été¢ montré in vitro avec I’hydrolyse du dipeptide glycylglycine en
2 glycines, variant selon le pourcentage de la réaction d’hydrolyse et la température (90). In
vitro, la déamination de la cytidine peut aussi étre responsable d’un effet isotopique, pouvant
étre modifié par une mutation (91). La fonction amidée peut aussi étre concernée par un effet
isotopique comme dans 1I’hydrolyse de la glutamine par la carbamoyl phosphate synthétase

(92).

Une revue de littérature sur le métabolisme protéique végétal a mis en évidence 10
localisations d’effets isotopiques principaux (Figure 12) (93). Dans cette revue, I’auteur
suggere que les variations de I’AIN sont en lien a la fois avec les effets isotopiques des
différentes réactions et avec les flux métaboliques impliqués. La complexité déja présente au
niveau végétal permet de juger de la difficulté d’une localisation des effets isotopiques chez

’homme.
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Figure 12 : Schéma simplifi¢é du métabolisme protéique végétal montrant les principaux effets
isotopiques. D’apres Tcherkez (93).
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Légende: 1: glutamine synthétase; 2: glutamine-2-oxoglutarate aminotransférase; 3 :
glutamate-glyoxylate aminotransférase ; 4 : glutamate déshydrogénase ; 5 : nitrate réductase ;
6: glycine décarboxylase; 7: sérine-glyoxylate aminotransférase; 8: aspartate

aminotransférase ; 9 : asparagine synthétase ; 10 : glutamate décarboxylase.

L’effet isotopique peut étre observé dans d’autres voies métaboliques. Dans le métabolisme
lipidique, les acides gras polyinsaturés (AGPI) sont trés sensibles a 1’oxydation non
enzymatique par les espeéces réactives de 1’oxygene. Cette réaction peut étre bloquée lors de
I’ajout de deutérium sur le site bis-allélique de 1’acide linolé¢ique (C18:2w6) par un effet
isotopique cinétique, démontré chez la levure S. cerevisiae (94,95). La présence de deutérium
dans le systeme conjugué pourrait jouer un réle dans un effet isotopique cinétique secondaire.
Ceci suggere que D’effet isotopique pourrait aussi €tre un marqueur du métabolisme

énergétique.
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1.3.3.2 Les études animales

Chez ’animal, les tissus ont des AIN en "°N qui différent selon le renouvellement protéique
de chaque organe (96). Poupin et al. apportent des arguments robustes a la variation de I’AIN
en "N selon le métabolisme protéique chez le rat (97,98). La méthode est proche des études
de traceurs intraveineux avec une dose de charge en "°N dans une alimentation administrée
par voie entérale. Ceci leur a permis de modéliser les compartiments corporels impliqués dans
le métabolisme protéique. Leurs résultats suggérent que I’AIN en N dépend du
renouvellement protéique et qu’il existe un niveau basal d’AIN en "N différent dans le
muscle, le plasma et le foie, cohérent avec le renouvellement protéique de chacun de ces
compartiments. En effet, le foie avait une AIN en "N supérieure au muscle dont le
renouvellement protéique est plus lent. L urée plasmatique avait une AIN en °N inférieure au
foie, ce qui pourrait confirmer qu’un effet isotopique est en faveur des protéines nouvellement
synthétisées par le foie. Dans leur étude, les AIN en "N étaient plus élevées dans les protéines
que dans les AA libres dans la plupart des tissus. Ces derniers, représentant le pool circulant,
pourraient avoir un impact sur la synthése de 1’urée. L’intensité de 1’effet isotopique semble
dépendre des voies métaboliques hépatiques et de leur activité, c’est-a-dire le renouvellement

protéique qu’il soit modulé par I’apport alimentaire ou par un état pathologique (86).

L’AIN en N spécifique des AA pourrait étre variable selon que I’AA peut subir une
transamination et qu’il soit indispensable ou non (99). Ceci ferait considérer 3 groupes d’AA,
1) les AA transaminables d’AIN comparables et peu dépendant de 1’alimentation, 2) les AA
non transaminables non indispensables d’AIN intermédiaire selon la proportion de synthése
de novo et 3) les AA non transaminables indispensables d’AIN identiques a I’alimentation car

I’azote n’est pas échangé. Les transferts d’azote des AA sont représentés dans la Figure 13.
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Figure 13 : Pool d’AA et transfert d’azote chez les mammiferes. Adapté de Braun et al. (99).
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Légende : Les AA indispensables sont encadrés, la couleur orange correspond aux AA non
transaminables indispensables, la couleur bleu aux AA non transaminables non

indispensables. TA : transamination, D : dégradation, DH : déshydrogénase, S : synthese.

Le fractionnement isotopique est donc dynamique, dépendant des organes et de la situation
métabolique de synthése et de catabolisme ainsi que des multiples étapes et voies
métaboliques. Ceci a ¢ét¢ bien mis en évidence par une nouvelle modélisation multi-
compartimentale développée par 1’équipe de H. Fouillet a partir de données issues de traceurs
chez le rat (100). Ce modele repose sur des compartiments de taille et de renouvellement
différents et prend en compte les flux et le métabolisme des protéines et des AA. Le
fractionnement pourrait varier alors en fonction des flux et de la synthése ou de la dégradation
protéique. Les variations de flux pourraient engendrer une modification du fractionnement
d’un compartiment qui pourrait lui-méme modifier les autres compartiments par les échanges

ultérieurs. Lors de la stabilisation des flux, méme si 1’état stable est différent du précédent, le
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fractionnement pourrait revenir au niveau antérieur, faisant de ce marqueur un témoin

dynamique.

1.3.3.3 En recherche clinique

Notre groupe a étudié¢ le lait maternel et les cheveux du nouveau-né a 1’age de 1 mois
(101,102). Les valeurs de I’AIN en N ainsi que les quantités d’AA des cheveux et du lait ont
été déterminées. Les enfants étant allaités de maniére exclusive, I’apport nutritionnel en "N
était donc contrdlé. Les résultats montraient une différence importante de I’AIN en "N entre
les cheveux du nouveau-né et les protéines du lait maternel, dépassant largement 1’effet
trophique. De plus, la différence entre les sommes pondérées de I’AIN en "N des AA du lait
et des cheveux du nouveau-né, mesurée apreés hydrolyse, €tait identique a celle de la protéine
entiere. Celle-ci ne peut donc pas €tre attribué¢ aux différences de composition en AA des
protéines. On pouvait noter une corrélation étroite entre I’AIN en "N et le nombre de
réactions pour I’obtention de 1’azote amin¢. Les AA obtenant leur azote aminé en une réaction
avaient une AIN en "°N plus élevée que ceux qui I’incorporaient & une étape ultérieure. Enfin,
la thréonine et la lysine qui ne transaminent pas chez ’homme avaient conservé une AIN en
>N peu élevée. Ainsi, la grande différence d’AIN en "°N entre les cheveux et le lait pourrait

étre attribuable a un métabolisme protéique plus rapide du nouveau-né.

A notre connaissance, deux études (dont la notre) explorent la relation entre une dysfonction
d’organe et une diminution de I’intensité du métabolisme chez I’homme, et quelques autres se
sont intéressées a I’impact de I’état nutritionnel (Tableau 2).

Une diminution de I’AIN en "N a été observée dans la cirrhose hépatique (d’étiologie
principalement alcoolique), avec des valeurs d’AIN en N total des cheveux autour de 6,7%o,

plus bas de 3,2%o par rapport aux contréles de I’étude, ce qui pourrait traduire un effet
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délétere sur le métabolisme hépatique par diminution de la synthése protéique globale (103).

L’étude de I’AIN en N des acides aminés retrouvait une AIN plus faible hormis pour la

phénylalanine qui semblait élevée et 1’isoleucine, la thréonine et la proline qui semblaient

conservées. Ces AA sont indispensables sauf la proline mais qui ne subit pas de

transamination, ce qui pourrait expliquer en partie ces particularités. On pouvait noter que les

patients ayant un dispositif de shunt intra-hépatique portosystémique avaient tendance a avoir

une AIN en "N plus faible que les autres patients, évitant le premier passage hépatique donc

diminuant les transaminations.

Tableau 2: Etudes de mesure d’AIN en "N en temps que marqueur métabolique en

pathologie humaine

Référence Tissu N Pathologie Conclusion

Fuller et al. Cheveux 8 Vomissements AIN plus élevée chez les malades
(2005) (107) gravidiques

Petzke et al. Cheveux 21 Cirrhose hépatique AIN plus faible chez les malades
(2006) (103)

Hatch et al. Cheveux 20  Anorexie mentale  AIN plus faible chez les malades
(2006) (104) et boulimie

Mekota et al. Cheveux 6 Anorexie mentale  AIN plus faible chez les malades,
(2006) (105) plus élevée si MPE sévere
Mekota et al. Cheveux 7 Anorexie mentale  AIN plus €levée si MPE sévere
(2009) (106)

De Luca etal. Cheveux 64  Diabete avec ou AIN corrélée a I’atteinte rénale

(2014)

sans néphropathie
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Les autres études portent sur des pathologies entrainant une MPE. Les troubles des conduites
alimentaires en général et I’anorexie mentale semblent aussi entrainer une diminution de
’AIN en "N (<8%0), ce qui suggére une diminution de synthése protéique (104,105). La
diminution d’AIN en "N parait plus marquée dans 1’anorexie mentale que dans la boulimie,
ayant un impact probablement moindre sur I’état nutritionnel. Dans cette méme étude, le suivi
de ces patientes révélait que I’apparition d’une diminution de I’'IMC avec apparition d’une
MPE sévére semblait faire augmenter I’AIN en "N, ce qui suggére une augmentation du
catabolisme donc un enrichissement des AA circulants par mobilisation des protéines
endogenes musculaires. Une autre étude de la méme équipe incluant 7 patientes a retrouvé des
variations similaires mais une AIN en "N basale plus élevée (106). Un stress nutritionnel 1i¢ a
des vomissements gravidiques, avec perte ou faible prise de poids, permet d’observer les

mémes résultats sans doute par le méme mécanisme responsable d’un catabolisme (107).

L’importance du catabolisme pourrait ainsi influer sur I’AIN en "N chez I’homme. Ces
publications restent observationnelles, non mécanistiques et portent sur des petits effectifs, ce

qui nécessite des études contrdlées sur un plus grand nombre de patients.

En physiologie, il a été observé une diminution progressive de I’AIN en °N au cours de la
grossesse d’autant plus importante que la prise de poids maternelle et le poids de naissance du
bébé ¢Etaient élevés, avec une réaugmentation en post-partum (108). Le mécanisme
physiologique pourrait €tre une économie azotée par réduction de 1’activité enzymatique du
cycle de I'urée, s’accentuant au cours de la grossesse, associée a une augmentation des
apports protéiques et de 1’hydrolyse de 1’urée (109,110). L’influence de la pousse du cheveu
n’est pas exclue (cf. plus bas). Le niveau d’oxydation des AA était inversement corrélé au

poids de naissance du nouveau-né, suggérant la encore une économie de 1’azote (109). Ceci
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suggére que le "N est préférentiellement incorporé par le métabolisme le plus intense, ¢’est-a-

dire le feetus.

1.3.4 Spectrométrie de masse de rapports isotopiques

Les AIN en "N et °C sont déterminées en utilisant un Analyseur Elémentaire couplé a un
irm-MS (Figure 14)

Les échantillons sont préparés (nettoyage pour les cheveux, lyophilisation pour les tissus
solides, séparation de phases pour les tissus liquides) puis pesé€s sur une balance de précision
et mis en capsules d’étain. Des tests préalables permettent de déterminer la masse cible de
I’échantillon afin d’obtenir un pic permettant de rentrer dans le domaine de linéarité
d’amplitudes de pic de I’appareil et d’avoir une homogénéité de mesure, soit environ 80ug
d’azote. Les capsules sont préparées en duplicata ou triplicata et leur moyenne est prise en
considération dans les résultats.

La capsule en étain est introduite grace a un flux d’hélium et d’oxygene dans le four de
combustion de I’analyseur ¢lémentaire a 1020°C. A cette température, I’étain permet par sa
sublimation, un transfert d’énergie a I’échantillon qui est oxydé trés rapidement. La
composition du four de combustion (oxyde de chrome, cuivre réduit, oxyde de cobalt et
cobalt d’argent) et la quantit¢ d’oxygene introduite permettent de transformer
quantitativement 1’échantillon en gaz N, CO; et H,O. Les gaz transportés par flux d’hélium
passent au travers d’un piege a anhydrone (perchlorate de magnésium Mg(ClOs),) retenant
I’eau. Les gaz N, et CO; sont ensuite séparés par une colonne de chromatographie gazeuse,

puis sont introduits successivement dans 1I’irm-MS.
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Figure 14 : Schématisation d’un analyseur élémentaire couplé a un spectrometre de masse de

rapports isotopiques on line. D’apres Tea (schéma personnel).
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Le N, et le CO, produits au cours de la combustion de I’échantillon arrivent dans la source de
I’irm-MS ou ils sont ionisés par impact €lectronique a 120 eV (¢électron Volt), sous une
pression de 10 mbar. Les ions moléculaires produits (N,™ et CO,") sont accélérés par un
potentiel de 3kV et sont projetés dans un champ magnétique uniforme. Ces ions sont ensuite
déviés par ce champ magnétique de 0,75 Tesla et sont recueillis simultanément dans des
collecteurs (cages de faraday). Les cages de faraday sont reliées a des amplificateurs et les
courants produits sont proportionnels a la quantité respective de chaque espece d’ions

collectés.

Pour I’azote, il s’agit des isotopomeres de masses atomiques 28, 29, 30 correspondant
. . : 14 14 15 14 15 15 A

respectivement aux isotopes du diazote "N- "N, "N-"N, “N-"N. De méme pour le carbone,

les isotopomeres de masses atomiques 44, 45 et 46 sont détectés et correspondent

respectivement aux isotopes du dioxyde de carbone '*C'°0,, *C'°0, ou '*C'70'°0, *C""0,

ou 13CI7O]6O.

La teneur isotopique de 1’échantillon est exprimée par le rapport isotopique R qui est la
fraction de I’isotope le plus lourd sur I’isotope le plus léger soit ""N/"N et *C/'*C. Les
résultats sont exprimés en valeur relative par rapport a une référence et exprimés en o (%o) :
9 (%0) = [(Rechantilion — Rréférence) / Rreférence] X 1000

Les références internationales représentées dans la formule par Rysssrence SOnt 1’azote
atmosphérique pour le 5N (Rreference = 0,0036765) et le carbonate Vienna Pee Dee Belemnite
(V-PDB) pour le "°C (Rusgsrence = 0,0112372).

Une valeur positive signifie une teneur plus élevée en isotope lourd que la référence, c’est-a-
dire un enrichissement ; alors qu’une valeur négative exprime une teneur moins ¢élevée en

isotope lourd que la référence c’est-a-dire un appauvrissement.
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La calibration pour 8"°N est effectuée avec le matériel de référence international IAEA
(International Atomic Energy Agency)
(http://mucleus.iaea.org/rpst/referenceproducts/referencematerials/Stable Isotopes/index.htm)

IAEA-N1 (8"°N = 0,43 + 0,07 %o) et IAEA-N2 (8"°N = 20,41 + 0,12 %o), et pour 8'°C, NBS-
22 (8"3C =-30.03 + 0.05 %o), Saccharose-C6 (8"°C = -10.80 + 0.47 %o), et IAEA-CH-7 (5"°C
= -32.15 £ 0.05 %o), via un standard du laboratoire d’acide glutamique dont les 8'°N et §"°C
sont connus et stables, respectivement -4,80+0,08% et -27,48+0,05%o. La calibration avec cet
acide aminé de référence est effectuée grace a 2 échantillons au début de chaque série et tous
les 10 échantillons afin de controler la qualité des mesures (€ventuelle dérive de ’appareil au

cours de la série) et pour donner des points de correction aux valeurs mesurées.

Le processus de recueil de données se fait grace a un logiciel d’acquisition qui inclut la
correction automatique pour la fraction 'O de la masse 45 par la correction de Craig.

Les valeurs de pourcentages de carbone (%C) et d’azote (%N) sont calculées a partir du
rapport d’aire sous la courbe du pic de 1’échantillon sur le pic du standard de travail, 1’acide
glutamique. Le rapport C/N est le ratio %C/%N, calculé a partir des pourcentages de masse
déterminés a partir de ’intensité intégrée des pics pour le CO; et le Ny, et des masses des
échantillons. Il permet de vérifier la bonne combustion et la bonne qualité de 1’échantillon

(contamination). Chez I’homme, ces valeurs doivent étre comprises entre 2,9 et 3,8.

1.3.5 Possibilités de prélévements

La mesure de I’AIN peut étre effectuée sur de nombreux tissus d’intérét. Nous avons d’abord
travaillé sur les cheveux. Ce tissu est constitu¢ de 95% de kératine, protéine riche en cystéine.
La mélanine, autre protéine constituante du cheveu, est en quantit¢é mineure. Le cycle du

bulbe capillaire est composé de 3 phases : la phase anageéne qui correspond a la pousse du
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cheveu, la phase catagéne ou phase de stagnation durant quelques semaines et la phase
télogene qui comprend 1’atrophie du bulbe du cheveu puis la chute de celui-ci en quelques

jours. Ce cycle dure environ 2 a 5 ans, en grande partie 1i¢ a la durée de la phase anagéne

(111).

La vitesse moyenne de pousse du cheveu chez le sujet sain est de 0,8 a 1,3 centimétre par
mois selon le sexe, I’ethnie et la région du scalp (112). Les phases des bulbes capillaires ne
sont pas synchrones, un prélévement va donc comporter des cheveux appartenant aux trois
phases. Les cheveux en phase anagene représentent environ 88% de la chevelure mais certains
facteurs peuvent faire varier ce taux (111). La principale cause de variation dépend de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire, principalement des hormones sexuelles (testostérone et
cestrogenes) (113,114). Ainsi il existe une augmentation saisonniere de la synchronisation des
follicules capillaires en été. De plus, une augmentation de la sensibilité a la testostérone au
niveau des papilles dermiques est responsable d’une atrophie du bulbe engendrant une calvitie
chez ’homme (114). La grossesse, par le biais de I’augmentation des cestrogeénes, entraine
une augmentation de la proportion de bulbes en phase anagéne autour de 95% au cours des
deuxiéme et troisiéme trimestres, et durant jusqu’a une semaine apres 1’accouchement. Par la
suite, I’imprégnation hormonale diminue, les bulbes en phase anageéne diminuant a 76% a 6
semaines et pendant les trois mois qui suivent I’accouchement se traduisant par une chute des
cheveux (114). La prolactine pourrait également jouer un rdle en post-partum (115). L’IGF1
pourrait favoriser la phase anagéne ainsi que la taille et le nombre de bulbes chez la souris et
en culture cellulaire (116,117). Enfin les hormones thyroidiennes ont également un role de
régulation, augmentant la phase anagene en cas d’hyperthyroidie et provoquant leur chute lors

d’une hypothyroidie (118).
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Les cheveux sont un bon reflet des influences environnementales notamment nutritionnelles.
Lors d’une MPE chronique, les cheveux perdent leur pigmentation, deviennent raides, épars,
fins et cassants (119). Le diametre du cheveu diminue ainsi que le pourcentage de cheveux en
phase anagene alors que le pourcentage de cheveux en phase télogene augmente. Lors de la
renutrition, les cheveux se recolorent. Lorsque ces phases se succédent on obtient des cheveux

« en drapeau » ou bandes claires et sombres alternent.

Le cheveu présente plusieurs avantages : 1) il s’agit d’un prélévement non invasif, 2) c’est un
marqueur intégré, pouvant retracer les événements antérieurs sur une période dépendant de la
longueur du cheveu puisque les protéines servant a la synthese de la kératine sont exclues du
métabolisme, et 3) la composition du cheveu est stable dans le temps comme le suggerent des
mesures sur des momies et I’homme des glaces (74). 1l n’existe pas de différence significative
entre I’analyse des cheveux gris et les cheveux pigmentés (non gris). Le lavage des cheveux
(shampooings) et la teinture n’influent pas sur la mesure (78). Seuls les colorants organiques
(comme le henné) utilisés de maniere intensive et I’eau oxygénée pourrait avoir un effet. Il ne
semble pas y avoir d’effet de contamination environnementale de type pollution
atmosphérique. Chez la souris, le poil apparait étre également un intégrateur du métabolisme

protéique (120).

La kératine des ongles peut aussi étre utilisée, avec les mémes avantages que le cheveu (71).

Le collagéne osseux est un autre support d’étude isotopique mais pose des problémes de
stabilit¢ a long terme et de possible altération isotopique a la phase précoce de conservation
en milieu naturel (121). Ce prélévement ne concerne que I’anthropologie car difficile d’acces

chez le vivant.
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Comme ¢évoqué dans les études citées plus haut, les différents organes peuvent étre analysés
comme le foie, le muscle, la muqueuse intestinale. Enfin I’analyse du plasma permet d’avoir

acces aux protéines et AA circulants et a I’urée pour la voie de dégradation (122).
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2. TRAVAUX PUBLIES ET SOUMIS

2.1 Etudes de ’abondance isotopique naturelle en "°N : bio-marqueur potentiel de
I’état nutritionnel, et de la croissance chez I’enfant allaité

L’ensemble des analyses isotopiques a été effectué en collaboration avec les Drs R Robins et [
Tea a ’'UMR CNRS 6230 Universit¢ de Nantes (Chimie et Interdisciplinarité : Synthése,

Analyse, Modélisation, Nantes).

2.1.1 Etude EDEN portant sur le nouveau-né, reflet de la période feetale (Publiée)

Nous avons comparé ’AIN en "N des cheveux de nouveau-nés a ceux de leur mére dans la
cohorte INSERM EDEN (Etude des Déterminants pré et post natals précoces du
développement psychomoteur et de la santé de I’Enfant), INSERM UMRS 1018, Drs MA
Charles, B Heude (https://eden.vjf.inserm.fr/). Ce projet a ¢été financé par le PHRC

Interrégional 2006.

Les valeurs de ’AIN en '°N des cheveux des nouveau-nés étaient fortement corrélées a celles
de leur mére. Ceci n’est pas surprenant puisque le foetus dépend totalement de sa mere pour la
disponibilité des nutriments, il parait licite de penser que ces deux pools ont une interrelation

constante. Cette corrélation correspond 4 la part de variation nutritionnelle de I’AIN en "°N.

L’autre résultat majeur était que ’AIN en "N était systématiquement supérieure chez le
nouveau-né par rapport a sa mere. Puisque le pool d’AA disponible pour le feetus vient
enticrement de sa mere, cette différence ne peut €tre expliquée que par une différence de

renouvellement protéique qui permettrait de concentrer le '°N lors de la synthése protéique.
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Ce travail a été publié dans Pediatric Research. La méthode a fait I’objet de publications de
vulgarisation dans les cahiers de nutrition et de diététique afin de toucher et sensibiliser un

public plus large et mettre I’accent sur les applications potentielles.

de Luca A, Boisseau N, Tea I, Louvet I, Robins RJ, Forhan A, Charles MA, Hankard R. 5N
and 5"°C in hair from newborn infants and their mothers: a cohort study. Pediatr Res 2012;

71:598-604.

de Luca A, Tea I, Robins R, Charles MA, Hankard R. Des cheveux pour évaluer le

métabolisme protéique chez ’homme. Cah Nutr Diet 2013;48:86-91.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Protein intake in fetal life or infancy may play a key role in determining
early growth rate, a determinant of later health and disease. Previous work has indicated that

hair isotopic composition is influenced by diet and protein intake.

METHODS: This study analyses the isotopic composition of hair obtained from 239
mother/newborn pairs randomly selected within a larger cohort enrolled in a study of pre- and
postnatal determinants of the child’s development and health. The isotopic compositions in
nitrogen (5'°N) and in carbon (5"°C) were determined by isotope ratio mass spectrometry.
RESULTS: Mother and newborn hair '°N were tightly correlated (Pearson » = 0.88). The
mean 8'°N and 8"°C values of hair from newborn infants were significantly higher than those
for the mothers: 9.7 + 0.7 versus 8.8 + 0.6%o (P < 0.0001) for 5"°N and —20.4 + 0.4 versus —
20.0 + 0.4%0 (P < 0.0001) for 8"°C. Maternal hair 8"°N at parturition was slightly and

positively correlated with estimates of protein intake (» = 0.14, P = 0.04).

DISCUSSION: Hair 3'"°N of the fetus is both highly dependent on and systematically higher
than that of the mother. Whether quantitative and qualitative protein intake, disease or

hormonal status alter hair 8'°N at birth remains to be determined.
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INTRODUCTION

Early life programming plays a major role in determining health and disease in later life (1).
Unsatisfactory size at birth and/or weight gain velocity in childhood is linked to increased risk
of onset of coronary events in adulthood (2). Birth-weight for gestational age (GA) is the
main variable for fetal growth and adequacy of fetal nutrient intake (i.e. used to measure
intrauterine growth retardation (IUGR) of placental origin, for instance). However, although
several studies have reported an association between protein intake in infancy, growth
velocity and fat mass development in children (3-5), there are currently no reliable simple
indices for fetal protein intake. We know from animal studies that decreasing protein intake
during gestation decreases birth-weight and shortens life span in mice (6) and also that
increasing protein intake during gestation resulted in lower birth weight and higher fat mass at
3 months in rats (7). Furthermore, in [IUGR caused by an experimentally low protein intake,
amino acid transporter expression is affected before growth restriction, suggesting a causative
effect of maternal nutrition (8). In humans, IUGR led to increased plasma amino acid
concentrations in the mother coupled with decreased levels in the fetus (9), apparently due to
impaired amino acid transfer from mother to fetus (10,11). Protein intake might modulate

epigenetic modification of gene expression in the offspring (12-14).

What we seek therefore is a rapid and robust indirect method by which the protein transfer
between mother and infant during gestation can be easily assessed. Isotopic values in hair
may fulfill this need. It has been shown that the isotopic content of hair is quantitatively
correlated with protein source (animal or vegetable) and intake (15,16) in animals and humans
including pregnant women (17) and that the "°C and 8'°N values of hair and fingernail tissue
taken from newborn babies are related to those of their mothers (18). However, not only was
there was a considerable degree of variability in the mother/infant pairs but the small

population size makes it difficult to establish whether this tendency would be valid over a
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wide population, as would be required were the relationship to be exploitable as a potential
marker of nutritional status. Furthermore, the 5"°C and 8'°N values of hair were only followed

in one subject.

Considering that hair is the easier tissue to sample from newborn infants, we have, within the
context of the EDEN mother-child cohort (prenatal and early postnatal determinants of child
development and health), analyzed the 8"°C and 8"°N for hair samples randomly taken from
239 newborn babies and their mothers in order to assess correlations between isotopic values
of mothers and children in a larger population than in previous publications and to study

whether there is a relationship between maternal diet and the isotopic values.

MATERIALS AND METHODS
ETHICS STATEMENT

The study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
Study protocol was approved by the Ethics Committee of the Bicétre hospital (Kremlin-
Bicétre, France) on 12 December 2002. Written consent was obtained from the mother for

herself at inclusion and for her newborn child after delivery.
SUBJECTS

The EDEN mother-child cohort is a study of the prenatal and early post-natal determinants of
child development and health from birth to five years (Fig. 1). Pregnant women seen for a
prenatal visit between February 2003 and January 2006 at the Departments of Obstetrics and
Gynecology of the University Hospitals of Nancy (France) and Poitiers (France) before 24
weeks of amenorrhea (WA) were invited to participate. Exclusion criteria were: twin
pregnancies; known diabetes mellitus before pregnancy; French illiteracy, plan to move out of

the district.
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Figure 1. Inclusions flow chart

Recruitment

Poitiers: Feb 2003 to June 2005
Nancy: Sept 2003 to Jan 2006
(N=2002)

( Excluded
L (n=212)

Included pairs
(n=1790)
Excluded (n = 20)
(hair taking impossible)

Randomization
n =250 i.e. 125 pairs of each center with 25 pairs included by protein consumption decile
Exclusion (n = 38) for insufficient amount of hair (n=29) or technical problem (n=9) and replacement by
new randomization replacing excluded pairs by another pair of the same protein group

Analyzed n = 239
Exclusion (n = 11) for insufficient amount of hair (n=1) or technical problem (n=10)

DIETARY DATA

A food frequency questionnaire was completed twice by each mother: one at recruitment, (on
average 15 WA) and a second time during the first few days post-parturition. These allowed
an estimation of food intake in the first and third trimester of pregnancy, respectively (19).
Energy and nutrient intakes were computed from questionnaires with portion size determined

using pictures (20) and the SU.VI.MAX nutrient composition database (21).
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CLINICAL DATA

At a first visit performed between 24-28 WA by midwife research assistants, maternal height
was measured with a wall stadiometer (Seca 206, Hamburg, Germany) to the nearest 0.2 cm
and maternal weight was measured using electronic scales (Terraillon SL 351, Hanson Hemel
Hempstead, UK) to the nearest 0.1 kg. Weight before pregnancy was obtained by interview.
Pre-pregnancy body mass index (BMI) was computed by the standard formula. By reference
to the International Obesity Task Force, overweight was defined as a BMI >25 kg/m” and
obesity as a BMI >30 kg/m’. Gestational age at delivery (determined from the date of the last
menstrual period and early ultrasound assessment), newborn admission to a intensive care
unit or neonatal unit, birth weight, length and head circumference were extracted from clinical

records and mother's weight after delivery was obtained with the same protocol as above.

In the two obstetric departments, electronic Seca scales (Hamburg, Germany: Seca 737 in
Nancy and Seca 335 in Poitiers) were used to measure newborn weight and a wooden
somatometer (Testut, Béthune, France) to measure newborn length. Large-for-gestational-age
(LGA) and small-for-gestational-age (SGA) neonates were defined as babies with a birth-
weight respectively over the 90th percentile and below the 10th percentile of French
gestational age and gender specific reference curves (22). Appropriate-for gestational age

(AGA) neonates are defined as between the 90th and 10th percentile.
HAIR SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION

Hair samples were collected from 1770 pairs within the cohort. On the basis of the dietary
data, the population was divided into ten equal groups according to protein intake. 250 pairs
were randomly taken (125 from each center), with 25 pairs being included from each protein
group. The choice of number of pairs =250 was calculated so as to show a correlation
coefficient ~0.2 with a power of 90% and an alpha risk of 5%. Eleven pairs were not included

in the final data set due to technical problems with analysis.
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Mother and baby hair samples were taken 3 days after birth. A tuft of hair was cut in the
occipital area as close as possible to the scalp. We deliberately chose to analyze a ‘random’
sample of maternal hair so as not to bias the data towards a particular period of pregnancy.
The longest hair present was selected and the hair root was not included. Samples were blind-
coded with an identification number for the same pair, and labeled “M” or “E” to indicate
mother or newborn baby, respectively. For infants, the complete hair sample, and for mothers
a representative hair sample, were transferred to a small glass bottle and cut in small sections
(1 mm or less). This sample was washed in cyclohexane (20 min) to remove sebum (lipids)
and residue (e.g. shampoo). Residual traces of solvent were removed by evaporation at 45°C
under a stream of pure nitrogen gas until completely dry. An aliquot of each sample (~0.6 mg,
giving ~0.08 mg N) was weighed with 10™ g precision (balance, Ohaus Discovery DV215CD,
Pine Brook, New Jersey, USA) into two tin capsules (solids “light” 5x9 mm, Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Germany, http://www.thermo.com). Each hair sample was analyzed in
duplicate (with a few exceptions where the infant sample mass was insufficient to prepare two
capsules). When the total sample mass was <0.4 mg, the pair was excluded and replaced by
new pair from the same protein group. 38 mother/child pairs required replacement, the

substitute samples being selected by the same randomized procedure.

ISOTOPE ANALYSIS

The *C/**C and "*N/"*N ratios and the N and C % compositions were determined as described
previously (14). Briefly, capsules containing hair samples were flash combusted in an oxygen
atmosphere using an elemental analyzer (EA) Flash EA 1112 HT (Thermo Fisher Scientific)
and the resultant gases (CO, and N,) carried in a stream of He to a Delta V Advantage isotope
ratio mass spectrometer (IRMS) (Thermo Fisher Scientific) coupled on-line via a Conflo III

interface (Thermo Fisher Scientific). Following sample combustion, water was removed by a
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Mg(CIO,), water trap and N, was completely separated from CO; using a Porapak Q gas
chromatography column (Thermo Fisher Scientific). lon currents were measured for m/z 28,
29, 30 and m/z 44, 45, 46, for N, and CO, respectively, from which the 8"°C (%o) and 8'"°N
(%o) values could be calculated. Stable isotope ratios were expressed as the 8'°C (%o) and 5'°N
(%o) ratios relative to reference pulse peaks of laboratory CO, and N, respectively, calculated
as follows:
0 (%0) = (i - 1) x1000
Rstd

where R is the °C/'?C or "N/'*N isotope ratio of the sample and Ry is the Be/2e isotope
ratio of Vienna Pee Dee Belemnite reference standard (V-PDB) (Rys = 0.0112372) or of
atmospheric N (Ryy = 0.0036765). Normalization was made using a working standard of
glutamic acid defined as having an isotopic composition of '°N = —4.80+0.08%o and 5"°C = —

27.48+0.05%o0 relative to these standards.

The C/N ratio was calculated in hair samples from the weight percentages determined from
the integrated peak areas for CO, and N, from the mass spectrometer ion currents, and sample
weights. The same working standard (glutamic acid) was used for the N and C weight %

determinations.

STATISTICAL ANALYSIS

Data was initially processed using Microsoft Excel 2003. All statistical analyses were carried
out using SAS 9.1.3 (SAS Institute, Cary, NC) on the AIX 5.1 platform (IBM, New York,
NY). Pearson correlations and partial Pearson correlations taking into account center and
gestational age were used to assess the strength of the association between mother or newborn
8"°N and 8"C values, and anthropometry or diet, respectively. Confidence interval for

correlation coefficients have been computed using the Fisher’s z transformation. To study the
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shape of the relationships, means of anthropometric variables were estimated by quartiles of
8'"°N and 8"°C (adjusted for potential confounders: i.e. gestational age and/or center) using

multivariate general linear regression models

RESULTS

POPULATION

Mother and child characteristics did not differ between the Poitiers and Nancy populations
(Table 1). Diet before pregnancy did not differ between these two centers. During the last 3
months of pregnancy: (i) carbohydrate intake expressed in g/day or % of daily energy intake
(%DEI) was slightly higher in Poitiers than in Nancy; (ii) lipid intake (%DEI) was lower in
Poitiers than in Nancy; (ii1) vegetable protein intake (%DEI) decreased and lipid intake

(%DEI) increased in both centers during the last 3 months of pregnancy. No significant

difference was observed for any other parameter of the dietary record (Table 1).

Table 1. Characteristics of the sample population

Population
Poitiers Nancy All p!
Characteristic Variable ?
Sample size (n) 166 (69%) 73 (31%) 239
Mother
Age (year) 29.6(4.6)  293(48) 29.5(4.7) NS
BMI (kg/m?) 233(42)  23.1(4.8) 232(44) NS
Overweight (25-30) (%)® 19 (31) 19 (14) 19 (45) NS
Obese (>30) (%) " 7(12) 7(5) 7(17) NS
Weight gain (kg) 9.6 (5.6) 7.4(40) 89(53) NS
8"C (%o) 202 (0.4)  -20.7(0.3) -20.4(0.4) **
8N (%o) 8.7 (0.7) 9.0(0.5) 88(0.6) **
Newborn
Sex 64% (107)  52% (38) 61% (145) NS
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Gestational age (WA) 393 (1.7)
Prematurity (<37 WA)° 4.8 (8)
SGA " 7.8 (13)
LGA" 9.6 (16)
Weight (g) 3369 (513)
Length (cm) 50.2 (2.3)
Ponderal index (kg/m’) 26.5(2.4)
Head circumference (cm) 347 (1.4)
8C (%o) -19.9 (0.4)
8N (%o) 9.5(0.7)

Last 3 months

of pregnancy
Sample size (n) 146

2469.3

Energy (kcal/day) (787.7)
Proteins - total (g/day) 103.8 (37.2)
Proteins -  vegetable
(g/day) 26.3 (8.9)
Proteins - animal (g/day) 77.5 (31.6)
Carbohydrates (g/day) 276.1 (87.3)
Lipids (g/day) 104.8 (40.4)
Proteins - total (%DEI) ¢ 16.9 (3.1)
Proteins -  vegetable
(%DEI) ¢ 4.3 (0.8)

Proteins - animal (%DEI) ¢ 12.6 (3.2)
Carbohydrates (%DEI) ° 45.1(5.9)
Lipids (%DEI) © 37.8 (5.0)

39.3(1.2)  39.3(1.6)
1.4 (1) 3.8(9)
9.6 (7) 8.4 (20)
123(9)  10.5(25)
3281 (494) 3342 (508)
48.6(2.1) 49.7(2.3)
28.3(3.0) 27.0(2.7)
34.5(1.5) 34.6(1.4)
20.2(0.3) -20.0 (0.4)
10.0 (0.5) 9.7 (0.7)
69 215
2345.4 2429.5
(658.3) (749.3)
103.9 103.9
(37.8) (37.4)
25.0(8.5) 25.9(8.7)
79.0 (32.9) 78.0 (31.9)
240.1 264.5
(66.4) (82.7)
106.7 105.4
(37.9) (39.6)
17.6 (3.5) 17.1(3.2)
43(0.9)  43(0.8)
13.3(3.6) 12.8(3.4)
41.6 (6.8) 44.0 (6.4)
40.4 (5.8) 38.6(5.4)

NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS
NS

kK

kK

NS

NS

NS
NS

NS

NS
NS

kK

NS
NS

*

? Unless otherwise indicated, values are mean with SD in brackets

® Values are % of population and n in brackets

¢ Values are mean % of daily energy intake (DEI) with SD in brackets

¢ Comparison between centers: NS p>0.05 *p<0.01 **p<0.001

¢ Comparison of intakes before pregnancy and during the last 3 months of pregnancy: NS

p=>0.05 * p<0.01 **p<0.001

DEI: daily energy intake; LGA: Large for gestational age; NS: non significant; SGA: Small

for gestational age; WA: weeks of amenorrhea.
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VALIDATION OF THE PROTOCOL FOR THE MEASUREMENT OF §'°N AND
3"°C IN HAIR BY EA-IRMS

The working sample mass range was determined using one maternal sample and varying the
mass of pre-washed hair encapsulated (duplicate samples) from 0.1 to 0.8 mg in 0.1 mg
increments. Loss of precision was seen below 0.4 mg (data not shown). Therefore, the sample
cut-off was set at 0.4 mg and the mass target at 0.6+0.08 mg.

Feasibility was tested with 3 mother/infant hair pairs, with and without pre-washing. Each
pair was analyzed twice and the %C and %N determined. The overall means were
%C=45.6+0.3, %N=14.5+0.9 and C/N=3.14£0.16. No significant difference was seen for
samples with or without prewashing (data not shown). However, for consistency, all samples
were prewashed as described above.

Repeatability and precision were assessed with 10 samples of pre-washed hair from one
mother. Values of 8"°C=-20.03+0.07%o (max 20.56%o; min 19.77%o) and 8'°N=9.08+0.13%o
(max 9.21%o0; min 8.95%0) were obtained. The precision for the working standard was
+0.08%o for both 8'°N and 8'°C. Therefore, an acceptable difference between 2 measurements

of hair samples was set to 0.2%o for "°C and 0.3%o for 5'°N (95% confidence limit).

VALUES OF 4N AND 6"°*C IN MOTHER/NEWBORN HAIR PAIRS BY EA-IRMS

From the 250 pairs abstracted from the 1770 available samples in the EDEN cohort, 10 pairs
with a technical problem and 1 with insufficient mass were not replaced, meaning that 239
pairs of hair samples were analyzed. These samples all gave measurements in the linear range
of the spectrometer with homogeneous values. Samples falling outside the defined acceptable
difference between 2 measurements were re-analyzed or replaced with another sample from

the same protein-origin group.
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Mean 8'"°N for infant hair is systematically significantly higher than the mean 8'°N for the
mother’s hair (p<0.0001): 8" Niotmer=9.65+0.70%0 and &' Ninn=8.76+0.62%0. No case was
recorded in which the 815Ninfam was inferior to that of the &' Ninother- Mean 8'3C for infant hair
is systematically significantly higher than the mean 8'"°C for the mother’s hair (p<0.0001):
8" Cnother=—19.9940.40%0 and 8" Cipgan= —20.36+0.42%0. Only one Ad"’C was recorded in
which the 813Cinfam was significantly lower than the 8]3Cm0ther. As a way of verifying that the
samples were not contaminated, the C/N ratios were evaluated. The mean values for mothers
and infants are respectively 3.09+0.16 and 2.95+0.12 (p<0.0001). In contrast to the isotope

values, no significant correlation was seen for the C/N ratios of mother/infant pairs.

In both mother and newborn hair, mean 8'°N values were lower in the Poitiers population
than in the Nancy population, whereas the opposite occurred for 8'°C (Table 1). We did not
observe any effect of gender on the mean 8'°N and 8'°C in hair from newborns in either the

Poitiers or Nancy groups (data not shown).

Strong correlations were observed between mother/newborn pairs of data. The stronger
correlation was for 8'°N (Fig. 2a: Pearson correlation coefficient r=0.88 (0.84-0.90) but a
clear correlation was also observed for 8'°C (Fig. 2b: Pearson correlation coefficient r=0.74
(0.68-0.79). It was particularly noticeable that the one pair seen as an outlier in 8"°N still fits
the mother/newborn correlation (Figs. 2a, b). The mean 8'°N for newborn hair was
systematically higher than the mean 8'°N for mother’s hair (Table 1). Similarly, the mean
8"°C for newborn hair was systematically higher than the mean 8'"°C for the mother’s hair

(Table 1). In only one case was the 8]3Cnewb0m significantly lower than the 51 Crnother-
y

67



Figure 2. Correlation between (a) "N (%) values and (b) 6"°C (%) values for hair samples
from mother/newborn pairs.
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For 8"°N (%o), linear correlation is y = 0.99x + 0.99, R? = 0.76969, Pearson correlation
coefficient r=0.88 (0.84-0.90). For 8"°C (%o), linear correlation is y = 0.70x - 5.77, Rz =
0.55018, Pearson correlation coefficient r=0.74 (0.68-0.79). Confidence limits (95%) of the

measurements are 0.2%o for &'°C and 0.3%o for 8'°N.

Isotope values were also compared for mother/infant pairs from SGA, AGA and LGA
neonate populations. The birth weight of the SGA population (n=20) was significantly lower

than for the AGA population (n=219): SGA birth weight 2582+301 g versus AGA birth
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weight 34124465 g (p<10™) but this had no impact on the 8°N value for hair (SGA
9.82+0.68%0 versus AGA 9.63%0.71%o, NS). Similarly, mothers of SGA children did not have
a lower 8'°N than mothers of AGA children (8.90+0.75 versus 8.78+0.61%o, NS). Gestational
age and age at birth of the mothers with SGA babies were not different to those of mothers of
babies with an AGA weight. The BMI of mothers with an SGA child was lower than that of
mothers of AGA children (2042 versus 24+4 kg/m?, p<0.001) and their total energy intake
during pregnancy was higher (2851+1125 kcal/day versus 2396+704 kcal/day, p<0.05). No
significant differences were observed between isotope values (8'°C or 8'°N) of hair in

mother/infant pairs for LGA infants versus the AGA population.

In mothers but not in newborns, 8'°N was positively associated with estimates of intake of
protein, specifically animal protein, and lipid during the last 3 months of the pregnancy
(Table 2). The 8"°C in mothers and newborns was negatively associated with mean energy,
carbohydrate and lipid intakes (Table 2). We did not observe any correlation between '°N and
BC in mothers and newborns and estimates of energy, total and animal proteins, lipids and
carbohydrates before pregnancy (data not shown). Head circumference was significantly
smaller in newborns in the upper quartile of hair 5"°N values (p=0.004 and p=0.06 comparing
the upper quartiles versus the three lower quartiles of, respectively, newborn and mother 8'°N
values after adjustment for gestational age). Newborn hair 8'°N showed a negative correlation
with gestational age (-0.14; Table 2) and children within the upper quartile were of lower
gestational age at birth (38.9+1.9 versus 39.5£1.4 weeks, p<0.05). No significant correlation
was observed with any other parameter of fetal growth, although a negative trend was found

with birth weight (Table 2).
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Table 2. Partial correlations for hair 8°C (%) and 8”N (%) in mothers and

newborns
Characteristic Correlation ?
Mother Newborn
§13C e §13C e
Mother
BMI (kg/mz) 0.03 -0.03 0.06 0.01
(0.61) (0.66) (0.36) (0.84)
Weight gain (kg) -0.12 -0.005 -0.04 -0.08
(0.07) (0.94) (0.56) (0.21)
Gestational age (WA)  -0.03 -0.14 0.06 -0.11
(0.60) (0.40) (0.40) (0.09)
Newborn
Weight (g) -0.03 -0.11 -0.07 -0.10
(0.69) (0.10) (0.29) (0.16)
Length (cm) -0.01 -0.08 -0.02 -0.04
(0.85) (0.22) (0.76) (0.51)
Ponderal index -0.02 -0.04 -0.08 -0.06
(kg/m3) (0.74) (0.56) (0.24) (0.33)
Head circumference 0.036 -0.13 0.02 -0.13
(cm) (0.38) (0.05) (0.80) (0.04)
Last 3 months
of pregnancy
Energy (kcal/day) -0.18 0.12 -0.15 0.09
(0.01) (0.08) (0.03) (0.21)
Proteins - total -0.02 0.14 -0.03 0.12
(g/day) (0.77) (0.04) (0.61) (0.08)
Proteins - vegetable -0.06 0.08 -0.13 0.06
(g/day) (0.40) (0.27) (0.05) (0.36)
Proteins - animal -0.007 0.14 -0.003 0.12
(g/day) (0.92) (0.04) (0.96) (0.07)
Carbohydrates -0.20 0.05 -0.15 0.01
(g/day) (0.003) (0.50) (0.03) (0.92)
Lipids (g/day) -0.19 0.15 -0.16 0.12
(0.01) (0.03) (0.02) (0.07)

*Values are Pearson’s correlation coefficient adjusted on centre and gestational age with p
value in brackets. WA: weeks of amenorrhea.
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DISCUSSION

The data obtained in this study yielded three main results. First, the 8'°N and §"°C values for
individual mother/newborn pairs were strongly correlated. Secondly, the 8'°N and 8'°C values
for newborn hair were constantly higher than for the mother. Thirdly, a slight positive
correlation between the 8'°N of mother’s hair at parturition and the total protein intake in the
last trimester of gestation was observed.

The 8'"°N and 8"°C values of hair from newborns are strongly correlated with those of their
mothers in the entire population tested. That the correlation is less strong for §"°C is to be
expected, since the carbon pool is influenced by glucose and lipid metabolism as well as
protein, whereas the nitrogen pool is specific to protein metabolism. Because the fetus obtains
its entire nutrient from the mother, this might at first sight not be surprising. However, the
linear aspect of the correlation surprised us. The common belief is that fetal metabolism was
the priority. If it were the case, we would expect a stronger relationship between maternal and
fetal values for low values of 8'°N than for high values. A linear relationship suggests that

fetal protein metabolism might be directly determined by the mother.

Whether mother’s protein intake may affect fetal protein metabolism and growth remains to
be tested. It must be emphasized that the present study aimed at establishing whether there
exists a robust correlation between maternal protein intake and 8'°N from mothers and
newborns hair within the normal population. The correlation was not found for newborn 5'°N.
Many factors (level of protein intake, protein % derived from vegetal or animal sources,
energy intake, nutritional status, whole body protein turnover in each mother and child pair)
were not controlled in this cross-sectional observational study and could have their own effect
on fetal protein metabolism and "°N transfer to hair protein. In addition, we were not able to

detect an association between fetal growth restriction and 8'°N. This warrants further studies
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in pregnant animals in order to determine how maternal nutrition and ITUGR determine "N

transfer from mother to fetus.

Less obvious, however, is why the '°N values for hair were consistently higher in newborns
than in their own mothers. Since the amino acid pool of the fetus comes entirely from that of
the mother, it might be expected that these two pools would be at equilibrium. However, as
pointed out by several authors (16), this observation is compatible with the well-described
trophic effect: that the 5'°N value for protein increases through the food chain from plants to

herbivores to omnivorous species like humans (15,16).

The factors leading to differential '"N/"*N retention in omnivorous species need to be further
studied, but a number of mechanisms have been put forward. It has been suggested that
hepatic transamination favors '°N retention in body proteins (23). Studies using amino acids
labeled with stable isotopes showed that leucine (24,25) or glutamine (26-28) turnover were
higher in premature babies than in term babies as well as adults. It can be speculated that the

high protein turnover of the fetus may augment transamination, thus favoring '°N retention.

In mothers, an increase in nitrogen retention in the later stages of gestation, a decrease in urea
excretion and synthesis (29,30) and a decrease of branched-chain amino acid transamination
(31) will all act to lower the 8"°N in hair of mothers and increase the differential between a
mother and her offspring. This is consistent with a study showing a decrease in 8"°N of
maternal hair throughout pregnancy (17) and with studies of eating disorders (32) and

digestive malfunction (33) both of which lead to depletion in "°N.

Head circumference at birth was smaller in babies within the upper quartile of "’N. This
intriguing observation persists when data are adjusted to gestational age. The effect of
maternal protein intake on brain development is poorly documented. A recent article showed
that a 30% reduction in total energy intake resulted in structural abnormalities of the brain

without any change in brain mass (34). On the other hand, a 10g/day increase in protein intake
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led to an 18 g reduction in birth-weight without any observed change in head circumference
(35). While clearly observational studies like ours cannot test the effect of protein intake on
brain development, they do support a need for further investigations, initially through animal
studies. Others nutrients, such as fatty acids, are associated with food proteins and their

impact needs to be taken into account.

The slight correlation between stable isotope ratios (5'°N) in mothers’ hair and dietary protein
intake during the last three months of pregnancy is, in contrast, readily explained. Such
correlations exist because the 8'°N values of the food intake are influenced by the nature of
the protein source consumed. Thus, vegans (people who do not eat any animal-derived food)
have a low 8"°N relative to the average for the population, while vegetarians (people who do
not eat any animal food) have values mid-way between vegans and omnivores (15). In
accordance, we found a significant correlation mainly with proteins of animal origin. The
value of the correlation coefficient (0.14) is not very high since food frequency questionnaires
do not allow a precise measurement of nutrient intake and this finding needs further
investigation. The present study is observational and establishes that the correlation
previously indicated (15-17) is robust within a large population. Thus, thanks to the large
cohort available, this study suggests that hair 8'°N values show promise as a nutritional
biomarker in European post partum mothers and their newborn babies, for example, in
potentially estimating the impact of maternal protein intake on fetal growth in normal and
obese women (36). Controlled studies are now necessary to test the direct impact of protein

intake on 8'°N of mothers’ hair and newborns.
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RESUME

L’estimation du métabolisme protéique par perfusion d’acides aminés marqués par des
isotopes stables, non radioactifs, est une méthode employée en recherche clinique et difficile a
mettre en ceuvre au lit du patient pour adapter 1’apport protéique. Il manque un marqueur
simple, fiable et non invasif utilisable en clinique. Nous nous sommes tournés vers la mesure
de I’enrichissement naturel en azote 15 du cheveu comme index de la synthese de kératine, la
protéine du cheveu. Le cheveu est coupé a sa base, préparé puis soumis a une combustion
totale avant que les gaz produits soient analysés par spectrométrie de masse de rapports
isotopiques (SMRI). Plus le métabolisme protéique est intense plus I’enrichissement naturel
dans le cheveu est ¢levé a cause d’un « effet isotopique ». Nous avons récemment montré que
I’enrichissement du cheveu du nouveau né était plus €élevé que celui de sa mere traduisant
I’intensité du métabolisme protéique foetal. Nous travaillons actuellement sur les mécanismes
qui modulent I’enrichissement en isotopes stables au sein de protéines d’intérét. Les
applications sont multiples en clinique humaine (épidémiologie nutritionnelle des

populations, nutrition de ’homme malade).

Mots clés: Spectrométrie de Masse de Rapports Isotopiques, nutrition, métabolisme

protéique, biomarqueur, isotope stable
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ABSTRACT

Perfusing stable (non radioactive) isotope labeled amino acids is used in clinical research to
assess protein metabolism. However it is difficult to apply in clinical practice to adapt protein
intake in diseases. A simple, reliable, non-invasive and suitable for clinical use biomarker is
missing. We focused on hair "N hair content as an index of keratin synthesis (the hair
protein). Hair is cut close to the scalp, prepared then totally combusted before isotope ratio
mass spectrometry analysis. The more intense protein metabolism is, the higher ’N hair
content is, because of “isotopic effect”. We recently showed that N hair content of the
newborn was higher than that of his mother, suggesting a more intense fetal protein
metabolism. We are currently working on mechanisms involved in stable isotope natural
content of proteins of interest in nutrition. There are many human clinical applications like

population’s nutritional epidemiology, nutrition in pathology.

Keywords: Isotope Ratio Mass Spectrometry, nutrition, biomarker, stable isotope, protein

metabolism
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1. INTRODUCTION

Il est difficile d’adapter I’apport azoté aux besoins des patients en 1’absence de marqueur du
catabolisme protéique fiable et non invasif. Cela concerne les patients en nutrition entérale ou
parentérale et tout particulierement en situation de stress métabolique (réanimation, maladies
chroniques...). L apport azoté reléve le plus souvent d’un certain empirisme en extrapolant

les besoins a partir de références qui concernent I’homme sain (1,2).

La principale voie d’¢limination de I’azote des protéines est 1’urée (les pertes fécales et
cutanées sont hors du champ de ce travail). L’azote des acides aminés issus du catabolisme
protéique est transformé au niveau hépatique en urée qui est ensuite éliminée dans les urines
apres filtration rénale. La dégradation protéique (catabolisme) est accrue dans de nombreuses
maladies (stress de toute nature, infection, traumatisme, ...) et s’accompagne d’une

production accrue d’urée.

La mesure de I’excrétion urinaire d’urée peut étre utilisée en clinique dans le bilan azoté qui
donne acces a un reflet global du métabolisme protéique a court terme, sans pouvoir attribuer
une variation a la synthese, la dégradation protéique ou les deux. Il nécessite un recueil
urinaire scrupuleux difficile a mettre en place en dehors des soins intensifs et est sujette a de
nombreuses sources d’erreur (3). La mesure du périmetre musculaire, permet de suivre la

perte de masse musculaire mais elle est trop peu sensible pour une adaptation au jour le jour.

La production d’urée comme d’autres substrats azotés peut étre mesurée a 1’aide de substrats

marqués par des molécules marquées notamment par des isotopes stables (4). Les principes en
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seront rapidement exposés pour aborder I’intérét de la mesure de I’enrichissement naturel en

isotopes stables dans des molécules d’intérét.

1.1 Principes chimigues

Un élément de la classification périodique, qui se caractérise par son nombre de charge « Z »,
peut se présenter sous différentes formes appelées « isotopes » qui ne différent que par leur
nombre de neutrons et donc leur masse atomique. Le '°N est un isotope stable, non radioactif,
de I’azote 14 qui est prépondérant dans la nature. Il est présent a 1’état naturel en petites
quantités (0,4%) dans notre alimentation et nos tissus.

Une méme molécule, de méme formule chimique, peut contenir des isotopes différents : il
s’agit d’isotopologues. Par exemple la '"N-urée est un isotopologue de I'urée ou '*N-urée. Au
sein d’'une méme molécule, un isotope peut se trouver a différents endroits. Par exemple un
azote 15 peut se trouver en position 2 (fonction amine) ou 5 (fonction amide) au sein d’une

molécule de glutamine (CsH;oN,O;) et former deux isotopomeéres de la glutamine.

Pour une méme molécule, la différence de masse moléculaire peut étre mise en évidence par
spectrométrie de masse qui détermine le rapport d’abondance entre 1’isotope le plus lourd sur
Iisotope le plus léger soit ""N/"*N. L’utilisation d’une référence internationale permet de
comparer le rapport isotopique de 1’échantillon a celui de la référence et d’obtenir ainsi une
grande précision des résultats qui sont exprimés dans 1’échelle relative 6 (%o0). Une valeur
positive signifie une teneur plus élevée en isotope lourd que la référence, c’est-a-dire un
enrichissement ; alors qu’une valeur négative exprime une teneur moins élevée en isotope

lourd que la référence c’est-a-dire un appauvrissement.
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L’utilisation des « isotopes » permet de « tracer » les métabolismes c’est a dire de suivre de
facon dynamique D’apparition ou la disparition d’une molécule dans 1’organisme en
administrant a un débit connu cette méme molécule marquée avec un isotope stable. La
mesure de I’enrichissement naturel, sans administration de molécule marquée, en tel ou tel

isotope au sein d’une molécule donne aussi des informations précieuses en nutrition.

1.2 Utilisation des isotopes en anthropologie

La mesure de I’abondance naturelle en '°N a permis d’estimer ce que mangeait ’homme des
glaces il y a plus de 5000 ans (5) et de suivre I’évolution de la consommation de protéines au

cours de I’évolution (6,7).

1.3 Utilisation des cheveux

Le cheveu est constitué¢ par 95% de kératine qui est une protéine riche en cystéine.
L’évolution naturelle du cheveu comporte trois phases principales : la phase anagéne qui
représente la pousse, la phase catagéne qui est une phase de stagnation ou de plateau durant
quelques semaines, et la phase télogéne qui comprend I’atrophie du bulbe du cheveu puis la
chute de celui-ci en quelques jours. Ce cycle dure environ 2 a 5 ans (8). La pousse normale du
cheveu est d’environ 1 centimetre par mois et varie peu. Il existe une variation saisonnicre et
une influence des hormones sexuelles (estrogénes et testostérone) qui influencent seulement
le pourcentage de cheveux en phase anagene (9).

Les cheveux sont un bon reflet des influences environnementales notamment nutritionnelles.
Lors d’une dénutrition chronique, les cheveux perdent leur pigmentation, ils deviennent
raides, épars, fins et cassants (10). Le diametre du cheveu diminue ainsi que, le pourcentage

de cheveux en phase anageéne alors que le pourcentage de cheveux en phase télogene
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augmente. Lors de la renutrition, les cheveux se recolorent. Lorsque ces phases se succedent
on obtient des cheveux « en drapeau » ou bandes claires et sombres alternent.

La kératine, une fois synthétisée dans le cheveu, est métaboliquement inerte et n’est plus en
interaction avec le pool d’acides aminés. La section du cheveu a une distance précise de la
racine permet donc d’obtenir un reflet du métabolisme d’une période précise, d’autant plus
récente que le segment de cheveu est proche de la racine. Par exemple, des segments de
cheveux sectionnés entre 0 et 1 cm de la racine refletent le dernier mois alors qu’une section
de segments entre 5 et 6 cm de la racine refléte la situation métabolique 5-6 mois avant le
prélevement. Cette méthode garde une mémoire du métabolisme protéique le long du cheveu
tout comme les cernes du tronc permettent d’estimer 1’age d’un arbre.

Le prélevement de cheveux n’est pas invasif et permet une analyse fiable des rapports
isotopiques. Il permet d’intégrer I’influence du régime alimentaire sur une période qui dépend
de la longueur de cheveu analysée. La composition du cheveu est stable dans le temps comme
le suggerent des mesures sur des momies et I’homme des glaces (11). L’origine ethnique, le
grisonnement, le lavage des cheveux (shampooings) et la teinture n’influent pas sur la mesure
(12). Seuls les colorants organiques (comme le henné) utilisés de maniére intensive et 1’eau
oxygénée pourrait avoir un effet (12). Il ne semble pas y avoir d’effet de contamination

environnementale de type pollution atmosphérique.

. 15 .
1.4 Facteurs de variation des teneurs en °N et autres isotopes

1.4.1 Impact général du régime alimentaire
Un enrichissement croissant en °N est observé en montant dans la chaine alimentaire, c’est
’effet trophique ou « trophic level effect » des anglo-saxons (13). Les teneurs les plus ¢levées

sont retrouvées chez I’homme car il est au sommet de la chaine alimentaire.
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1.4.2  Facteurs de variation de 6"°’N

L’enrichissement naturel en "°N est plus élevé lorsque ’on consomme des protéines (12). Les
végétaliens ont les teneurs les plus basses et les omnivores les teneurs les plus €levées (Figure
1). L’enrichissement naturel en N est plus élevé lorsque les protéines proviennent de

poissons plutdt que d’animaux terrestres (14).

Figure 1 : Teneurs en 5N selon le type de régime alimentaire. Enrichissement progressif

avec un régime de plus en plus carnivore. D’aprés Petzke et al. (12)
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Un accroissement de ’enrichissement naturel en "N de 1’ordre de 3%o est retrouvé pour
chaque pallier de niveau trophique de la chaine alimentaire. L’effet trophique serait en partie
lié¢ a intensité des transaminations qui transférent 1’azote aminé d’un acide aminé a un acide
cétonique au niveau hépatique (15,16). L’utilisation préférentielle d’un isotopologue en
fonction de I’intensité d’une réaction chimique constitue le fractionnement isotopique (17).

On distique un effet isotopique cinétique pour des réactions chimiques irréversibles non
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totales et un effet isotopique thermodynamique en situation de réactions réversibles. Cette
propriété permettrait d’estimer 1’intensité du renouvellement protéique chez ’homme sain et

malade.

1.4.3  Autres isotopes : le carbone 13

La teneur en "C augmente également en montant la chaine alimentaire (12). L’enrichissement
est d’environ 1%o par niveau (14). L’intérét de la mesure de I’enrichissement naturel en "°C ne

sera pas abordé¢ ici sauf pour illustrer 1’effet isotopique.

L’enrichissement naturel en "*C plus élevé chez les plantes dites en Cy4 (entre -15%o et -11%o)
par rapport aux plantes en C; (entre -32%o et -23%o) alors que I’enrichissement en >C du CO,
ambiant est de I’ordre de -8%o (14). L’effet isotopique qui favorise I’incorporation de "*C par
rapport au '>C au cours de la photosynthése des plantes en Cy4 est en partie 1ié au couplage de
la carboxylation (menant a des composés organiques) a un cycle dépendant de I’enzyme
malique et de la phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). Les plantes en Cy4
comprennent le mais, le sorgho, le mil et le sucre de canne et les plantes en C3 comprennent le
blé, I'orge, le soja, les pommes de terre, les fruits et légumes. Les Européens consomment
moins de plantes en C4 (mais principalement) que les Américains du Nord, aussi leur

.. 1 .y
enrichissement naturel en '°C est inférieur.

L’objet de cet article est de présenter au lecteur la mesure de ’enrichissement naturel en "°N,

comme index du métabolisme protéique chez I’homme.
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2. METHODE D’ANALYSE

2.1 Collection et préparation des échantillons

Les cheveux sont coupés au plus pres du cuir chevelu dans la région occipitale puis nettoyés
(éthyl-acétate puis cyclohexane) afin d’éliminer le sébum (lipides) et les dépdts. Le solvant
est ¢liminé par évaporation puis les cheveux sont coupés en petites sections de moins d’un
millimetre. Les échantillons sont ensuite pesés et mis dans des capsules en étain.

Nous avons effectué¢ des tests de validation de protocole sur la faisabilité et la répétabilité
permettant de déterminer une masse cible de 0,6+0,08 mg. Ces masses permettent de rentrer
dans le domaine de linéarité d’amplitudes de pic de I’appareil et d’avoir une homogénéité de

mesure.

2.2 Analyse isotopigue

Les teneurs en "N et “C des échantillons de cheveux sont déterminées en utilisant un
Analyseur Elémentaire couplé a un Spectrometre de Masse de Rapports Isotopiques (SMRI)
(18).

La capsule en étain contenant les cheveux est introduite dans le four de combustion de
I’analyseur ¢lémentaire a 1020°C. A cette température, 1’étain permet par sa sublimation, un
transfert d’énergie a 1’échantillon de cheveux qui est oxyd¢ treés rapidement. Ceci permet de
transformer quantitativement 1’échantillon de cheveux en gaz N,, CO; et H,O. Aprés piégeage
de I’eau, les gaz N, et CO; sont séparés, puis introduits successivement dans le SMRI.

Le N; et le CO; sont ionisés puis déviés par un champ magnétique et recueillis simultanément
dans des collecteurs (cages de faraday). Les cages de faraday sont reliées a des amplificateurs
et les courants ioniques produits sont proportionnels a la quantité respective de chaque espece

d’ions collectés.

87



La teneur isotopique de 1’échantillon est exprimée par le rapport isotopique R qui est la
fraction de I’isotope le plus lourd sur I’isotope le plus léger soit "N/"*N et *C/'?C. Les
résultats sont exprimés en valeur relative par rapport a une référence et exprimés en o (%o) :

9 (%0) = [(Rechantilion — Rréférence) / Reeférence] X 1000
Les références internationales représentées dans la formule par Ryssgrence SOnt 1’azote
atmosphérique pour le SN (Rréference = 0,0036765) et le carbonate Vienna Pee Dee Belemnite

(VPDB) pour le 8"°C (Rusgsrence = 0,0112372) (19).

3. APPLICATION EN NUTRITION HUMAINE

La mesure de I’enrichissement naturel en >N dans une protéine ou molécule azotée pourrait
constituer un index de leur synthése. Les applications potentielles de cette méthode sont
multiples. Une revue de la littérature récente a été publiée sur la mesure de I’enrichissement
naturel en isotopes stables dans 1’évaluation du métabolisme protéique et de 1’état nutritionnel
(20). A ce jour, il existe peu d’articles publiés chez ’homme sain et malade.

L’enrichissement naturel en "N varie selon D’intensit¢ du métabolisme protéique. Par
exemple, un appauvrissement en "N est décrit chez des patients souffrant d’insuffisance
hépatocellulaire par rapport a des sujets controles (21). A I’oppos€ nous avons observé sur
250 paires mere-enfant un enrichissement systématique de I’ordre de 1%o des cheveux du
nouveau-n¢ a J3 par rapport a sa mere (Cohorte Inserm EDEN-Etude des Déterminants pré et
post-natals du développement et de la croissance de I’ENfant) (22) alors que les acides aminés
engagés dans la synthése de kératine proviennent d’un méme contenu, celui de la mere. De
méme nous observons une diminution de I’enrichissement naturel en '°N entre la pointe et la
racine du cheveu prélevé a un mois chez des enfants allaités exclusivement (M Frasquet et al.,

données non publiées). Dans cette derniere étude, la pointe représente le métabolisme
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protéique feetal et la racine le premier mois de vie. Ces deux observations suggerent un
métabolisme protéique d’autant plus intense que le sujet est jeune et une diminution avec
I’age ce qui corrobore des résultats obtenus par perfusion de substrats marqués par des
isotopes stables (23).

L’enrichissement naturel en '°N est en partie déterminé par la composition de ’alimentation.
Ainsi dans la cohorte EDEN nous avons observé une corrélation entre la consommation en
énergie, protéines, protéines animales et lipides au cours des 3 derniers mois de grossesse et
I’enrichissement en "N des cheveux de la mére (Tableau 1) (22). Nous n’avons pas retrouvé
de publications concernant des carences associées notamment de vitamines du groupe B,
pouvant interférer dans la synthése protéique.

Le choix de la protéine sur laquelle la mesure est réalisée permet une approche intégrée, au
long cours, du métabolisme protéique comme avec le cheveu. La mesure de 1’enrichissement
en "N dans I'urée permet une évaluation a court terme de la dégradation protéique.
L’enrichissement naturel varie d’un acide aminé a l’autre en fonction de l’intensité du
métabolisme de chaque acide aminé. Ainsi la glutamine (et le glutamate), qui est un acide
aminé ayant une activité métabolique importante notamment dans le transport d’azote, dans le
métabolisme énergétique et dans la modulation du renouvellement protéique, a un
enrichissement naturel en '°N parmi les plus élevés (24). De méme la proline est enrichie, au
contraire des acides aminés branchés qui ont un enrichissement plus faible. Dans un travail
soumis a publication nous avons hydrolysé les protéines du cheveu et du lait et analysé

simultanément I’enrichissement naturel de chaque acide aminé et leur abondance.
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Tableau 1. Corrélations partielles pour 8'°N (%o) et 8"°C (%o) des cheveux de méres et

nouveau-nés

Corrélation ?

Meére Nouveau-né
613C 615N 613C 615N
Meére
IMC (kg/m?) 0.03 (0.61) -0.03 (0.66) 0.06 (0.36) 0.01 (0.84)
Prise de poids (kg) -0.12 (0.07) -0.005 (0.94) -0.04 (0.56) -0.08 (0.21)
Age gestationnel (SA) -0.03 (0.60) -0.14 (0.40) 0.06 (0.40) -0.11(0.09)
Nouveau-né
-0.03 (0.69) -0.11(0.10) -0.07 (0.29) -0.10(0.16)
Longueur (cm) -0.01 (0.85) -0.08 (0.22) -0.02 (0.76) -0.04 (0.51)
Index pondéral (kg/m’®)  -0.02 (0.74) -0.04 (0.56) -0.08 (0.24) -0.06 (0.33)
Périmétre cranien (cm)  0.036 (0.38) -0.13 (0.05) 0.02 (0.80) -0.13(0.04)
3 derniers
mois de Energie (kcal/j) -0.18 (0.01) 0.12(0.08) -0.15(0.03) 0.09 (0.21)
grossesse Protéines totales (g/j) -0.02 (0.77) 0.14(0.04) -0.03 (0.61) 0.12(0.08)
Protéines végétales (g/j) -0.06 (0.40) 0.08 (0.27) -0.13(0.05) 0.06 (0.36)
Protéines animales (g/j) -0.007 (0.92) 0.14 (0.04) -0.003 (0.96) 0.12(0.07)
Glucides (g/j) -0.20 (0.003) 0.05(0.50) -0.15(0.03) 0.01 (0.92)
Lipides (g/j) -0.19 (0.01) 0.15(0.03) -0.16(0.02) 0.12(0.07)

SA: semaines d’aménorrhées.

* Coefficient de corrélation de Pearson ajusté par centre et pour 1’Age gestationnel, valeur de p

entre parentheses.
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L’estimation de I’intensité de la synthése de kératine dans le cheveu foetal prélevé a la
naissance permet une approche du métabolisme feetal et de son impact sur la
« programmation feetale » de 1’état de santé a 1’age adulte. La nutrition fcetale est un
déterminant majeur de 1’état de santé a 1’age adulte comme I’ont montré les travaux sur la
« programmation feetale » (25,26) sans toutefois pouvoir dissocier chez ’homme le role de
I’apport protéique et de 1’apport énergétique. Chez ’animal gestant, la restriction d’apport
protéique entraine un retard de croissance feetal, raccourcit la durée de vie (27) et module la
méthylation de la région promotrice du gene de la leptine avec une augmentation de la
réponse post-prandiale de leptine (28). Inversement un régime trop riche en protéines induit
aussi un retard de croissance foetal avec une majoration de la masse grasse a 1’age adulte (29).
Chez I’homme, les données issues de 1’é¢tude de la cohorte Hollandaise, qui a subi une famine
pendant la deuxieme guerre mondiale, suggerent qu’une restriction protéino-€énergique majore
le risque de complications cardio-vasculaires a 1’age adulte (30). 11 a récemment ét¢ montré
dans cette cohorte une déméthylation de la région modulatrice de 'lGF2 suggérant un
mécanisme possible de la programmation feetale (31). Pour des raisons éthiques évidentes, le
métabolisme protéique foetal ne peut €tre étudié directement chez ’homme. L’étude que nous
avons réalisée sur la cohorte Inserm-EDEN retrouve une corrélation linéaire entre
I’enrichissement naturel en '°N du cheveu de ’enfant nouveau-né et de sa mére (32) (Figure
2). Cela suggere une relation directe entre I’état nutritionnel maternel et la synthese de
kératine feetale, un index du métabolisme protéique. Le fcetus ne serait pas « protégé » en cas
d’apport protéique maternel insuffisant ou excessif. On retiendra pour la pratique qu’une
dénutrition protéino-énergétique ou qu’un régime hyperprotéiné pendant la grossesse par
exemple pourraient directement affecter le métabolisme fcetal. A cette heure la plus grande

prudence doit €tre observée devant toute modulation excessive de la nutrition de la femme
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enceinte ce d’autant qu’il semble exister une régulation spontanée de la prise de poids en

fonction de I’IMC de départ chez la femme enceinte (33).

Figure 2 : Corrélations mére / enfant pour les teneurs en azote 15
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4. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

La facilité et la non invasivité des prélevements de cheveux autorisent I’exploration d’enfants
comme d’adultes sans grands moyens (envoi postal de prélévements par ex). D’autres
protéines que la kératine pourraient étre explorées dans le sang, les urines ou d’autres tissus. Il
existe de nombreuses applications potentielles a cette méthode en épidémiologie
nutritionnelle des populations par exemple en Occident comme dans les pays en
développement ou en situation de crise.

Dans la pratique clinique quotidienne, elle pourrait permettre de mieux adapter 1’apport azoté
aux besoins des patients. Cela concerne les patients en nutrition entérale ou parentérale et tout
particuliérement en situation de stress métabolique (réanimation, maladies chroniques...).

Elle permettrait en outre d’évaluer la réponse métabolique aux traitements (nutritionnels,
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médicamenteux, hormonaux, ...). Une méme approche sur les isotopes du carbone et qui n’est
pas détaillée ici pourrait permettre d’aborder le métabolisme énergétique.

Il s’agit toutefois de perspectives et nous menons chez 1’animal comme chez ’homme de
nouveaux travaux pour mieux comprendre les facteurs qui modulent 1’incorporation des

isotopes dans les protéines, glucides et lipides.
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2.1.2 Etude en pathologie chez le diabétique de type 2 adulte avec ou sans néphropathie
(Acceptée)

L’insuffisance rénale (IR) terminale altére profondément le métabolisme protéique.
« L’urémie » résulte de ’incapacité du rein a éliminer I’urée, produit terminal de I’oxydation
irréversible des protéines. L’optimisation de 1’apport protéique est un point clef de la prise en
charge thérapeutique de I’IR. Un bio-marqueur du métabolisme protéique, la mesure de I’AIN
dans les cheveux, pourrait s’avérer utile a la pratique quotidienne. Le diabéte de type 2 est la
premicre cause d’IR chez 1’adulte. Nous avons eu I’opportunité¢ de monter un projet sur la
cohorte Diab2néphrogene dirigée par le Pr S Hadjadj dans le cadre de 1’axe « Nutrition,
facteurs foetaux et post-natals et maladies chroniques » de 'INSERM CIC1402 (CHU
Poitiers). Des cheveux ont été prélevés lors d’un bilan prévu chez certains patients par ailleurs

completement phénotypés dans le cadre du suivi de cohorte.

Nous avons observé une corrélation positive entre I’AIN en °N et I’atteinte rénale, ce qui
suggere que ce marqueur permettrait de détecter une modification du métabolisme protéique

en lien avec ’'insuffisance rénale.

de Luca A, Laugier S, Tea I, Robins RJ, Saulnier PJ, Torremocha F, Piguel X, Maréchaud R,
Hankard R, Hadjadj S. Impact on "°N natural isotopic abundance in hair of kidney function in
type 2  diabetic = nephropathy. 2014. e-SPEN  Journal. @ Accepté.  doi:

10.1016/j.clnme.2014.09.001
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ABSTRACT

Background and aims: Nephropathy is a serious long-term complication in type 2 diabetic
patients. Few data are available about nitrogen metabolism in diabetic nephropathy. Bulk '°N
natural isotopic abundance (NIA) in hair has been shown modified in different pathologies
with altered protein metabolism. We have compared bulk '’N NIA in hair proteins in type 2
diabetic patients to look for differences between groups with or without nephropathy.
Methods: Case patients were type 2 diabetic patients with high urinary albumin
concentrations (=20 mg/L or 30 mg/24h on two of three urine collections) and/or an estimated
glomerular filtration rate (¢GFR) below 60 mL min" 1.73m™, according to the Chronic
Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formula. Control subjects were type
2 diabetic patients of the same geographical origin with long-term diabetes, normo-
albuminuria and eGFR above 60 mL min" 1.73m™. The bulk "N NIA values for hair were
measured by isotope ratio measurement mass spectrometry coupled with an elemental
analyzer.

Results: Thirty-three patients in the nephropathy group and 31 in the control group were
included. The mean age of the participants was 69+8 years, and the mean duration of diabetes
was 2248 years. Bulk hair "N NIA were 8.9+0.7 %o in the nephropathy group and 9.0+0.5 %o
in the control group (p=0.41). Positive correlations were found between bulk hair "N NIA
with eGFR (p<0.01) and with urinary urea concentration (p<0.01), and a negative correlation
with the urinary albumin-to-creatinine ratio (p<0.001).

Conclusions: Bulk hair ’N NIA might be an easily available, non-invasive biomarker of

nitrogen metabolism in type 2 diabetic patients.

Keywords: human; diabetes mellitus; nephropathy; protein metabolism; isotopic ratio mass

spectrometry
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Abbreviations:

ARB: angiotensin 2 receptor blockers

CKD: chronic kidney disease

CKD-EPI: Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration
8"C (%o): "°C natural isotopic abundance

8"°N (%o): "N natural isotopic abundance

eGFR: estimated glomerular filtration rate

irm-MS: isotope ratio measurement by mass spectrometry

NIA: natural isotopic abundance

RAS: Renin-angiotensin system

uACR: urinary albumin to creatinine ratio
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INTRODUCTION

It is well established that protein metabolism is perturbed in conditions of nutritional
imbalance and disease. The rate of protein synthesis is enhanced in obesity' and in type 1 and
type 2 diabetes mellitus.>” Accessing modifications to protein turnover is not facile and is
classically carried out using short-term isotopic-tracer techniques.* Such an approach is
restricted to short-term observations, however, and other methods are needed by which
longer-term measurements can be obtained.

An attractive alternative approach might be to exploit the variation in bulk "N natural
isotopic abundance (NIA) of nitrogenous compounds. NIA of whole body proteins partly
depends on protein source, being higher in animal- than vegetable-derived proteins.” In
addition, recent studies in rats exploiting both low-enriched '"N-amino acid perfusion® and
dietary-related studies® suggest that protein metabolism is a major determinant of bulk "N
NIA values, as much as is protein intake. Amongst the factors contributing to the metabolic
component determining bulk '’N NIA is the transamination rate’ and urea cycle flux rate.”
Furthermore, it has been shown that ’N/'*N ratios in nitrogenous compounds are influenced
by nutritional imbalance and disease.™”

Within the nutritionally-related diseases, diabetes mellitus and associated diabetic
nephropathy affects a growing proportion of the global population. Diabetic nephropathy, a
multifactorial serious long-term complication in diabetes, is associated with an increased
independent risk for all-cause mortality in both type 1 and type 2 diabetes mellitus.'
Although the determinants of diabetic nephropathy remain poorly understood, high protein
intake may be a key issue in nutritional care in chronic kidney disease (CKD), since it may be
detrimental to renal function.'' A randomized trial has shown the benefit of restriction of

protein intake'? in both diabetic and in non-diabetic populations."? Furthermore, a reduction
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of proteinuria was shown in type 2 diabetic proteinuric patients subjected to a low-protein
diet."

Clearly, then, nephropathy in diabetes mellitus is related to overall nitrogen metabolic status.
To our knowledge, there is currently no simple and non-invasive method by which protein
metabolism can be monitored in order to adjust protein intake in diabetic and non-diabetic
populations. In view of the established relationship between protein metabolism and bulk '°N
NIA, we have tested the hypothesis that modified renal function in nephropathy in type 2
diabetes mellitus may alter bulk >N NIA values. To test this, we set up a case-control study
involving 64 type 2 diabetic patients with (33 patients) or without (31 patients) diabetic CKD.
To access bulk "N NIA values, we have exploited the easily-accessible protein of hair
keratin, previously shown as a non-invasive means by which to observe potential

. . . . . 15.1
modifications in protein metabolism.>'>'®

MATERIALS AND METHODS

Population

Outpatients attending the diabetes mellitus department at the Poitiers University Hospital,
France, were invited to participate in the Poitiers metabolic collection (INSERM CIC1402).
An independent committee, assessing key endpoints, reviewed the record of all participants
for type 2 diabetes mellitus, diabetic retinopathy (according to ophthalmological reports
including retinal examination, photographs and/or retinography), diabetic nephropathy and
cardio-vascular events (including ECG data).

All patients were of European ethnicity. Patients were selected on the presence of type 2
diabetes mellitus, defined according to the ADA 2007 criteria. Exclusion criteria were

definitive insulin requirement within less than 2 years after diagnosis, inability to understand
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study requirement, CKD stage 5 or total baldness. Patient’s diet was not assessed but the
whole population consumed a normal French diet.

Case patients were type 2 diabetic patients with high urinary albumin concentrations (uAC) of
>20 mg/L or 30 mg/24 h on at least two of three sterile urine collections and/or a low
estimated glomerular filtration rate (¢GFR) of <60 mL min™' 1.73m™, according to the CKD-
EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) equation. Control subjects were
type 2 diabetic patients of the same geographic origin with urinary albumin concentrations
<20 mg/L or 30 mg/24 h on two of three urine collections and with an eGFR >60 mL min™

1.73m>.

Laboratory assays

Urinary sample was a 24 h collection. Serum creatinine and uAC were measured by
nephelometry on a Modular System P (Roche Diagnostics GmbH). Renal function was
estimated by GFR using the CKD-EPI formula. Although renal function was not directly
measured, calculation of eGFR is considered adequate for the assessment of renal function in
patients with a stable condition.'” Urinary creatinine concentration (uCC) was measured on a
Hitachi 911 automatic analyzer (Roche Diagnostics, Meylan, France), allowing the
determination of urinary albumin to creatinine ratio (uUACR). Glycated hemoglobin (HbA.)
was determined by using a high performance liquid chromatography method with an ADAMS

A1C HA-8160 analyzer (normal values 4.0-6.0 %; Menarini, Florence, Italy).

Hair sample collection and preparation

A tuft of hair was cut close to the scalp, in the occipital area, the same day as laboratory
assays, and stored at room temperature until processing. For isotopic analysis, the complete

hair sample was transferred to a small glass bottle and washed in ethyl acetate (2 mL, 30 min)
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to remove adhesive tape residue and then in cyclohexane (2x2 mL, 30 min) to remove sebum
(lipids) and residues (e.g. shampoo). Residual traces of solvent were removed by evaporation
at 45°C under a stream of pure nitrogen gas. The sample was cut into small sections (1 mm or
less). An aliquot of each sample (~0.6 mg, giving ~0.08 mg N) was weighed with 10° g
precision (ultra-microbalance XP6U, Mettler Toledo, Columbus, OH, USA) into tin capsules

(solids “light” 5x9 mm, Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany).

Isotope analysis

The %N and %C and the bulk "N/"N and “C/"C ratios were determined by flash
combustion in an elemental analyzer (EA) and isotope ratio mass spectrometry (irm-MS),
respectively, as previously described.'®" Briefly, capsules containing samples (approx. 80 ug
N) were introduced into an Integra2 analyzer (Sercon, Crewe, Cheshire, UK), wherein they
were flash combusted in an oxygen atmosphere in the EA and the resultant gases (CO, and
N») were carried in a stream of helium to the irm-MS. Water was removed by a Mg(ClO4),
water trap and N, was completely separated from CO, using an integrated gas
chromatography column. Ion currents were measured for m/z 28, 29, 30 and m/z 44, 45, 46,
for N, and CO,, respectively, from which the bulk >N NIA (%o) and bulk ">C NIA (%o) values
could be calculated. Bulk NIA were expressed as the 6'°N (%o) and 6"°C (%o) ratios calculated

as follows:

8(%0) = (i-1)x1ooo
R

std
where for 6'°N the reference (Rsq) 1s atmospheric N, and for 6"3C it is Vienna-Pee Dee
Belemnite (V-PDB). The calibrated IAEA international reference materials
(http://mucleus.iaea.org/rpst/referenceproducts/referencematerials/Stable Isotopes/2H13CI15N

and180/index.htm) that covered the analytical range IAEA-N1 (6"°N = 0.43 + 0.07 %o) and
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IAEA-N2 (6"°N = 20.41 + 0.12 %o) were used for 6"°N calibrations, and NBS-22 (6"°C = -
30.03 + 0.05 %o), SUCROSE-C6 (6"°C = -10.80 + 0.47 %o),, and IAEA-CH-7 (formally PEF-
1, 8"C =-32.15 + 0.05 %o) were used for 6'°C calibrations, both via a laboratory standard of
glutamic acid. This working standard was defined as having isotopic compositions of 6'°N =
—4.80+0.08%o0 and 0"°C = —27.48+0.05%o relative to these international standards and was
included in each series every tenth sample to ensure quality control and to give base-points
for correction of measured values.

The C/N ratio was calculated from the weight percentages determined from the integrated
total ion current intensity for CO; and N,, and sample weights. The same working standard
(glutamic acid) was used for the N and C weight % determinations. C/N ratios were evaluated
to check for any hair contamination or incomplete combustion. The mean C/N ratio was
3.16+0.13 [2.81;3.53], indicating a good reliability of analysis. Each sample was analyzed in

duplicate, and the average of the two values was used for statistical analysis.

FEthics statement

The Poitiers University Hospital Ethics Committees (CPP Ouest III, Poitiers, France)
approved the design of this collection (registration number: DC-2008-565). All participants

gave their written informed consent.

Statistical analysis

Univariate statistical analyses were performed with Statview 5.0 (SAS Institute, Cary, NC).
Patients’ characteristics were expressed as meantstandard deviation (SD) or medians
(interquartile range [IQR]) for skewed distributions. Groups were compared using the x* test

for categorical variables, or parametric (ANOVA) or nonparametric (if not normally
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distributed, Kruskal-Wallis or Mann-Whitney U tests) tests for continuous variables. P values
<0.05 were considered statistically significant.
Non-supervised principal component analysis (PCA) was performed using the Simca-P

software.

RESULTS

Characteristics of the participants

Sixty-four patients with type 2 diabetes mellitus were included in the analysis. The mean age
was 6948 years, and the mean duration of diabetes mellitus was 22+8 years. The main
demographic and clinical characteristics of the population are given in Table 1. Patients with
nephropathy were older, more often male, and more often taking lipid-lowering drugs.
Twenty-one of them had eGFR > 60 mL min"' 1.73m™ and high urinary albumin
concentrations. Serum bicarbonate ranged from 19 to 30 mmol/L. Total mean bulk '*N NIA
for men was 8.9+0.6 %o, and mean bulk SN NIA for women was 9.0+0.6 %o, indicating no
significant difference between genders (p=0.5). No significant differences or correlation were
found between hair bulk >C NIA and diabetes and renal covariates.

The patients were divided into 2 groups based on whether they exhibited at least one of the
criteria of nephropathy (uAC > 20 mg/L or eGFR < 60 mL min" 1.73m™). This gave 33
patients in the nephropathy group (case group) and 31 patients in the control group. The
population was scrutinized by non-supervised multivariate principal component analysis
(PCA) to test the strength of the groupings. This confirmed eGFR and uCC as strongly
negatively correlated parameters that contributed significantly to the groupings. Hierarchical
clustering supported this grouping, showing 2 primary level groups with 50% of the case

patients grouping together with only 2 controls while at the tertiary level 73% of the controls
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were grouped together. Thus, non-supervised analysis supported significantly the allocation to

case or control groups.

Table 1 — Characteristics of the study population

Case Control p

n 33 31

Male — n (%) 22 (67) 13 (42) 0.047
Age (years) 70893 663 5.1 0.02
Duration of diabetes mellitus (years) 22497 21.8+5.6 0.77
Body mass index (kg /m™) 30.7+5.2 329+5.6 0.12
Systolic blood pressure (mmHg) 127 £ 18 122 + 15 0.17
Diastolic blood pressure (mmHg) 66 = 11 66 = 10 0.84
Treatment:

* Oral glucose-lowering drugs: n (%) 23 (70) 28 (90) 0.11

* Insulin therapy: n (%) 24 (73) 24 (77) 0.67

* Statins or other lipid-modifying drugs: n 27 (82) 18 (58) 0.04

(%)

* ACE-I and/or ARB: n (%) 28 (85) 23 (74) 0.29
HbA ;. % (mmol mol™) 7112 7409 0.32
Serum albumin (g L™) 39535  405+4.6 0.36
Serum bicarbonate (mmol L™) 25+3 26 =2 0.06
Estimated GFR (mL min™” 1.73m™) 684+276 845+10.6  0.003
Serum LDL cholesterol (mmol L™) 21007 2.38+0.73 0.12
Serum HDL cholesterol (mmol L™) 1.27 £ 0.39 1.30 £ 0.34 0.69
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Serum triacylglycerols® (mmol L) 1.50 (1.1) 1.23 (0.68) 0.43
Urinary albumin-to-creatinine ratio® (mg | 9.85 (40.2) 1.63 (1.55) <0.0001
mmol™)

Urinary urea concentration (24h collection) | 213 =91 253 + 89 0.09
(mmol L™

Daily urea excretion (mmol day™) 378 = 161 362 = 120 0.54
Urea fractional excretion (%) 403118 38.0+9.8 0.54
Bulk hair "N NIA (%o) 89=+0.7 9.0+0.5 0.41
Bulk hair °C NIA (%o) 212+3 20719 0.92

Data are expressed as mean = SD, or specified *: mean (IQR). ACE-I, angiotensin converting
enzyme inhibitors; ARB, angiotensin 2 receptor blockers; NIA, natural isotopic abundance;

RAS, Renin-angiotensin system.

Relation between hair >N NIA and diabetes mellitus covariates

Considering the whole population, bulk hair "N NIA values were not correlated with HbA .
(R?=0.03; p=0.77). Bulk hair N NIA values were not different in the group of patients with
insulin treatment (48 patients: 9.0+0.5 %o) versus those without insulin treatment (16 patients:

9.0+0.6 %o).

Relation between bulk hair >N NIA and study-group parameters

Values of bulk hair ’N NIA were 8.9+0.7 %o in the case group and 9.0+0.5 %o in the control
group with no significant difference between groups (p=0.41). In the case group, the mean
bulk ""Ninen NIA was 8.840.7 %o and the mean bulk "Nyomen NIA was 9.1+0.6 %o, p=0.3. In
the control group, the mean bulk N pen NIA was 9.10.4 %o, and the mean bulk SNyomen NIA

was 9.0£0.6 %o, p=0.5. Again, no significant influence of gender was observed.
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Relation between bulk hair >N NIA and key renal covariates

A positive correlation was found in the case group between bulk hair "N NIA and eGFR
(R*=0.2; p<0.01), while no significant correlation was found in the control group (R?>=0.04;
p=0.27) (Figure 1). Similarly, a negative correlation was found between bulk '’N NIA and
logarithmic transformed uACR in the case group (R*=0.2; p=0.02) (Figure 2) with no
significant correlation observed in the control group (R*=0.01; p=0.66). Taking all the data
together, both correlations were strengthened (Table 2). In contrast, while a positive
correlation was also found in the case group between bulk "N NIA and urinary urea
concentration (R?=0.18; p<0.02), the control group also showed a positive correlation, albeit
slightly weaker (R?=0.15; p<0.05). For the group as a whole, these parameters were strongly

correlated (R*=0.17; p<0.001) (Figure 3). Other correlation results are shown in Table 2.

Figure 1 — Correlation between bulk hair "N natural isotope abundance and estimated

glomerular filtration rate (eGFR) with CKD-EPI equation.
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Cases (filled circles) are type 2 diabetic nephropathic patients (urinary albumin excretion >20
mg/L or 30 mg/24 h and/or eGFR < 60 mL min' 1.73m™) and controls (open circles) are non-
nephropathic type 2 diabetic patients. Full line represents mean regression for case group and

dotted line for control group. A positive correlation between bulk hair N NIA and eGFR can
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be observed in the case group (R?>=0.2; p<0.01), while no significant correlation was found in
the control group (R2=0.04; p=0.27). The overall correlation is R* = 0.15, p < 0.01.

5"°N: bulk hair "°N natural isotope abundance, eGFR: estimated glomerular filtration rate.

Table 2 — Pearson correlations between key renal covariates

eGFR uACR U. urea U.urea BMI (kg m
(mL min” (mg mmol'l) (mmol (mmol %)
1.73m™) LY day™)
Bulk hair °N
0.151° 0.148° 0.173° 0.061 0.0003
NIA (%)
eGFR (mL
0.317° 0.097° 0.051 0.053
min” 1.73m)
uACR (mg
0.114° 0.111° 0.002
mmol'l)
U. urea
0.416° 0.008
(mmol L™
U. urea
0.05
(mmol day'l)

Data are expressed as R coefficient. uUACR: urinary albumin-to-creatinine ratio; eGFR:

estimated glomerular filtration rate; U. urea: urinary urea. * p<0.05; ® p<0.01; ¢ p <0.001.
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Figure 2 — Correlation between bulk hair >N natural isotope abundance and urinary

albumin-to-creatinine ratio (log transformed data).
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Cases (filled circles) are type 2 diabetic nephropathic patients (urinary albumin excretion >20
mg/L or 30 mg/24 h and/or eGFR < 60 mL min™' 1.73m™) and controls (open circles) are non-
nephropathic type 2 diabetic patients. Full line represents mean regression for case group and
dotted line for control group. A negative correlation between bulk >N NIA and logarithmic
transformed uACR can be observed in the case group (R?=0.2; p=0.02), while no significant
correlation was found in the control group (R*=0.01; p=0.66). The overall correlation is R* =

0.15,p <0.01.

5"°N: bulk hair "°N natural isotope abundance, uACR: urinary albumin-to-creatinine ratio.

Figure 3 — Correlation between bulk hair >N natural isotope abundance and urinary

urea concentration.
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Cases (filled circles) are type 2 diabetic nephropathic patients (urinary albumin excretion >20
mg/L or 30 mg/24 h and/or eGFR < 60 mL min™' 1.73m™) and controls (open circles) are non-
nephropathic type 2 diabetic patients. Full line represents mean regression for case group and
dotted line for control group. A positive correlation between bulk "N NIA and urinary urea
concentration can be observed in the case group (R?>=0.18; p<0.02), the control group also
showed a positive correlation but weaker (R2=0.15; p<0.05). The overall correlation is R* =
0.17,p <0.001.

5"°N: bulk hair "°N natural isotope abundance.

DISCUSSION

We did not observe any difference in bulk hair °N NIA between type 2 diabetes mellitus
patients with or without diabetic nephropathy. Subjects were not matched for age or gender,
but no influence of gender was observed. However, bulk hair "N NIA was positively

correlated to eGFR, a surrogate for kidney function in type 2 diabetic patients.

Relationship of bulk hair SN NIA with parameters of type 2 diabetes mellitus

Within the study population, it was found that neither gender nor the diabetes mellitus
covariates (HbA |, insulin therapy) correlated with the bulk hair '’N NIA values. However,
the mean bulk hair "N NIA value obtained (8.9+0.6 %) for this population of French diabetic
patients was slightly lower than the values obtained for healthy breast-feeding French mothers
(9.740.7%0)"° or healthy German adult men (9.8+0.7 %) and women (9.5£0.4 %o).'®
Furthermore, it was closer in value to that obtained for French women at parturition
(8'°N=8.8+0.6%0)."® In general, the extent of decrease of bulk hair '’N NIA has been found to
be larger in chronic conditions affecting protein metabolism, such as cirrhosis (8'°N=6.7%o),’

and a bulk A8'’N>1%o can reasonably be interpreted as indicating a disease- or metabolic-
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related change in nitrogen metabolism. Thus, although in the current study no difference
between bulk "N NIA values is found whether type 2 diabetes mellitus patients do or do not
in addition suffer diabetic nephropathy, the data do indicate that the population as a whole
had a modified protein metabolism, typical of pathology-related metabolic impact, which can
be suggested as due to their diabetic state.

3C NIA was not correlated to renal or diabetes covariates. Carbon is in the crossway of the 3
metabolisms suggesting a multifactorial modulation of >C NIA. To date, relation between "*C

NIA and "*N NIA remains unclear, limiting the interpretation of the data.

Relationship of bulk hair SN NIA with parameters of kidney function

This conclusion is strengthened by the key finding of the present study: correlations between
bulk hair ’N NIA values and the parameters of kidney function, eGFR (Figure 1) and
logarithmic transformed uACR (Figure 2). For both these renal covariates, the diabetic
nephropathy group shows a significant correlation, which is absent in the control diabetic
patients, suggesting that the severity of nephropathy specifically influences protein
metabolism. The difference observed is small, but this is likely to be due to the mild kidney
function impairment in the case group patients. Moreover, diabetic nephropathy is defined as
either low EGFR or high uACR or both. Thus some patients with high uACR may have eGFR
within sub-normal range of values. Nevertheless, these correlations, positive for eGFR and
negative for uACR are in direct agreement with the finding of non-supervised PCA in
showing eGFR and uCC to be negatively correlated. Further study with more advanced CKD
is therefore warranted to better study the impact of kidney function on bulk '°N NIA in hair.

The direct implication of this finding is that "N incorporation into hair protein decreases as
renal impairment progresses, and the indirect implication is that renal malfunction has led to

modified protein metabolism.
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That CKD impacts on protein metabolism is well established, although how appears to
depend on many factors, and inconsistencies have been reported. For example, muscle protein
synthetic rates have been reported both to increase® and to be reduced”' in response to CKD,
but the whole body protein turnover-rate to be unaffected.”” Glucose-lowering drugs
(metformin and glipizide) modify the availability of amino acids, which could have an impact
on protein turnover,” and low protein intake, malnutrition, uremia, reduced bioavailability of
IGF-I, and hyperinsulinemia are all putative causes of reduced whole body protein
synthesis.”* Our patients were all in a stable condition, with normal-to-high BMI (Table 1),
indicating no apparent modified eating behavior. None of them had uremia or acidosis.
However, those patients with low eGFR also had low urea concentrations and a high uCC.

Acidosis may also increase whole-body protein degradation® but we were not able to show
any difference in plasma bicarbonate concentration, a marker of metabolic acidosis, between
the study groups. Further studies are therefore needed to better understand the relationship
between protein/amino acid metabolism and kidney function in diabetes mellitus taking into
account drug therapy. A simple non-invasive index of protein metabolism such as bulk hair

>N NIA might be of interest in this specific objective.

Bulk hair >N NIA as an indicator of protein metabolism

Assessing whole body protein metabolism using stable, non-radioactive, intravenous tracer
infusion is cumbersome, expensive and rather invasive in humans.”® Since bulk "N NIA can
be directly related to protein metabolism, excreted proteins — notably the keratin of hair and
nails — provide an alternative easily-accessible index of whole body protein metabolism.”'>'®
As hair keratin is continuously accumulated, thus excluded from the pool of amino acids, its

>N NIA values therefore reflect the nitrogen metabolic status at the time of '’N incorporation

into newly synthesized proteins. Hence, the value at any given time-point in hair growth will
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retain a measure of fluctuations in both the protein fractional synthesis rate and in the
intracellular free amino acid precursor pool.**” We previously used this method to examine
nutrition in newborns'® and in fully breastfed infants.'”*® We showed in the latter study that
by examining compound specific amino acid '’N NIA values in the nutrient source (mother’s
milk) and infant protein (hair at one month), the bulk N NIA of the infant appears to be
dominated by infant amino acid metabolism, not by maternally-derived nutrients. This
conclusion is coherent with that of Poupin et al.**” for a range of tissues in rat, indicating that
such data might be exploited in the same way to examine modified protein turnover in
relation to pathological state in humans. Metabolic processes such as transamination,’

? and ureagenesis® have all been shown to induce isotopic

ribosomal protein synthesis,”
fractionation (i.e. changed NIA). Clearly, an analysis of compound specific amino acid °N
NIA values would be of value in aiding pinpoint which dietary and metabolic factors are

determining the "N NIA profiles and how these are impacted by the severity of pathogenicity

of the patient.

Relationship of bulk hair SN NIA with urinary urea concentration

A positive correlation was found between bulk hair '’N NIA and urinary urea concentration
within the whole patient population (Figure 3). Increased urea excretion such as bulk hair °N
NIA may be an indicator of 1) higher protein intake, which was not assessed in this study but
all patients consumed a normal French diet, 2) protein catabolism or 3) less altered renal
function, 1.e. kidney able to excrete urea. This is consistent with the previous observations of
modified bulk "N NIA in cases of pathology.”'> A high protein intake may have a toxic effect
on renal function and diabetic nephropathy,'” making a low protein intake recommended in
more advanced disease. Whether bulk '°N NIA in hair can help with fine-tuning protein intake

in CKD needs further investigation.
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CONCLUSION

The present pioneer study suggests bulk hair N NIA might be exploitable as an indicator of
protein metabolism in type 2 diabetes mellitus. Crucially, positive correlations between bulk
>N NIA and indices of renal function are identified as a potentially easily-accessible means to
identify onset of CKD. However, the data presented here is obtained from only a small
population of patients, none of whom were in advanced kidney function impairment.
Nevertheless, the tends found indicate that further research aiming at determining the specific
contribution of nitrogen intake, protein turnover, renal function, acidosis and insulin levels on

bulk hair N NIA is warranted.
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2.1.3 Etude REGULACT portant sur le nouveau-né et la composition du lait maternel
(Soumise)

Notre équipe ¢tudie I’effet de I’obésité maternelle sur 1’allaitement maternel exclusif, la
croissance pré et post natale de I’enfant et la prise de poids maternelle (123). Pour poursuivre
I’exploration des déterminants de la croissance chez le nouveau-né apres la comparaison entre
le nouveau-né et sa mere, nous avons voulu comparer la composition du lait maternel, en
particulier la concentration en leptine et la composition en macronutriments, d’enfants en
allaitement maternel issus de mere obéses (n=50) et non obeses appariées (n=50).
L’alimentation étant totalement controlée, 1’allaitement exclusif constitue un modé¢le d’étude
pour I’exploration de I’AIN en "°N. I est ainsi possible de calculer 1’effet trophique et d’isoler
le role de la croissance. Ce projet a été financé par le PHRC interrégional 2009 et a été réalisé
dans I’unité INSERM CIC1402 (CHU Poitiers).

Les résultats qui concernent I’objectif principal de cette étude sont en cours de soumission
(3°™ auteur). Cette étude montre que le gain de poids lors de la gestation est plus faible chez
les femmes obeses en raison d’une moindre prise de poids non feeto-placentaire. Bien que la
concentration en leptine dans le lait des femmes obeses é€tait supérieure, nous n’avons pas
observé d’association avec la prise de poids de I’enfant & 1 mois en allaitement exclusif. Ceci
suggere un effet mineur de la leptine en post-natal. Il n’existait pas de différence dans la
concentration des macronutriments selon que la meére était obeése ou non. Le débit de lait

mesur¢ sur le sein controlatéral a la tétée était corrélé avec la prise de poids de 1’enfant.

Nous avons comparé I’AIN en "N des cheveux de ces mémes enfants a 1’dge de 1 mois. Nous
n’avons pas observé de différence entre I’AIN en "N des cheveux de nouveau-nés nés de
mere obese ou non (respectivement 9,9%o [9,7-10,1] vs. 9,5%0 [9,3-9,8], p=0,09), alors que

’AIN en "N du lait des méres obéses était plus élevé (6,4%o0 [6,1-6,7] vs. 5,9%0 [5,6-6,2],

124



p=0,006). Les ingesta maternels n’ont pas été analysés pour savoir s’il existait une différence
d’AIN en N entre les méres obéses et non obéses mais cette variation pourrait refléter un
métabolisme protéique plus intense chez les meres obeses, comme déja montré dans la
littérature chez I’enfant et 1’adulte (124,125). La croissance (poids et longueur) dans les
groupes n’était pas différente, ce qui pourrait expliquer 1’absence de différence de
fractionnement isotopique. Cela suggere que le métabolisme a un effet plus important que
I’alimentation dans la détermination de I’AIN en °N. Cette étude contrdlait partiellement
I’apport du nouveau-né et a donc permis de mesurer 1’effet propre du métabolisme.

Une analyse complémentaire de ’AIN en °N des protéines et de I'urée (riche en '*N) du lait
maternel est en cours car 1’urée pourrait participer a cet effet trophique important.

Ce travail est en cours de rédaction (1* auteur).
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What is already known about this subject?

Mothers with pre-gestational obesity gain less weight during pregnancy, full-breastfeed less
and for a shorter period of time

What does this study add?

Mothers with pre gestational obesity had lower non-foeto-placental weight gain

One month after birth, milk leptin concentration was higher in mothers with pre-gestational
obesity but lactose, lipids and protein content did not differ

We did not observe any difference in infant growth at one month
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ABSTRACT (200 words)

Objective

Mothers with pre-gestational obesity (PGO) gain less weight during pregnancy, full-
breastfeed less and for a shorter period of time than pre-gestational lean (PGL) mothers.

Whether breast milk composition differs remains unknown.

Methods

This prospective controlled study compared leptin and macronutrient milk composition at 1
month in exclusively breastfed infants born from PGO and PGL mothers. Fifty PGO mothers
were matched for age, parity, ethnic origin, and educational level with 50 PGL mothers.

Gestational weight gain (GWG) was studied on a subset of the screening population.

Results

GWG was studied in 1452 women; a third of them were obese or over-weight. PGO women
had lower GWG due to a lower non-foeto-placental weight gain. The controlled study showed
that PGO women did not report more difficulties breastfeeding and recovered pre-gestational
BMI at one-month post-partum. Their milk leptin concentration was higher but we did not
observe any difference in lactose, lipids and protein content and infant weight gain when
compared to PGL women. Calculated milk flow on one nursing and breast was correlated to

weight gain at one month.

Conclusions
Maternal obesity may regulate gestational weight gain. In spite of higher milk leptin

concentration infant weight gain was not affected.
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Obesity in women of reproductive age is increasing, affects the outcome of pregnancy on both
maternal and fetal side and contributes to the health-status of the offspring at the adult age (1,
2). Breastfeeding may lower the risk of being obese later on. Many factors We have
previously observed in an observational study that infants born to women with pre-gestational
obesity (PGO) and exclusively breast-fed grew slowly during the first month of postnatal life
(3). The effect was small and transient as suggested by the Inserm EDEN cohort study (4).
Moreover, PGO women gained less weight during pregnancy, some of them even loosing
weight (3). We hypothesized that maternal pre-gestational obesity might regulate weight gain
during pregnancy and after birth. Recent articles reported a positive correlation between
breast milk leptin concentration (MLC) and body mass index (BMI) in non-obese women,
with putative consequences on the infant’s metabolism (5). Milk leptin was positively
correlated with fat mass, did not vary between fore and hindmilk and was not correlated to
infant weight gain at one month (6). In addition, obese mothers have reported more
difficulties breastfeeding, with a potential impact on milk output and infants’ weight gain. We
designed a case-control pilot study aiming at comparing breast-milk composition (lactose,
lipid, protein, and leptin) in exclusively breastfeeding PGO and pre-gestational lean (PGL)
mothers. Gestational weight gain (GWG) was studied on a larger population extracted from

the screening population of the controlled study.

SUBJECTS AND METHODS
Participants

Women and child dyads were recruited in the university maternity hospital of Poitiers and the
maternity hospital of Chatellerault, both in Western France. PGO mothers (BMI > 30 kg.m™)
were matched with PGL mothers (18.5 kg.m?<BMI<25 kg.m™) for age (£5 years), pregnancy

status (first child vs. second or more), ethnic origin, and maternal educational level.
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Mother/infant dyads with preexisting chronic or gestational diseases, smokers during
pregnancy, twin pregnancies, children born prematurely (i.e. with a gestational age (GA) <37
weeks of amenorrhea), with low a birth weight (birth weight < 3™ centile for GA according to
French references AUDIPOG (7), or hospitalized in the neonatal period were excluded. Only
infants who remained exclusively breastfed at I-month post-partum and their mothers

participated in the study.

The study was conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
The CPP Ouest III ethics committee approved the protocol on Sept. 7™ 2009. After explaining

the study protocol to the mother, written consent was obtained from all participating mothers.

Study design

Participating mothers and their infants were investigated at the clinical investigation unit
(Inserm CIC 0802) of the university hospital of Poitiers at one-month post-partum. Visits
were always scheduled between 9 and 11 in the morning. Breast-milk was collected from the
breast opposite to the breast suckled by the baby using a breast pump (Symphony, Medela™,
Switzerland). Breast-milk collection lasted as long as the baby suckled. Milk flow (mL.min™")
was calculated as the volume collected (mL) divided by the duration (min) of the milk
collection. Breast milk was aliquoted and frozen at -80°C until analysis. Samples were blind-
coded with a same identification number for each pair. A physical examination was
performed for both mother and infant. Maternal height was measured with a stadiometer
(Model HR 001, Tanita™, Leicester, England) and maternal weight was measured using
electronic scales (Model 803, Seca™,Hamburg, Germany). Weight and height before
pregnancy, at delivery as well as placental weight were obtained from medical file. Body

mass index (BMI) was computed by the standard formula. Infant weight was measured using
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electronic Seca scales (Model 335, Seca™, Hamburg, Germany) and length using a steel

somatometer (Model 207, Seca™, Hamburg, Germany).

GWG was calculated as mother weight at birth (MWb in kg) - weight before pregnancy
(MWp in kg). Percent GWG was calculated as (MWb-MWp)/MWp. Non foeto-placental
gestational weight gain (NFPGWG) was calculated as MWb-MWp-BW-500 with BW=birth-

weight and 500 is the mean amniotic fluid mass i.e. 500 cm’ (8).

Body composition was measured in standardized conditions using a bioelectrical impedance
analyser (Quadscan 4000, Bodystat Ltd., Isle of Man). Percent fat mass was calculated using
built-in equations for adults from 50kHz values (9). Mothers were requested to answer

questions about breastfeeding and stool frequency of their child.
Leptin analysis

Leptin was analyzed using Human leptin radio immune assay kit (Linco research Inc., USA).
Whole milk samples were vigorously vortexed to ensure sample uniformity and were diluted
1:1 with the assay buffer, as recommended in the assay. Analysis was performed in duplicate.
All tubes were counted in a gamma counter and leptin concentrations were calculated using

automated data reduction procedures.
MIRIS analysis

Human milk was analyzed using a MIRIS® apparatus (Uppsala, Sweden). Two samples each
of 2 mL were thawed, warmed at 40°C and homogenized for 90 sec using a Bioruptor®
sonicator (Diagenode, Li¢ge, Belgium). Analysis was performed in duplicate. Protein, lipid,
lactose, and total dry matter contents are true measurements, whereas milk energy content
(kcal.100mL™") was calculated, assuming energy content of 9.25, 3.95, and 4.4 kcal.g ~'of fat,

lactose, and protein respectively. The absence of drift in the MIRIS measurement over time
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was checked using aliquots of frozen milk samples specifically prepared and stored for this
purpose.

Statistical analysis: A power calculation set the number of mother-infant dyads to be included
at 100 (50 obese and 50 non-obese mothers). This allowed the detection of a difference of
0.15 + 0.2 ng.mL™" for leptin concentration in milk, the focal point of the study (95% power,
5% significance level). Data are expressed as means £ SD. Comparisons between groups and
within pairs were performed using a paired t-test. Correlation analyses were performed on the

whole dataset using Pearson’s coefficient.

RESULTS

The screening population totalized the 9445 mothers who gave birth between Feb. 22" 2010
and Sep. 10™ 2012 in the maternity wards of the University hospital of Poitiers and general

hospital of Chatellerault, France (Figure 1).

Gestational weight gain was studied in 3188 women who gave birth in both maternity wards,
from Feb. 22nd 2010 and Aug. 18th 2011. We removed from statistical analysis 286
premature birth<37 weeks of amenorrhea, 85 multiple pregnancies and 1365 files with
missing data to get 1452 files with full data. Pre-gestational BMI <18.5 kg.m™ (thinness),
between 18.5 and 25 kg.m™ (normal weight), between 25 and 30 kg.m™ (overweight) and over
30 kg.m™ (obesity) were present in respectively 10, 57, 20 and 13% of cases. There was no
difference in age between obese and non-obese mothers (Table 1). Pre-gestational diseases
were present in 192 women and more frequently in PGO women (25 vs. 12%, p=0.0002).
Most frequent diagnoses were endocrine diseases (n=31) including diabetes (4 in 31),
hypertension (n=16) and drug addiction (n=8). One hundred and forty two women gave birth
through cesarean section, more frequently in obese women (16 vs. 9%, p=0.003). Gestational

and post-gestational complications for mother and child were more frequent in obese mothers
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(27 vs. 13%, p<107*). Most frequent diagnoses were gestational diabetes (n=71), hypertension

(n=19), fetal growth impairment (n=30). One woman in 3 was smoker with no difference

whether she was obese or not.

Figure 1: Study flow chart (adapted from Consort recommendations)
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Table 1: Population characteristics

All 18.5<BMI<25 kg.m’ BMI>30 kg.m’ p

N 1452 821 192

Age (y) 29.5[29.2-29.7] 29.4[29.0-29.7] 29.8[29.0-30.6] 0.37
BMI (kg.m™) 23.9 [23.6-24.2] 21.4[21.3-21.6] 34.7 [34.0-35.4] <10
GWG (kg) 12.6 [12.3-12.9] 13.6 [13.2-13.9] 9.6 [8.6-10.6] <10
BW (g) 3329 [3304-3353] 3329 [3298-3360] 3414 [3342-3487] 0.007
PW (g) 585 [578-592] 577 [569-586] 624 [601-647] <10
NFPWG (kg) 8.1[7.8-8.4] 9.1[8.8-9.5] 4.7 [3.6-5.8] <10

Legend: Results are means and IC 95 between brackets; BMI is pre-gestational BMI; p is

paired t-test between matched pairs of obese/non-obese mothers

Birth weight was 98 g higher in newborns born to PGO mothers while GWG and non-foeto-
placental weights gain were respectively 3.9 kg and 3.5 kg less in the same group (Table 1).
GWG was above IOM standards in 85% of PGL mothers while only in 59% of PGO women.
Conversely 21% of PGO mothers had a gestational weight gain below IOM standard but only
3% of PGL mothers (overall khi2 test, p<10™). Birth-weight was positively correlated to
GWG (r’=0.03, p<10™). Children whose mothers gestational weight gain was above IOM
standards had a higher birth-weight (p<10™). Pre-gestational BMI was negatively correlated
to GWG whether expressed in kg (1’=0.05, P<10™) or in % change from pre-gestational

weight (Figure 2).

Exclusive breast-feeding, baby bottle-feeding or both were respectively observed in 57%,
41% and 2%. Obese mothers exclusively breastfed less their child than non-obese mothers

(50 vs. 58%, p=0.02, Fisher’s exact test).
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Figure 2: Correlation between pre-gestational BMI and % change from pre-gestational weight
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The controlled study included two groups of 50 mother/infant pairs within the 165 women
who gave consent terminated the whole study and visited us at the Inserm clinical
investigation center 0802 at 1 month (35 of 165 discontinued full breast feeding and switched
to non exclusive breastfeeding or formula feeding and 30 left the study for other
reasons)(Figure 1). In each group, mothers were primiparous (n=20) and multiparous (n=30)
with no mismatch; of European origin (n=42) or African origin (n=4) and 4 mismatches
(European vs. African origin); college graduate (n=5) or higher (n=30) and 15 mismatches

(College vs. higher education level).

PGO mothers were heavier, 2.5 cm shorter, had a higher BMI but did not differ in age and
gestational age (Table 2). Measured height at 1m was 1cm lower that pre-gestational height
reported on medical file (163.1+6.3 vs. 164.4+6.0 cm, p<0.001, n=100). The difference
between measured and reported height was not different between groups, respectively for
PGO and PGL mothers -1.6£1.5 cm vs. -1.0+1.3 cm, p=0.07. Infants’ characteristics are

shown in table 3.
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Table 2: Characteristics of the Mothers

All 18.5<BMI<25 kg.m™ BMI>30 kg.m™ p
N 100 50 50
Age (y) 30.7 [29.8-31.6] 30.6 [29.4-31.8] 30.8 [29.5-32.2] 0.5
BMIp (kg.m) 27.8 [26.5-29.2] 21.6[21.2-22.0] 34.1 [33.0-35.2] <107
Wp (kg) 75.1[71.5-78.6] 59.3 [57.9-60.7] 90.8 [87.7-94.0] <107
Hp (cm) 164.4 [163.3-165.6] 165.7 [164.0-167.4] 163.2[161.6-164.7]  <0.05
Wb (kg) 85.6 [82.4-88.8](98)  72.8 [70.6-74.9](49) 98.4[95.1-101.7](49) <10
W1 (kg) 78.7 [75.5-82.0] 65.4 [63.4-67.4] 92.1 [89.0-95.2] <10
GWG (kg) 10.5[9.3-11.6] 13.3 [12.1-14.5] 7.7[6.1-9.3] <10
BW (g) 3441 [3349-3533] 3420 [3309-3531] 3462 [3316-3609] ns
PW (g) 589 [564-614](98) 567 [541-594] (49) 610 [569-552] (49) 0.08
NFPWG (kg) 6.0 [4.8-7.2](96) 8.8 [7.6-10.1] (48) 3.1[1.5-4.8](48) <10
BMIb (kg.m?)  32.3[31.0-33.6](98)  26.9 [26.2-27.5](49) 37.7 [36.6-38.9](49)  <10°
BMI1 (kg.m™>) 29.7 [28.4-31.0] 24.1[23.4-24.7] 35.3 [34.2-36.4] <10
Est. %FMp 33.1[31.4-34.8] 25.3 [24.8-25.9] 40.9 [39.5-42.2] <10
Est %FMb 38.6 [37.0-40.2] 31.8 [31.1-32.6] 45.4 [44.0-46.8] <10
%FM1 33.2[29.8-36.7] (21)  27.4[25.7-29.2](12) 41.0 [37.5-44.51(9) <10

Legend: Results are means and IC 95 between square brackets; number of patients included in

the means are on the second line unless they appear between brackets; Wp: pre-gestational

mother weight; Wb: mother weight at birth; W1: mother weight at 1 month; GWG:

gestational weight gain (kg); BW: birth-weight; PW: placental weight; NFPWG: non-foeto-

placental weight gain; BMIp; maternal pre-gestational BMI; BMIb: maternal BMI at birth;

BMI1: maternal BMI at 1month; %FM: percent fat mass measured by mono-frequency (50

kHz) bio-electrical impedance analysis at 1 month; Est. %FMb: estimated %tfat mass at birth;

Est. %FMp: estimated pre-gestational %tfat mass
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Table 3: Characteristics of the Infants

All 18.5<BMI<25 kg.m”>  BMI>30 kg.m™ p
N 100 50 50
At birth
GA (W) 40.0 [39.8-40.3] 40.1 [39.8-40.4] 40.0 [39.7-40.5] 0.9
Weight (kg) 3441 [3349-3533] 3420 [3309-3531] 3462 [3316-3609] 0.7
Height (cm) 49.9 [49.5-50.3] 50.0 [49.5-50.6] 49.8[49.2-504] 0.6
Head C. (cm) 34.7 [34.4-35.0] 34.8 [34.4-35.3] 34.5[34.1-349] 03
Boys/girls 54/46 24/26 30/20 ns
At 1 month
Age (d) 31.0 [30.2-31.8] 31.2[30.2-31.8] 30.8 [29.6-32.0] 0.6
Weight (kg) 4235 [4112-4358] 4258 [4102-4414] 4212 [4021-4403] 0.7
Height (cm)* 53.4 [53.1-54.0] 53.6 [52.9-54.2] 53.5[52.9-54.1] 0.9
Head C. (cm)** 36.8 [36.6-37.1] 37.0 [36.6-37.4] 36.7[36.3-37.1] 0.3
A Weight (g) 794 [712-875] 838 [741-935] 750 [619-881] 0.3
WGV (g.d™) 25.4[23.0-27.7] 26.7 [24.0-29.5] 24.0[20.3-27.8] 0.3

Legend: Results are means and CI95 between brackets; ; p is paired t-test between matched
pairs of obese/non-obese mothers; GA: gestational age; Head C.: head circumference; A
Weight: weight gain;, WGV: weight gain velocity; p is paired t-test between matched pairs of

obese/non-obese mothers;; *: calculations on 49 pairs; ** : calculations on 47 pairs

Gestational weight gain was 5.6 kg lower in PGO mothers due to a 5.7 kg lower non-foeto-
placental weight gain (Table 2) with no difference in birth weight and placental weight.
During pregnancy, BMI of PGL mothers gained 5.2 kg.m™ while PGL mothers gained 3.6

kg.m™. At 1 month, BMI of PGO mothers exclusively breastfeeding their child went back to
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pre-gestational value while it was still 2.5 kg.m™ above in PGL mothers. Percent fat-mass at 1
month was positively correlated to BMI (%fat-mass = 1.25*BMI-1.62, r’=0.86 on 21
measures). Measured %fat-mass was higher in PGO mothers at 1 month but had returned to
estimated pre-gestational values. At 1 month PGL mothers had still 2.1% fat-mass more when
compared to estimated pre-gestational values. Percent fat-mass change during pregnancy and

1 month after birth is summarized in figure 3.

Figure 3: Mother’s percent fat-mass change in pre-gestational, at birth and 1 month after birth
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PGO mothers did not report more difficulties breastfeeding at 1 month (breastfeeding
difficulties as a whole or finding the right position to breastfeed, the use of silicone nipple
protectors, feeling uncomfortable breastfeeding in the presence of others, anxiousness,
perceiving milk shortage, suffering from fatigue, milk engorgement, painful breastfeeding,
mastitis, or any medication intake) (Figure 4). We did not observe any difference in the

number of times the infants needed to nurse (7.7+1.7 vs.7.5£1.5 times a day for PGL and
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PGO groups, respectively) or in infant stool frequency (5.3+2.5 vs.4.842.6 stools per day for

PGO and PGL groups, respectively).

Figure 4: Perceived difficulties breastfeeding. NS: non significant
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Twenty-six children were female in the PGL group, and 20 in the PGO group (NS).
Children’s characteristics are listed in table 3. We did not observe any difference between
groups at birth and at 1 month regarding weight, height, head circumference, weight gain,

weight gain velocity and age.

Both MLC and total dry matter were significantly higher in the PGO group (Table 4). Neither
milk concentrations of lactose, lipid or protein (Table 4) nor the calculated milk energy
content differed between groups. At the clinical investigation unit, milk volume tended to be
lower and even though milk collection duration time was longer, calculated milk flow was
significantly lower in PGO mothers (Table 4). Change in baby weight before and after

nursing did not differ between groups. However the volumes of collected milk and change in
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baby weight before and after nursing were positively correlated (r=0.33, p=0.001). Median
difference between baby weight change before and after nursing and collected milk volume
on the opposite breast was 10.0 [IC 95, 2.1-12.1] grams. Univariate analysis of weight gain at
1 month showed a significant correlation with milk flow (r=0.26, p=0.02), a borderline
correlation with protein and lipid (p=0.05), but no correlation with either milk leptin (p=0.28)
or lactose (p=0.17) concentrations. MLC was correlated to pBMI (1’=0.4, p<0.0001) and

GWG (r*=0.03, p<0.0001).

Table 4: Milk composition and flow

All 18.5<BMI<25 kg.m”>  BMI>30 kg.m"™ p
Leptin 3.7 [3.2-4.2] 2.5[2.1-3.0] 4.8 [4.1-5.6] <10”
(ng.mL™) (100) (50) (50)
Lactose 6.8 [6.7-6.9] 6.8 [6.7-6.9] 6.8 [6.7-6.9] 0.97
(2.100 mL™) (94) (47) (47)
Lipid 3.5[3.2-3.8] 3.3 [2.9-3.7] 3.7 [3.2-4.2] 0.16
(2.100 mL™) (94) (47) (47)
Protein 1.0 [0.9-1.0] 1.0 [0.9-1.0] 1.0 [0.9-1.0] 1.00
(2.100 mL™) (94) (47) (47)
Energy 63.6 [60.9-66.3] 61.5 [58.2-64.8] 65.7 [61.4-70.0] 0.12
(kcal.100 mL™) (94) (47) (47)
Total dry matter 12.1 [11.8-12.4] 11.7 [11.4-12.1] 124[11.9-12.8]  <0.05
(g DW.100 mL™) (94) (47) (47)
Volume of milk 50 [47-54] 53 [48-58] 47 [43-51] 0.07
(mL) (100) (50) (50)
Nursing 11 [10-12] 10 [8-11] 12 [10-13] 0.08
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duration (min) (100) (50) (50)

Milk Flow 5.9 [5.2-6.6] 6.7 [5.7-7.8] 5.1 [4.1-6.0] 0.03
(mL.min™) (100) (50) (50)
A Weight (g) 47+36 [40-55] 54+36 [43-65] 40+34 [30-51] 0.09
after nursing (84) (42) (42)

Legend: Results are means and CI95 between brackets; n tested between parentheses; p is

paired t-test between matched pairs of obese/non-obese mothers

DISCUSSION

A third of women giving birth in the two maternity wards of this clinical trial were obese or
over-weight. Weight gain was negatively correlated to pre-gestational BMI. Women with pre-
gestational obesity had lower gestational weight gain due to a lower non-foeto-placental
weight gain. Fully lactating women with pre-gestational obesity did not report more
difficulties breastfeeding and recovered pre-gestational BMI and %fat at 1-month post-
partum. Their milk leptin concentration was higher but we did not observe any difference in
lactose, lipids and protein content when compared to non-obese women. Calculated milk flow

on one nursing and breast was correlated to weight gain at one month.

Frequency of obesity and over-weight both increased, respectively from 10 to 13% and from
16 to 20% when compared to our 2008 study preformed in the same hospital (3). This is
consistent with the French triennial large-scale study (OBEPI), which reported increasing
prevalence of obesity in French women up to 15.7% (10). In the later study, the Poitou-
Charentes region stands 1.2% below overall prevalence of obesity in France i.e. 15% and this
may account for the slight difference between present results and those of OBEPI 2012.

Therefore obesity is a public health matter in women in age to give birth. Impact of PGO on
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maternal, fetal and newborn outcomes is well known(11). We were able to show a small
(~100g) but significant increase in birth-weight in newborns of PGO mothers because of the
large number of women included in the screening population of this study. Pre-gestational
BMI is positively linked to the offspring corpulence and cardio-metabolic parameters at 32 y

independently of gestational weight-gain (2).

In this study, PGO women gained less weight during pregnancy in accordance with previous
results (3, 8). Gestational weight-gain is positively correlated to offspring adiposity at 32 y
independently of pre-gestational BMI (2). Whether regulation of gestational weight gain
occurs on purpose or not remains to be determined. One might hypothesize that an adequate
fat mass is necessary for optimal foeto-placental development and already attained in obese

women. To date, mechanisms involved in such regulation are to be determined.

Among PGO women, 26% (n=49) gained less than 5 kg during pregnancy while only 5% of
non-obese women (n=60). Fifteen of them even lost weight during pregnancy up to 11 kg.
Present study did not allow us to determine whether this was due to a regimen or to other
causes. Pre-pregnancy diseases were not more represented in this group of women. We had
already made same observation in our previous study (3). Even though dietary and lifestyle
intervention may be efficient in reducing GWG (1), more studies are needed to better define
potential benefits and harms of such programs (12, 13). Recent data show a positive linear
correlation between mother and fetus indices of protein accretion suggesting that nutritional
status of the mother directly determines that of the fetus even within a normal range of BMI
(14). To date, weight-loosing programs during pregnancy should be avoided in the absence of

evidence of innocuousness.
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Present data as well as older observations (8) suggest that pre-gestational corpulence may
regulate gestational weight gain. Even though we cannot exclude that some women paid more
attention to weight control none was on a weight control program and followed by a dietician.
Function and mediators of such a spontaneous regulation are unknown. We observed a
positive correlation between MLC and BMI. Other adipocytokines such as leptin,
adiponectin, resistin, TNF-a, IL-6 or appetite regulating peptides GLP-1, PYY, ghrelin were

not included in the present study that did not include any blood sampling.

MLC was nearly two-fold higher in the OBE group than in the NOBE group. This confirms
the working hypothesis of our study protocol that MLC is increased in obese mothers. This is
consistent with other studies performed in lean, overweight and slightly obese women
showing positive correlation between MLC and pre-gestational BMI (5, 6). However, we
were not able to show any difference in weight gain at 1 month in infants born to PGO
mothers and exclusively breastfed. Same conclusion was drawn in a smaller group of women
with a lower BMI (6). In a rat model, orally administered leptin has been shown to be
absorbed by the immature stomach and may have a regulatory effect on weight gain of the
offspring (15, 16). As maturation of the gastrointestinal tract proceeds, leptin absorption
diminishes as stomach leptin secretion rises (15, 16). In humans plasma leptin concentration
falls from birth to 4 weeks and comes up afterwards with increasing weight (17). Our results
suggest no effect of milk leptin on infant gain at one month. Other appetite hormone such as
GLP-1 may be of interest but were not tested in the present study. Of notice, we were not able
to show a lower weight gain contrary to our previous findings (3). The reason for the
discrepancy between the 2 studies is unclear. The 2008 study was strictly observational and
data at 1 month were collected by telephone interview. Involvement of participating mothers

might have been stronger in the present study, with a possible impact on breastfeeding
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practices, particularly in obese women who were identified as a population at risk to
discontinue breastfeeding. Testing differential weight gain in infants born to PGO and PGL

mothers would require a large study population to reach significance.

Estimated milk flow was lower in obese mothers and correlated with infant weight gain
during the first month. It was measured under standardized conditions at the clinical
investigation center on the breast contralateral to the breast on which the child was suckling.
However, these conditions were obviously not those prevailing in “real life” and any
extrapolation to daily breast milk intake from nursing frequency and volume collected on 1
nursing must be taken cautiously. Ingested milk volume may be estimated using tracer
dilution methods after administration of deuterium-labeled water to the nursing mother.
However, such methodology is cumbersome, invasive, and requires multiple milk and urine
collections (18, 19). Moreover milk production and frequency is determined by infant’s
demand and interaction. Whatever method is used, the diagnosis of insufficient milk
production requires a careful analysis of the infant’s growth chart (20). Ultrasound may
provide information on the oxytocin dependent milk-ejection reflex (21), a potential cause for
insufficient milk production. From a practical standpoint, measuring milk flow might be a

useful, ethically usable estimate of milk production, on a day-to-day basis.

There was a trend toward a higher fatty-acid concentration in breast milk from obese mothers
at one month. This is consistent with the study by Mékeld et al who measured breast milk
fatty-acid composition at 3 months in mothers with a pre-pregnancy BMI either under or
above 25 kg.m™ (22). In that study, saturated fatty acids were higher and n-3 series fatty acids
lower (total and 20:5n-3 i.e. eicosapentaenoic acid, and 22:6n-3 i.e. docosahexaenoic acid) in

milk from obese mothers. A higher fat content might induce premature satiety. It is
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noteworthy that we observed a weak correlation between milk lipid concentration and weight
gain at one month. Milk fat content is known to change over the course of the breastfeeding
period as well as during a single nursing (23). Another study recently reported a positive
correlation between fore-and hindmilk fat content and weight gain at 1 month (6). Other
components of breast milk were consistent with what is already known using the same

methodology (24) and were not different between groups.

In summary, obesity and overweight may concern up to one third of women attending
maternity ward in France. Present study suggests that pre-gestational BMI may affect
gestational weight gain and may have physiological significance. However any intervention
aiming at loosing weight during this period must be performed very cautiously. We also show
that human milk from obese mothers has a higher MLC. However, relevancy of this
observation on weight gains regulation in the offspring remains to be established in humans.
Milk flow measured on one breast and one nursing might help in clinical practice estimate

milk supply to infants.
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2.1.4 Résultats préliminaires chez la souris

L’étroite corrélation entre I’AIN en "N des cheveux de la mére et de 1’enfant que nous avons
observée dans la cohorte EDEN nous a poussé a étudier I’effet d’une restriction d’apport
protéique chez I’animal. La linéarité¢ de la relation suggérait qu’une restriction d’apport chez
la mere pouvait directement conditionner le métabolisme fcetal. Nous avons eu I’opportunité
de collaborer avec I’équipe des Drs Pierre Fafournoux et Céline Jousse a I’'INRA UMR 1019
de Theix qui travaillent avec ce type de modele dans un autre domaine. Nos discussions ont

permis de réaliser le projet commun ci-dessous, premicre pierre d’une collaboration durable.

Nous avons ¢étudié le modéele de souris Balb/c développé a 'INRA UMR 1019 de Theix. Dans
ce modele de restriction protéique, il a ét€ montré qu’une restriction au cours de la gestation
et de la lactation aboutissait a un phénotype différent dans la descendance avec un poids plus
faible avec une diminution de la masse grasse, une prise alimentaire augmentée, un taux de
leptine plus bas mais une plus grande réactivité a la leptine, associée a une déméthylation du

promoteur de la leptine (126). Ces souris étaient donc métaboliquement plus actives.

Nous avons mesuré I’AIN en "N de souris issues de mére ayant un régime controlé en
protéines durant la gestation et/ou la lactation, soit normal (22% de protéines - ND) soit
restreint (10% de protéines - LPD). Le métabolisme protéique n’a pas été directement mesurg.
Quatre groupes ont ¢té individualisés : ND (contrdles, n=4) pendant la gestation/lactation,
ND/LPD (équivalent de restriction de croissance ex utero, n=8), LPD/ND (équivalent de
restriction de croissance in utero, n=8), LPD (restriction globale de croissance, n=6). Apres le
sevrage a 4 semaines de vie, les souris ont été nourries avec une alimentation standard et
sacrifiées a I’4ge de 16 mois. L’AIN en "N a été mesurée par irm-MS dans les poils, le foie et

le muscle.
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Il existait une différence de poids a 16 mois, respectivement pour les groupes LPD, LPD/ND,
ND/LPD et ND: 30,1+2,3 g, 35,4+£5,9 g, 30,5+1,8 g et 34,4+1,3 g; p=0,03 (ANOVA)
(Figure 15). Tl existait de méme une différence en 8'°N des poils dans les mémes groupes,
respectivement : 7,0+£0,5%o, 6,6+0,9%0, 7,4+0,8%0 et 7,9+£0,2%o0, p=0,03 (ANOVA) (Figure

16).

Figure 15 : Courbes des moyennes de croissance par groupe
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Légende : ND : groupe contrdle de régime normal, LPD : groupe avec restriction protéique
pendant la gestation et la lactation, ND/LPD : groupe avec restriction pendant la lactation

seule, LPD/ND : groupe avec restriction pendant la gestation seule. ANOVA : p=0,03.
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Figure 16 : Comparaison des AIN en '°N a 16 mois selon le groupe d’alimentation
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Légende : ND : groupe contrdle de régime normal, LPD : groupe avec restriction protéique
pendant la gestation et la lactation, ND/LPD : groupe avec restriction pendant la lactation

seule, LPD/ND : groupe avec restriction pendant la gestation seule. ANOVA : p=0,03.

L’analyse de la croissance montrait une plus faible AIN en "°N chez les animaux ayant une
croissance plus faible, suggérant une accrétion protéique réduite. Les souris nées de mere
ayant une alimentation restreinte en protéines durant la gestation et/ou la lactation avaient des
valeurs d’AIN en "N différentes, méme si elles étaient nourries de maniére identique depuis
leur sevrage. De plus, la comparaison des AIN en °N dans différents organes montrait une
tendance 4 une AIN en "N plus élevée dans les organes de renouvellement plus rapide (foie >
muscle) (Figure 17). Ceci pourrait étre expliqué par la différence de I’intensité du
métabolisme dans ces tissus (96,127). Nos résultats suggerent une empreinte de la croissance

précoce sur I’AIN en "N des poils observable plusieurs mois aprés la fin de la restriction.
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Figure 17 : Comparaison des AIN en °N selon le tissu prélevé et le groupe d’alimentation
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Légende : ND : groupe contrdle de régime normal, LPD : groupe avec restriction protéique
pendant la gestation et la lactation, ND/LPD : groupe avec restriction pendant la lactation

seule, LPD/ND : groupe avec restriction pendant la gestation seule.

Le travail de Master 2 Recherche de Karine Bernardo que j’ai codirigé avec le Dr Céline
Jousse et le Pr Régis Hankard se propose d’étudier ces mémes groupes a différents moments
de la vie afin de mieux apprécier la variation de AIN en '°N (analyses en cours). Quatre
périodes de prélévements chez les souriceaux (F1) et leur mére (FO) ont été programmées. A
J1, juste aprés la naissance, étaient prélevés des poils, du sang, le foie et le muscle
gastrocnémien chez FO et le foie et les pattes arriere chez F1 (absence de poils a la naissance
et masse musculaire faible). A J11 (a la fin du pic de vélocité de croissance), J30 (sevrage),
J60 (a distance de 'introduction de 1’alimentation diversifiée) étaient prélevés chez FO et F1
des poils, du sang, le foie et le muscle gastrocnémien. Les AIN en "N des croquettes ND,
LPD et A03 ont été mesurées, permettant de calculer 1’effet trophique (différence entre 1’AIN

d’un tissu et ’alimentation). Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Les
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comparaisons de moyennes de plus de deux groupes ont été réalisées par ANOVA. Les tests
entre paires ont été réalisés par test de Tukey-Kramer.

Seuls les résultats d’AIN a J1 sont disponibles pour I’instant.

A J1, les souris F1 du groupe LPD/ND avaient un poids inférieur aux autres groupes, suivi
d’une croissance de rattrapage a J10 leur permettant d’avoir le méme poids que le groupe ND
(Figure 18). A J10, les souris F1 des groupes LPD et ND/LPD (groupes sous régime LPD
pendant la lactation) avaient un poids inférieur aux autres groupes persistant a J30 (sevrage).
A J60, sous régime normo-protéique ad libitum depuis le sevrage, les souris F1 du groupe
LPD avaient conservé un poids inférieur aux souris ND et ND/LPD. Le poids moyen du

groupe LPD/ND ne montrait pas de différence par rapport aux autres groupes.

Figure 18 : Evolution du poids des souriceaux F1 pour chaque groupe.
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Légende : Les résultats sont donnés en moyenne =+ écart-type. ND>ND : groupe controle de
régime normal, LPD>LPD : groupe avec restriction protéique pendant la gestation et la
lactation, ND>LPD : groupe avec restriction pendant la lactation seule, LPD>ND : groupe

avec restriction pendant la gestation seule.

Les croquettes ND (3,78 + 0,17 %o) avaient une AIN en "N différente des croquettes LPD
(2,58 + 0,10 %o) et A03 (2,65 £ 0,49 %o), p < 10™ en lien avec ’ajout de caséine d’AIN

différent dans les croquettes ND.

L’AIN en "N des foies et des pattes a J1 était plus élevée chez les souris F1 dont les méres
ont recu un régime ND pendant la gestation (Tableau 3). L’effet trophique dans le foie était
plus important dans le groupe dont les meres avaient recu un régime LPD pendant la

gestation.

Tableau 3 : Mesure de ’AIN en "N des foies et pattes des souris F1 & J1 et moyennes de

I’effet trophique pour le foie.

Groupe 8"N foie (%o) 8'°N patte (%o) Effet trophique foie (%o)
ND>ND 7,33+£0,36 (A) 7,73+£0,29 (A) 3,53+0,4 (B)
ND>LPD 7,24+0,21 (A) 7,77+0,37 (A) 3,44+02 (B)
LPD>LPD 6,47+0,43 (B) 6,97+0,30 (B) 3,87404  (A)
LPD>ND 6,35+0,28 (B) 7,01+0,27 (B) 3,75403 (AB)

Légende : Les résultats sont donnés en moyenne + écart-type ; les groupes non connectés par
la méme lettre (entre parenthese) sont significativement différents (ANOVA et Test Tukey-

Kramer).
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L’AIN en "N dans les poils n’était pas différente entre les groupes (Tableau 4), reflétant le
métabolisme protéique pré-gestationnel ou toutes les souris consommaient le méme régime
normo-protidique A03. Par contre, les AIN en "°N dans le muscle et le foie étaient plus basses
chez les souris ayant recu un régime LPD pendant la gestation par rapport aux souris ND. Les
effets trophiques dans le muscle et les poils des souris FO soumises au régime LPD pendant la

gestation €taient plus importants que pour le groupe ND.

Tableau 4 : Mesure de I’AIN en "N des poils, foies et muscles gastrocnémiens des souris FO
a J1 et moyennes de 1’effet trophique.
8'"*Npoils 8" Nfoie 8" Nmuscle ET poils ET foie ET muscle

Groupe
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)

ND>ND | 6,724040 8,43+0,24  6,96+0,14 2,92+0,4  4,63£024 3,16+0,1
(A) (A) (A) (B) (A) (B)
ND>LPD |6,83+048 827+0,19 6,98+0,11  3,03%0,5  4,47+0,19  3,18+0,1
(A) (A) (A) (B) (A) (B)
LPD>LPD | 6,66+0,11  7,29+0,19  6,57£0,07 4,06£0,1  4,69£0,19  3,97+0,1
(A) (B) (B) (A) (A) (A)
LPD>ND | 6,43+039 7,25+0,14 6,67+0,09 3,83+04  4,65£0,14  4,07+0,1

(A) (B) (B) (A) (A) (A)

Légende : Les résultats sont donnés en moyenne + écart-type ; les groupes non connectés par
la méme lettre (entre parenthese) sont significativement différents (ANOVA et Test Tukey-

Kramer). ET : effet trophique

Les premiers résultats de cette étude montrent que les AIN en "N du foie et de la patte a J1

étaient plus basses chez les souris F1 dont les meéres ont été restreintes en protéines pendant la
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gestation, avec un effet trophique plus important que dans le groupe ND. Ces différences
d’effet trophique pourraient traduire un effet isotopique li¢ a la vitesse de synthése protéique.
Les AIN en "N du foie et du muscle a J1 chez les souris FO restreintes en protéines pendant la
gestation €taient également plus faibles et leurs effets trophiques calculés au niveau du muscle
et du poil étaient supérieurs a ceux des méres sous régime ND. Ceci pourrait traduire un
catabolisme protéique accru compensant la carence d’apport protéique et assurer les besoins

de croissance liés a la gestation.

Ce travail suggére que la mesure de PAIN en "N permet de détecter I’impact sur le
métabolisme protéique d’un régime restreint en protéines et que les anomalies sont présentes
des la naissance traduisant une empreinte métabolique spécifique. Cette détection de la
variation du métabolisme présente un intérét en pathologie. La mesure de I’AIN en N
fournirait un index de renouvellement protéique par le fractionnement isotopique induit par la

modification du métabolisme.
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2.2 Phénotype clinique de la malnutrition protéino-énergétique

L’¢état nutritionnel chez I’enfant hospitalisé est rarement évalué de maniere systématique a
I’entrée, entrainant un sous-diagnostic donc un défaut de prise en charge (3). Plusieurs scores
existent chez 1’enfant et chez I’adulte, permettant d’estimer le risque de MPE au cours d’une
hospitalisation notamment en fonction de la pathologie, du terrain du patient et de
I’évaluation des ingesta (128). Malgré la mise a disposition d’outils facilitant le calcul
d’indices d’insuffisance pondérale (disque d’IMC et disque Dédé de calcul de I’indice de
Waterlow) (129), d’un score de risque nutritionnel pédiatrique (130) et de recommandations
nationales (1), aucun index n’est systématiquement calculé. Les freins sont multiples :

1) Encore trop souvent c’est une approche subjective qui fait considérer tel ou tel enfant
dénutri et indique la thérapeutique,

2) Le poids et la taille ne sont que trop rarement mesurés simultanément a I’entrée d’ou une
impossibilité de calculer un index quel qu’il soit (131),

3) 50% des enfants dénutris ont moins de 1 an (132). L’interprétation des courbes d’IMC a cet
age est imprécise et nécessite de posséder les valeurs seuils, données fournies dans les
recommandations,

4) Les personnels médicaux et paramédicaux restent insuffisamment formés méme si le
travail des comités de liaison alimentation nutrition (CLAN) a stimulé leur motivation. A ce
jour la formation a la nutrition reste insuffisante dans les études médicales,

5) La recherche de la MPE chez I’enfant n’est pas un critére IPAQSS (Indicateurs pour

I'Amélioration de la Qualité et de la Sécurité des Soins), au contraire de la médecine adulte.

Dans les pays industrialisés, la PEM est principalement secondaire a une pathologie. Un

nombre croissant d’études s’intéresse a la prévalence de la MPE en hospitalisation. En

Europe, elle varie entre 7 et 19% selon les études (130,131,133-135). La MPE est associée a
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une augmentation de la morbidité et de la mortalité (134). La conséquence est un allongement
de la durée et du colit d’hospitalisation. Un rapport récent a estimé que le cofit financier en
médecine adulte en Irlande représentait environ 1,4 milliards €, montrant le role central de la
MPE dans la gestion des colits de sant¢ (136). De plus, sans prise en charge, la MPE
s’aggrave au cours de [’hospitalisation. L’impact des pathologies chroniques sur 1’état
nutritionnel est important. Les mécanismes impliqués sont des besoins accrus (croissance
rapide, catabolisme, stress, agression...) et une fréquente insuffisance d’apport (anorexie,
environnement social, diminution de 1’absorption...). Le risque de MPE chez les enfants
hospitalisés est donc important.

La MPE a un impact a long terme dans I’enfance et a I’age adulte, entrainant un retard de
croissance et une diminution des capacités intellectuelles, du niveau d’études, du niveau
socio-économique et de D’insertion dans la société (137-139). L’amélioration de 1’état
nutritionnel aprés un épisode de MPE permet d’améliorer le devenir des capacités

intellectuelles (140).

Il est donc nécessaire de promouvoir le dépistage de 1’état nutritionnel chez tout enfant

hospitalisé et d’améliorer le phénotypage de cette population.

2.2.1 Procédure diagnostique

La démarche diagnostique de la MPE a été précisée dans les recommandations du Comité de
Nutrition de la Société Frangaise de Pédiatrie (1) (Figure 19). La premicre étape est le calcul
d’un IMC inférieur au 3°™ percentile par rapport aux courbes de référence (2), définissant
I’insuffisance pondérale. Il s’agit d’un index simple et validé pour le diagnostic de MPE
(141,142). L’insuffisance pondérale est a différencier de la minceur qui correspond a un

habitus constitutionnel sans pathologie sous-jacente, sans retentissement physique ou
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psychologique. Un IMC bas peut donc étre liée a une MPE mais aussi a une minceur
constitutionnelle. La suite de la démarche diagnostique nécessite 1’identification d’une cause,
la recherche de signes associés et surtout la documentation des données dynamiques de la

croissance de 1’enfant.

Figure 19 : Prise en charge de la MPE chez I’enfant, du diagnostic au traitement.
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Nos objectifs sont de développer et d’organiser un réseau d’évaluation de 1’état nutritionnel
chez I’enfant et de standardiser la démarche diagnostique de la MPE en la rendant plus
objective. Ceci permettra d’améliorer le dépistage de la MPE chez I’enfant hospitalisé, ce qui
est un objectif du PNNS3.

Pour y parvenir, nous avons créé¢ un événement annuel de promotion d’évaluation de 1’état
nutritionnel. Nous avons débuté par une enquéte tricentrique en 2010 incluant 130 enfants
(Figure 20). En 2011, 923 patients ont €té inclus dans 14 centres.

Nous avons ensuite développé un outil d’évaluation de [’état nutritionnel e-Pinut
(www.epinut.fr), opérationnel depuis 2012 dont la procédure diagnostique est conforme aux

recommandations (1), recueillant des données non identifiantes. Cet outil a regu le label du
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CEPC (Comité Educationnel et de Pratique Clinique) de la SENEP (Société Francophone
Nutrition Clinique et Métabolisme) en 2012.

L’outil e-PINUT a servi de support de saisie pour les enquétes ultérieures, permettant une
croissance du nombre de centres participant. L’enquéte 2012 a inclus 2845 patients de 47
centres dans 6 pays. Nous avons ensuite volontairement limité le nombre d’inclusion par
centre afin d’améliorer 1I’exhaustivité et la qualité des données. L’enquéte 2013 a inclus 4735
observations (1829 patients) de 62 centres dans 5 pays et I’enquéte 2014 comprenait 2115

patients de 72 centres dans 7 pays.

Figure 20 : Croissance des enquétes e-PINUT.

© Centres

Ml Observations Phénotype amélioré

alidation diagnostique

80
Recrutement international __
60 \ 3750
CIM-10; handicap; PB
40 nguéte francaise
ude pilote
20
o -

2010

e-PINUT a servi de support pour 1 Master 2 Recherche (S Sissaoui, Poitiers), 1 mémoire de
DES de pédiatrie (V Benzaken, Poitiers), 2 théses de médecine (M Cap, Lille ; L Gerbaud-
Morlaes, Poitiers), 3 DIU d’hépatogastroentérologie et nutrition pédiatrique (M Frasquet-
Darrieux, Poitiers ; I Huard, Strasbourg; M Talvard, Toulouse), 2 stages de Master 1 (P
Duport, Poitiers ; G Dingulu, Poitiers). Depuis sa création, nous avons enregistré environ 18

500 visites de 13 000 patients, ce qui représente une base de données conséquente pour des
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travaux ultérieurs. Cet outil a aussi pour vocation de pouvoir servir au quotidien en

consultation, en hospitalisation mais aussi pour des projets divers.

Nous avons obtenu plusieurs appels d’offre pour arriver a ce résultat pour un total de 76 500€,
ce qui rend compte de I’intérét croissant porté a la MPE et a notre réseau :

-La création de ’outil et I’achat du serveur ont été financés par le Prix ACTICLAN
Fresenius-Kabi de 7 500€ obtenu en 2011.

-Ma 1 année de thése d’université a été financée par le Prix Nestlé de 15 000€ en
2011 (congres de la SFP), sur I’évaluation clinique de 1’état nutritionnel a partir du réseau.

-Le développement du réseau internet d’évaluation de 1’état nutritionnel e-PINUT a
¢été financé par le Prix AADAIRC (Association pour 1’ Assistance a Domicile Aux Insuffisants
Respiratoires Chroniques, Fédération ANTADIR) de 10 000€ en 2011.

-Le développement du réseau a I’échelle interrégionale a été financé par le GIRCI-
Grand Ouest et reconnu comme projet structurant pour la recherche clinique dans le Grand-
Ouest. Ce financement obtenu en 2011 était de 24 000€.

-J’ai obtenu une bourse de stage du GIRCI Grand-Ouest pour financer ma 2™ année

de thése d’université dans ce projet, a hauteur de 20 000€ en 2011.

Les différentes enquétes ont permis de recruter un nombre croissant d’hopitaux participant,
faisant progresser la promotion de 1’évaluation de 1’état nutritionnel chez 1’enfant hospitalisé.
Les enquétes successives permettent de montrer que la MPE touche particuliérement les
enfants de moins de 2 ans et les porteurs de maladies chroniques, préférentiellement
gastroentérologiques et dans le handicap. La fréquence de la MPE est stable au cours des
années, montrant la nécessité de poursuivre nos efforts pour pérenniser le dépistage au sein

des unités et améliorer la prise en charge nutritionnelle.
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L’indice de masse corporelle (IMC) est rarement utilisé pour évaluer I’insuffisance pondérale
qui est pourtant le signe d’appel principal pour le diagnostic de dénutrition. Un IMC<3°™
percentile pour 1’age et le sexe de 1’enfant peut étre facilement détecté grace aux courbes de
corpulence qui figurent dans le carnet de santé. Il n’existe aucune étude multicentrique sur la
prévalence de D’insuffisance pondérale en France. Cette ¢tude pilote observationnelle
transversale de type « un jour donné » tricentrique avait pour objectif principal d’identifier les
enfants en insuffisance pondérale hospitalisés dans trois centres pédiatriques universitaires.
Le rapport du poids mesuré sur le poids attendu pour la taille (RPT) a été calculé et exprimeé
en pourcentage et en déviations standard. Un RPT <80% a été considéré comme compatible
avec une dénutrition avérée. La taille a ét¢ exprimée en déviation standard (DS) pour I’age et
le sexe. Les comparaisons de proportions étaient testées par un Khi® et les moyennes par
analyse de variance.

Cent trente enfants ont été inclus sur les 133 données recueillies. L’4ge médian était de 2,2
ans (52% de filles). Les pathologies rencontrées étaient : infectieuses 31%, endocriniennes
12%, rénales 11%, neurologiques 10%, digestives 7%, cardiologiques 6%, respiratoires 6%,
psychiatriques 6%, chirurgicales 5%, oncologiques 4%, et traumatologiques 2%. Un IMC
<3°™ percentile était observé chez 18% des enfants et variait selon les centres (c1 : 18%, c2 :
7%, ¢3 : 30%, p=0,03). Un RPT <80% était retrouvé chez 8,5% des enfants (c1 : 8%, c2 : 2%,
c3: 16%, NS). Aucun enfant présentant un IMC >3°™ percentile n’avait un RPT<80%.
Aucun des 11 enfants avec un RPT< 80% n’avait une taille <-2DS pour 1’dge (signe de
dénutrition chronique). Cinquante pour cent des enfants ayant une insuffisance pondérale
avaient moins de 1 an. La proportion de pathologies chroniques (52%) variait selon les
centres (cl : 38%, c2 : 56%, c3 : 68%, p=0,02). Nous n’avons pu mettre en évidence une plus
grande fréquence de I’insuffisance pondérale chez les enfants présentant une pathologie

chronique (12% vs 6%, NS).
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L’insuffisance pondérale concerne jusqu’a 1 enfant hospitalisé sur 3 et concerne
principalement le nourrisson. Nos données sont en accord avec les données de la littérature
européenne [1-5]. Le diagnostic de dénutrition impose de confronter les indices nutritionnels
a la clinique (étude de la cinétique de croissance, recherche de signes de dénutrition et
orientant vers une cause somatique, psychologique ou d’interaction) ce qui n’a pas été réalisé
dans cette enquéte pilote. Ces données suggerent cependant que I’IMC serait un outil simple
de dépistage de la dénutrition permettant d’identifier une population pour laquelle un examen
plus précis est nécessaire. Dans tous les cas, la mesure d’un poids et d’une taille est
indispensable pour toute hospitalisation. Cette enquéte a eu le mérite de mobiliser trois
équipes pédiatriques Francaises, un méme jour, autour de 1’évaluation nutritionnelle de
I’enfant hospitalisé. Ce travail sera la base d’enquétes ponctuelles incluant plus de patients de
tous ages, de toute discipline (médicale, chirurgicale) ou hopitaux (CHU, CHG, Médecine
Physique et de réadaptation). Une évaluation des modalités diagnostiques est nécessaire pour

comparer la prévalence de la dénutrition hospitaliére infantile au niveau européen.
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Abstract

Background & Aims: Several single-center studies have reported malnutrition among
hospitalized children in France. The aim of this survey was to estimate the frequency of
malnutrition and the clinical factors associated with it in a large number of centers including
medical and surgical wards in university and non-university hospitals.

Methods: This multi-center one-day cross-sectional survey took place in the third week of
March 2011. All participating centers followed the same diagnostic procedure. Intensive care
units and emergency rooms were excluded. All children admitted on the same day were
weighed and measured. Any child with a body mass index below the third centile for age and
sex underwent clinical examination. Associations between clinical factors recorded in the
diagnostic procedure and malnutrition (Z-WFH <-2) were tested using univariate and
multivariate analysis.

Results: Fourteen pediatric departments (32 pediatric wards) throughout France participated
in the study. Data were collected in 1063 cases and analyzed in 923. Median age was 6.0
years (1 day to 16 years). Malnutrition was observed in 12% and was associated with height
faltering in 2.5% of the whole population. Among the 625 children with a documented
diagnosis, 52% were hospitalized for chronic disease. Only muscle loss and disability
remained significantly associated with Z-WFH<-2 after multivariate analysis. Body mass
index > 97" centile (overweight including obesity) was seen in 14% of hospitalized children.
Conclusion: One in ten hospitalized children was affected by malnutrition. The present survey
is first to investigate a wide variety of pediatric wards throughout France. The initiative must

be repeated in order to increase awareness of malnutrition in pediatric hospitals.

Keywords: Nutritional assessment, pediatric malnutrition, hospital malnutrition, multicenter

survey
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Introduction

Protein energy malnutrition (PEM) resulting from insufficient nutrient intake to cover
nutritional demand leads to loss of tissue and functional problems. Food shortage is the main
cause of childhood malnutrition worldwide, accounting for 260 million underweight children
under the age of 5 years in developing countries'. In developed countries, the leading cause is
disease, with malnutrition mainly being observed in hospitals. Some single-center studies
have reported PEM in French pediatric hospitals; however, recruitment biases prohibit
generalization of the observed frequencies®”. Moreover, as recently shown, diagnostic
procedures and definitions of malnutrition varied between studies’. In 2010, we carried out a
one-day cross-sectional pilot survey in three French academic pediatric centers’. The aim of
the present survey was to estimate the frequency of malnutrition and the clinical factors
associated with it in a large number of centers including university and non-university
hospitals, medical and surgical wards, and general pediatric as well as pediatric sub-specialty

units and pediatric rehabilitation centers.

Material & Methods

Population:

Twelve French university hospitals (Amiens: c1, Lyon: c2, Grenoble: c4, Lille: c5, Marseille:
c6, Nantes: ¢7, Nice: c8, Paris-Necker: c9, Poitiers: ¢10, Strasbourg: c12, Toulouse: c13, La
Réunion: c14) and two rehabilitation centers (CPRCH Bullion: ¢3 and CHM Saint-Trojan:
cl1) participated. Thirty-two pediatric wards in the 12 university hospitals were involved:
general pediatrics (n=17:all hospitals except c2 and ¢9), oncology (n=3:c5, c6, cl4), surgery
(n=3:c2, ¢6, c8), psychiatry (n=2:c2, c5) and specialized pediatrics (n=7:c2, c4, c5, c6, c9,

c13). Intensive care units and emergency departments were excluded from the survey. All
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participating centers followed the same diagnostic procedure (Figure 1) as recommended by
the Nutrition Committee of the French Pediatric Society (SFP) for hospital nutritional
assessment®. According to that recommendation, every time updated growth curve is not
available for weight and height at admission, body mass index (BMI) must be calculated from
measured weight and height. All children admitted on the same day between March 21* and
25™ 2011 were weighed and measured regardless of their subjective nutritional status,
gender, age, and pattern and duration of hospitalization. As all the data analyzed were derived
from routine clinical examination of the hospitalized children and the analysis was

anonymous, ethics committee approval was not required.

Diagnostic procedure

Signs of malnutrition and growth chart data were obtained from the medical files of all
children with a BMI below the third centile for age and sex’. We checked for clinical signs of
malnutrition: subjective subcutaneous fat or muscle mass loss, skin hair and nail
abnormalities, edema, apathy and signs suggestive of a cause: chronic diarrhea (i.e.
malnutrition of a gastro-intestinal cause with diarrhea), chronic cough, any psychiatric or
mother-child interaction disorder that would lower food intake, disability, subjective
insufficient food intake in the absence of any other cause. Prematurity (birth before 37 weeks
of amenorrhea), intra-uterine growth retardation (weight at birth below the tenth centile for
gestational age). Impaired weight and height growth were defined as the loss of one standard

deviation (SD) or more on growth charts on '° the day of the survey.
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Figure 1: Diagnostic procedure

Measure weight and height to any child admitted

[ Calculate body mass index (BMI) J

BMI< 3rd centile for age
and sex

Full diagnostic procedure
1° Update or draw the growth chart
2° Look for clinical signs of malnutrition
3° Look for a cause of malnutrition

Diagnostic of malnutrition confirmed or not ?

If malnutrition is present : nutritional care along with
other treatments

Analytical procedure

BMI was expressed as centile and Z-score according to the French reference’. Weight for
height (WFH) was also calculated and expressed as % and Z-WFH; Z-HFA was expressed as
Z-score according to French references'®. Malnutrition was defined as a Z-WFH < -2 SD and

considered compatible with chronic malnutrition when associated with height faltering (Z-
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HFA < -2 SD)'". In children under 6 years of age, Z-WFH was also calculated using the
WHO standard . Overweight, including obesity, was defined as a BMI above 2 SD for age

1
and sex .

Calculations and statistical analysis

BMI Z-score was calculated using the LMS regression method: Z-score= [(Q/M)" — 1 ]/ LS
where Q is the observed measurement, M is median BMI by age, S is the coefficient of
variation of BMI, and L curve expresses the skewness of the BMI distribution. WFH, height
Z-scores were calculated using: Z-score = (Q-M)/SD where Q is the observed measurement,
M the median and SD the standard deviation.

Results are presented as means = 1SD. Associations between clinical factors recorded in the
diagnostic procedure and Z-WFH were tested using a two-step procedure assuming items
were absent in children with BMI<third centile for age and sex: 1) univariate comparison
between means using t-test, 2) items with p<(0.2 were included in a generalized ANOVA
model with backward elimination procedure. Categorical data were compared using Chi

square test. SAS® software was used for statistical analysis.

Results
Only children aged 1 month to 16 years with documented weight, height and sex were
included in the analysis (923 of the 1063 questionnaires). Patient characteristics are presented

in Table 1.

A BMI below the third centile for age and sex was observed in 137 children (14.8% of the

whole population, 95% CI [12.6; 17.3%]) (Figure 2). Height faltering was present in 92

children (10.0%).

175



Table 1: Patients’ characteristics

All BMI<3rd centile

N (%) 923 137 (14.8%)
Age (median in years) 6.0 24

Age QI (years) 1.3 0.8
Z-BMI 0.0£1.9 -2.941.0
Z-WFH 0.7+£2.1 -2.4+0.8
Z-HFA 0.4+1.8 -0.442.2
female n (%) 442 (48%) 67 (49%)

Legend: Z-BMI : Z-score for body mass index’, Z-WFH : Z-score for weight for height'"; Z-

HFA : Z-score for height for age'’; Q1 : first quartile

Figure 2: % BMI below the third percentile for age and sex or WFH below -2 SD
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Legend : BMI : body mass index in solid bars’, WFH : weight for height in open bars'’;

centers 1 : Amiens ; 2 : Lyon ; 3 : Bullion ; 4 : Grenoble ; 5 : Lille ; 6 : Marseille, 7 : Nantes ;
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8 : Nice; 9: Paris; 10 : Poitiers; 11 : St-Trojan; 12 : Strasbourg ; 13 : Toulouse ; 14 : La

Réunion

Malnutrition based on Z-WFH was found in 110 children (11.9%, 95% CI [9.9; 14.2%]) and
associated with height faltering in 23 of them (2.5% of the whole population and 21% of
malnourished children). Of 11 children who had a Z-WFH < -2SD and a BMI > 3" centile
(false negative cases with BMI), six were aged under 6 months. Median age of children with
Z-WFH <-2 was 2.5 years (Q1:0.8 years, Q3:8.4 years). For each center, percentages of
children below the third centile for age and sex and with a Z-WFH<-2 were reported (Figure

2).

Factors associated with Z-WFH <-2 were subjective muscle loss, skin pallor, insufficient
energy intake, [mother-child interaction disorders, disability (univariate analysis) (Table 2).

Using a multivariate model, only muscle loss and disability remained significant (Table 2).

Mean Z-WFH using French and WHO standards did not statistically significantly differ
(n=430, mean difference 0.01 SD, P=0.8). Classification was in accord in 95% of the cases
using the two references and malnutrition was observed in 53 children (12.3%). Five children
were considered malnourished according to WHO but not French standards (all with age <1
year, mean Z-WFH: -1.8 SD) and 17 were considered malnourished according to French but

not WHO standards (all but two over 6 months, mean Z-WFH: -1.7 SD).
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Table 2: Clinical factors associated with Z-WFH

Signs of malnutrition Modality n z-score WFH  puni. p multi.
mean = SD
Skin pallor Absent 72 -2.58+0.42 027
Present 38 -291+0.83
Conjunctival pallor Absent 95  -2.67+0.61 42
Present 15 -2.81+0.58
Subjective muscle loss Absent 62  -2.54+0.39 .007 .039
Present 48  -2.88+£0.77
Subjective loss of subcutaneous Absent 62  -2.59+0.40 .069
fat Present 48  -2.82+0.79
Dry skin Absent 82  -2.68+0.63 78
Present 28 -2.72+0.55
Apathy Absent 86  -2.64+0.63 058
Present 24 -2.88+0.50
Slowed weight growth Absent 69  -2.65+0.65 32
Present 41 -2.76 £ 0.54
Slowed height growth Absent 90 -2.65+0.62 A1
Present 20 -2.87+0.53
Chronic diarrhea Absent 103 -2.68+0.61 .56
Present 7 -2.83+£0.61
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Chronic cough Absent 105 -2.67+0.55 42
Present 5 -3.22+1.38
Insufficient energy intake Absent 78  -2.59+0.54 012
Present 32 -2.94+0.69
Prematurity Absent 102 -2.69 +0.62 .65
Present 8 -2.77+0.49
Intrauterine growth retardation  Absent 98  -2.67+0.60 37
Present 12 -2.86+0.66
Interaction disorders Absent 95  -2.62+0.53 .048
Present 15 -3.12+0.87
Disabilities Absent 83  -2.56+0.43 .004 .0003

Present 27  -3.10+0.86

Legend: Z-WFH :Z-score for weight for height (10); p univ. is p value for univariate analysis;
p multi. is p value for multivariate analysis. Parametric t-test was used for univariate analysis

and generalized Anova model for multivariate analysis.

Among the 625 children with a documented diagnosis, 56% were hospitalized for chronic
disease (66% of malnourished children). Causes for hospitalization were neurological
problems (24%), infectious diseases (19%), surgery (16%), psychiatric disorders (8%), and
others (32%). Malnutrition was observed in 27%, 21%, 17%, 8% and 26% of the same

categories respectively, with no differences within groups.

On the day of the survey, 17% of children (25% of malnourished children) received enteral

nutrition, and 6% (5% of malnourished children) were fed parenterally. Both routes of

nutritional support were used in 17 patients (three malnourished children)
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Overweight including obesity (Z-BMI value > 2SD) was noted in 132 children (14%); fifty-

four of them (6% of the whole population) had a Z-BMI >3 SD.

Discussion

This survey is the first to provide a snapshot of the nutritional status of a large number of
children hospitalized in a wide variety of French pediatric wards. Based on Z-score (Z-WFH),
12% were malnourished. Most suffered from chronic diseases and 50% were less than 2.4

years old. Low Z-WFH was associated with disability and muscle wasting.

The prevalence of malnutrition observed here is consistent with previous estimates in France
and other European countries (Table 3), at an average of around 10% of hospitalized children
2371420 Merritt’s study *° reported a much higher prevalence, but patients in the 1980s may
not be comparable to those involved in more recent studies. The Sermet-Gaudelus study was
not designed to evaluate prevalence and, furthermore, used the WFA ratio, which does not
take height into account®. The prevalence of hospital malnutrition appeared lower in a recent
paper from Australia’’. However, the population may be different (tertiary pediatric hospital,
in- and out-patient population) from ours, and no diagnosis groupings were available to

elucidate observed differences.

One of the main attributes of the present survey is the large number of participating pediatric
institutions (university and general hospitals, rehabilitation centers), thus avoiding the bias
related to single-center experience and better reflecting the diversity of pediatric clinical
situations (medical and surgical patients, acute disease and patients with disabilities). It also
contributed to the observed range of prevalence of malnutrition between centers (for instance,

center 3 was a rehabilitation center that recruited large numbers of obese children). However,

180



this work must be considered as a snapshot (“same day”) survey and was not designed as a
prevalence study. The primary goal was to promote nutritional assessment among all

participating centers.

Table 3: Roughly 10% of hospitalized children suffer from malnutrition

Country n Prevalence (%)  Index

De Luca, 2012’ France 130 8,5 WFH < 80%
Aurangzeb, 2012 Australia 157 2,5 ZWFH < -2SD
Joosten, 2010" Nederland 424 11 ZWFH < -2SD
Campanozzi, 2009'° Ttaly 496 10,2 ZBMI < -2SD
Pawellek, 2008"’ Germany 475 6,1 ZWFH < 80%
Marteletti, 2005 France 280 11 ZWFH < -2SD
Hankard, 2001° France 58 9,6 ZWFH < -2SD
Sermet-Gaudelus, 2000* France 296 19 WFA< 80%
Hendrikse, 1997 GB 226 8 ZWFH < 80%
Hendricks, 1995" USA 268 7.1 ZWFH < 80%
Girardet, 1989° France 115 7 ZWFH < 80%
Merritt, 1979%° USA 190 18 ZWFH < 80%

Legend: SD : standard deviation; WFH : Weight for height ratio'” ; ZWFH : Z-score WFH'’ ;
ZBMI : Z-score body mass index’ ; WFA : weight for age'’; from these studies average

prevalence of malnutrition is 10%
The present survey used widely available French growth references'’in order to fit to day-to-
day clinical practice conditions. French growth charts were compared to WHO standards, 1.e.

globally representative charts that identify “optimal” growth parameters to ensure health in

181



infancy and later. Within the first 6 months of life, weight, height and BMI for age and sex
fall below WHO reference figures, leading to ‘“underestimation” of children with
malnutrition. From 6 months to 2 years, the situation is reversed, with a progressive decrease
up to 6 years (age limit of the WHO standard). In a position paper, the Nutrition Committee
of the French Pediatric Society recommended upgrading the growth charts in all children’s
health books using the WHO standard®”. Practically speaking, the impact of switching from
the French to the WHO growth chart is limited. Disagreement concerned children close to the

cutoff value of either of the two standards.

The diagnostic procedure used in this survey is based on BMI charts reproduced in the health
books of all children in France. To date, there is no consensus on the index that must be used
to define malnutrition in children, and in some instances it is a very controversial issue. Most
of the time we use the WFH (% or at best Z-score). However, even though we developed
tools to calculate this index, it is seldom used in clinical practice. A study found good
agreement between WFH and BMI in the diagnosis of malnutrition in a population aged 2 to
18 years™, and indices have recently been revisited”*. BMI has the great advantage of being
easy to calculate and, because of the burden of obesity, most physicians know how to do so.
Moreover, as noted above, reference charts for BMI can be found in every child's health book,
which is not the case for WFH in France. The Nutrition Committee of the French Pediatric
Society recommends calculating BMI for any pediatric admission whenever growth dynamics
cannot be properly analyzed®. It is mandatory to perform a clinical examination to look for
signs and causes of malnutrition and to draw growth charts when BMI falls below the third

centile for age and sex.
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The present study is based on nutritional status and not on the “nutritional risk” = the
estimated risk of losing weight when hospitalized, i.e. of becoming malnourished. Some

. . . 4252
scores have been validated in children®*>?’.

We deliberately focused on nutritional
assessment and not risk because we believe it must come first. Some units with a culture of
nutritional assessment and care might be ready to screen for nutritional risk. In all cases, these
initiatives must be evaluated over the medium/long term®® and are highly dependent on the
motivation of a few individuals heavily involved in nutrition. For instance, we set up a

systematic nutritional assessment that relies on medical students because, to date, motivation

among health professionals has been limited.

The 1ssues of which nutritional index and reference to use, whether to assess nutritional status
or risk warrant national consensus statements on pediatric nutritional assessment in hospital.
We have addressed them in France with a statement of the Nutrition Committee of the French
Pediatric Society®. This will help encourage decision makers and others responsible for health
policies to comply with resolution ResAp (2003)3 of the Council of Europe, which
recommended nutritional assessment and care in response to the “unacceptable number of
undernourished hospital patients in Europe”. Systematic screening for hospital malnutrition
requires downstream organization (dieticians, follow-up consultation, etc) to be efficient™,
and a variety of health professionals must be involved, i.e. dieticians, nurses, and health

auxiliaries.

The growing participation of pediatric teams from the first pilot survey in the present one is

encouraging.. We believe that such “nutritional events” will contribute to improving

awareness of nutrition in day-to-day practice among health professionals.
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ABSTRACT

Protein energy malnutrition (PEM) is poorly investigated in paediatric wards. Our aim was to
determine PEM frequency in hospitalized children from different countries using the same
diagnostic procedure. For the third consecutive year, we conducted a systematic nutritional
assessment survey using a two-week cross-sectional methodology. All participating centres
followed the same standardized procedure. Weight and height were measured in children
from 0 to 18 years, body mass index (BMI) and weight-for-height ratio (WFH) were
calculated and z-scores were derived. Diagnostic procedure (clinical examination) was
conducted only for children below the third centile of BMI for age and sex. Forty-seven
centres from 6 countries (France, Belgium, Canada, Colombia, Democratic Republic of the
Congo and Tunisia) participated in this survey. Of the 3097 data collected, 2845 were
analysed (47% girls), 2378 of whom were from France. Mean age was 5.7+5.3years. BMI
below 3™ centile represented 16% of the whole population (max 44% in Congo, min 10% in
Tunisia). Eleven per cent of children presented with WFH z-score <-2SD (acute PEM) (max
40% in Congo, min 6% in Canada) and 12% had height for age <-2SD (up to 29% in
Canada). BMI >+2SD was found in 8.6% children. In high-income countries, PEM frequency
remained quite the same and PEM was more frequent in low-income countries where it is still
a public health problem. We achieved the first international nutritional survey in hospitalized
children, contributing to develop the awareness of PEM with a growing number of

participating centres every year.
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INTRODUCTION

The exact number of hospitalized children concerned by protein-energy malnutrition (PEM) 1s
unknown. Several transversal “same day” studies reported a frequency ranging from 7 to 19%
in Europe (). The problem is even greater in low-income countries, since the nutritional
impact of disease comes on top of poor nutritional status. Annual statistics report over 20
million children concerned by severe PEM in these countries, especially those less than 5
years old ('”. Even though nutritional status globally improved, notably in Latin America,
and in a lesser extent in sub-Saharan Africa (''), PEM has a short and long-term impact on

growth and cognitive level (‘>

). Most of the time, the nutritional status is not evaluated at
admittance. Consequently PEM is under diagnosed. In high-income countries PEM is mainly
a consequence of disease. A recent report estimated the financial burden of PEM in Irish
adults around 1.4 billion €, showing the pivotal role of PEM care in health costs (**).

For the third year, we conducted a systematic nutritional assessment survey using a two-week
cross-sectional methodology, involving an increasing number of centres (*°). For the first
time, we included countries of different socio-economic level and local experts were asked to
confirm PEM diagnosis. A questionnaire was sent to all centres to record local organization
for PEM screening.

The aim of our survey was to determine PEM frequency in hospitalized children in different

countries in the world.
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METHODS

Population
Inclusion criteria were every hospitalized child less than 18 years old at admittance, with
general status allowing anthropometric measurements. No length of stay was expected.

Intensive care, neonatology and emergency units were excluded from this survey.

Diagnostic procedure

We performed an international multicentre observational cross-sectional study. Patients were
included during two weeks (March 16-30" 2012) in centres from France, Belgium, Canada,
Colombia, Democratic Republic of the Congo and Tunisia. All hospitalized children, without
selection, admitted during the survey in the paediatric units involved were weighed and
heighted using usual devices. In children that could not stand, height was estimated using
Chumlea formula of knee height ('*). Children were classified in diagnostic groups according
to leading hospitalization cause and type of ward (medical, surgical, rehabilitation, general,
specialised). Z-scores for age and sex in all children were calculated for weight for height (Z-
WFH), body mass index (Z-BMI), height for age (Z-HFA) and head circumference (Z-
HCFA) (any age — when available) using French references ('*'").

All calculations were performed in accordance with the French Paediatric Society guidelines
for paediatric PEM using “e-PINUT” web-tool (www.epinut.fr) (FileMaker Pro Advanced 11
— Apple Inc., Cupertino, CA, USA) ('*). A BMI below the 3™ centile for age and sex using
French growth curves defined underweight (‘"'?) and a Z-WFH below -2 standard deviations
(SD) was considered compatible with PEM (*°).

We asked senior physicians to confirm the diagnosis of malnutrition in any child with a Z-

BMI<3" centile (first step of the guidelines procedure) or with growth faltering (°). PEM
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signs were collected: clinical loss of muscular or fat mass, skin or hair/nails abnormalities and
oedema. Guiding signs for aetiology were recorded: chronic diarrhoea (>3 weeks), cough,
chronic disease (lasting 3 months or more), cancer, psychiatric disease and social condition.
Weight or height faltering were defined as a drop of 1 standard deviation or more on growth
curves, judged in the subgroup of children whose growth dynamics was documented. Growth
faltering may occur in patients with Z-BMI>3" centile, in that case senior physician could

correct and confirm PEM.

Organizational questionnaire

A questionnaire was sent to participating senior paediatricians eight months after the survey
to identify professionals involved in the nutritional assessment in their hospital. Questions
focused on nutritional assessment organization, new patients found out and on the awareness

of professionals.

Ethical considerations
Since the survey merged anonymous data from standard care procedure, it did not require

approval by an ethic committee according to the French regulation.

Statistical analysis

Results were expressed in mean = SD. Comparisons of means between countries were tested
using non-parametric multiple comparisons test (Kruskal-Wallis). Z-scores comparisons
between groups of population were tested using t-test. Comparisons of frequencies (between
sub-populations or countries) were tested using Chi® test (two or multiple frequencies).
Statistical analyses were performed with StatPlus:mac (AnalystSoft Inc., Alexandria, VA,

USA).
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RESULTS

Population

Forty-seven centres participated in the survey. Six countries were involved, embodying high-

and low-income countries in 3 continents: Belgium (3 centres), Canada (2 centres), Colombia

(1 centre), Democratic Republic of Congo (DR Congo) (1 centre), France (38 centres) and

Tunisia (2 centres). Data from 2845 in 3097 patients were analysed (252 excluded: 84

duplicates, 20 entry errors, 22 over 18y, 18 second visits, 6 missing sex, 102 previous visits).

Total eligible admissions were not recorded. The patients’ characteristics are presented in

Table 1. Mean age was 5.7+5.3years. Children from Canada were older than those from

France (p=10~) and from Belgium (p=10"). Mean ages of children from DR Congo,

Colombia and Tunisia were not different.

Table 1: Characteristics of the patients

All SD BMI<3' SD  Z-WFH<- SD
centile 2SD

n 2845 446 301
Female n (%) 1324 (47%) 186 (42%) 117 (39%)
Mean age (years) 5.7 5.3 4.8 53 43 4.8
Z-BMI (SD) -0.3 1.8 -3.0 1.1 -3.2 1.3
Z-WFH (SD) 0.0 2.1 -2.3 0.9 -2.7 0.7
Z-HFA (SD) 0.1 1.9 -0.5 2.1 -0.3 2.0
Head Circumference 1237 245 174
(m)
Z-HC (SD) -0.4 1.9 -1.4 2.1 -1.4 2.1

Z-BMI, body mass index Z-score; Z-WFH, weight for height Z-score; Z-HFA, height for age

Z-score, Z-HC, head circumference Z-score.
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Nutritional status

Four hundred and forty-six patients had their BMI below 3™ centile, representing 16% of the
whole population (max 44% in DR Congo, min 10% in Tunisia). Z-WFH and Z-HFA< -2SD
were observed respectively in 301 patients (11% of the whole population) and 340 patients

(12% of cases). Nutritional status for each country is displayed in Table 2.

Table 2: Frequencies of index abnormalities in the different countries

n Mean Mean BMI Z-WFH Confirmed Z-HFA Z-BMI

age age <39  <2SD PEM <2SD >+2SD
(years) (SD) centile

Belgium 129 4.8 53 25.6% 16.3% 17.8% 124%  4.7%
Canada 68 8.2 5.8 10.3% 5.9% 13.2% 29.4%  19.1%
Columbia 74 2.7 3.6 20.3% 18.9% 16.2% 12.2% 6.8%
DR 101 2.6 3.6 43.6% 39.6% 7.9% 257%  2.0%
Congo
France 2378 6.0 5.4 14.2% 9.0% 8.8% 10.9% 8.7%
Tunisia 95 2.8 3.6 9.5% 8.4% 7.4% 10.5%  11.6%
Total 2845 5.7 53 15.7% 10.6% 9.4% 12.0% 8.6%

CI95, Confidence Interval 95%; DR Congo, Democratic Republic of the Congo; BMI, Body
Mass Index; Z-BMI, BMI Z-score; Z-HFA, height for age Z-score; Z-WFH, weight for height
Z-score; Confirmed PEM, clinical confirmation of Protein-energy malnutrition by senior

physician.

PEM was confirmed by the senior physician in 234 (59%) children with BMI below the 3™
centile. A Z-WFH<-2SD was present in 93% of children with a BMI<3™ centile. PEM was
confirmed by senior physician in 53% of children with a Z-BMI<3™ centile and 58% of
children with a Z-WFH<-2 SD. Twenty-six children had growth faltering and a Z-BM[>3"
centile, confirmed as PEM. The frequency of children with Z-WFH<-2SD for each diagnostic

group is shown in Table 3. Top 5 diagnostics were: General Paediatrics (including
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undetermined or unclassified or general diseases and growth and failure to thrive), medical
and surgical cardiology, genetics, gastroenterology, and neurology. Main causes for
hospitalization varied between countries: Colombia had 51% of pneumology (5-20% in other
countries), DR Congo had 47% of general paediatrics (majority of malaria), Canada had 31%
of neurology (7-12% in other countries) and Belgium had 8% of medical or surgical
cardiology (0-3% in others countries). Chronic disease was present in 2125 patients with
documented diagnosis (56%). PEM was more frequent in that population when compared to
acute disease (80% vs. 20%, p<0.0001). Chronic diseases were most frequent in Belgium
(90%) and the least in DR of Congo (14%). We did not observe a higher frequency of PEM in
children from rehabilitation wards (9.8%) compared to other wards (10.7%), neither between

medical (11.6%) and surgical (10.6%) diagnoses.

Nutritional support was on going in 144 patients (5% of all patients) of whom 55 with
confirmed PEM, thus representing 20% of children with PEM. Nutritional support was enteral
(n=101), parenteral (n=33) or both (n=10).

Z-HFA was lower in children with a Z-WFH<-2SD (-0.254+2.03 vs. 0.12£1.92, p=0.003). The
frequency of children with Z-HFA<-2SD was higher in children with Z-WFH<-2SD (16 vs.
11%, p=0.02).

Head circumference was available in 1237 patients. Seventeen % of children had a Z-HC<-
2SD. This frequency differed between countries (p=0.004), respectively for DR of Congo,
Tunisia, Belgium, France and Colombia: 32%, 22%, 21%, 15% and 12%. Top five group of
diagnoses associated with Z-HC<-2SD was: genetics (50%), nutrition (37%), cardiac surgery
(29%), cardiology (27%), visceral surgery (22%) and neurology (21%). Frequency of Z-HC<-

2SD was higher in hospitalized children with chronic diseases when compared to those with
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acute diseases (25 vs. 12%, p<0.0001), with Z-HFA<-2SD (55 vs. 10%, p<0.0001), and with

Z-WFH <-2SD (35 vs. 14%, p<0.0001).

Table 3: Malnutrition repartition in diagnostic groups

Diagnostic group n 7Z-WFH<-2SD Z-WFH<-2SD Z-WFH<-2SD
(n) % of total % of each
diagnostic
group
Cardiology 69 10 3.3% 14.5%
Dermatology 20 1 0.3% 5.0%
Hepato-gastroenterology 435 63 20.9% 14.5%
Endocrinology 51 2 0.7% 3.9%
Genetics 24 7 2.3% 29.2%
Medicine 85 7 2.3% 8.2%
Nephrology 84 7 2.3% 8.3%
Neurology 334 45 15.0% 13.5%
Nutrition / Growth 54 23 7.6% 42.6%
Oncology 164 15 5.0% 9.1%
ORL 75 7 2.3% 9.3%
General Paediatrics 196 22 7.3% 11.2%
Pneumology 310 40 13.3% 12.9%
Psychiatry 114 15 5.0% 13.2%
Rheumatology 17 2 0.7% 11.8%
Cardiac surgery 22 7 2.3% 31.8%
Neurosurgery 32 3 1.0% 9.4%
Orthopaedic surgery 72 4 1.3% 5.6%
Visceral surgery 140 16 5.3% 11.4%
Other surgery 39 1 0.3% 2.6%
Unknown 508 4 1.3% 0.8%
TOTAL 2845 301 100% 10.6%

Z-WFH, weight for height Z-score; General Paediatrics, undetermined or unclassified or

general diseases and growth and failure to thrive.
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Overweight and obesity (BMI>+2SD) concerned 244 children (8.6%) and only 2% of these

came for obesity check.

Organizational questionnaire

We get 22 questionnaires from participating centres (47%). Systematic nutritional assessment
was performed in 68% centres, with 27% of written procedure and 47% of unwritten
procedure. Local organization was recorded: paramedical staff measured children in 60% of
cases, medical staff in 27% and both of them in 13%. An improvement of PEM awareness in
paramedical staff was declared in 55% hospitals, 68% in medical staff and 14% declared

none. Paediatric nutrition week led to new diagnosis of PEM in 10 centres.

DISCUSSION

We achieved the very first international hospital PEM survey in Paediatrics, involving nearly
3000 patients in 47 centres and federated 6 countries around a same diagnostic procedure.
The frequency of PEM was higher in DR Congo, in which hospitalized children were
younger, showing care of more serious diseases and/or a difference of income. Only 6 centres
(13%) claimed to use written procedure to detect PEM.

Comparison between countries showed a higher frequency of PEM in the DR Congo and in
Colombia. This might have been a consequence of the higher prevalence of malnutrition in
the population of both countries (*'**). However Z-HFA, a marker of chronic PEM, was
lower in DR Congo but not in Colombia. Mean age was lower in both countries increasing the
risk to develop acute malnutrition. The survey was conducted in late March, which was the
beginning of the peak season for bronchiolitis in Colombia (*’). Confirmed PEM in DR
Congo was particularly lower than frequency of Z-WFH<-2SD, this may be relative to the

endemic prevalence in that country and to consider only severe PEM. In DR Congo most of
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the children suffered from malaria, which is also a specific pattern of hospital recruitment that
might have contributed to the high frequency of PEM in this country (**).

Belgium had a surprisingly high frequency of PEM and low frequency of overweight and
obesity because one of the three participating centres was a cardiologic unit with a high
prevalence of PEM. Canada showed a higher frequency of Z-HFA<-2SD and lower frequency
of Z-WFH<-2SD than in France. This might have been due to a recruitment bias. Half of the
population came from a rehabilitation centre with disabilities of genetic or acquired origin.
Moreover, obesity is much more prevalent in Canada than in other countries participating in
the survey, therefore decreasing the frequency of PEM (*°). This was also the case in Tunisia
and obesity might have overruled PEM (*°). Recruitment biases are known limitations of
observational cross-sectional survey; another limitation is the number of patients in each

country (France excepted).

Chronic diseases accounted for more than half of hospitalized children. This was in
accordance to our previous surveys (*°) but higher than in other studies (). We observed a
higher frequency of Z-WFH<-2SD in that group according to previous studies (*). One of the
specific inputs of the 2012 survey was to include paediatric wards from different countries
and level of income. All of them were assessed using the same diagnostic procedure and
references. French references for growth were built on a reference population studied from the
50’s to the 70°s (*°). Applicability of this reference to surveyed populations is questionable
although providing homogenous methodology of evaluation. Z-HC<-2SD was observed in
18% of the whole population. This might have been due to malnutrition and chronic diseases
particularly in developed countries. However the highest rate was observed in DR of Congo
where children suffering for chronic diseases were at the lowest rate. Similarly DR of Congo

showed one of the highest rates of Z-HFA<-2SD. This might reflect chronic malnutrition of
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the whole population. With 8.5% of children under 5 below -2 SD of Z-WFH (*), DR of
Congo is one of the countries with the highest rate of malnutrition and lowest change to reach
the millennium development goals 1 (**).

We assessed the organization of systematic nutritional assessment and malnutrition awareness
in the participating centres. Self-reported awareness of malnutrition among health care
professionals was important both in physicians and in paramedical staff. Surveys improve the
awareness of malnutrition and the acquisition of measurements (**). However, participating to
this survey may have induced a recruitment bias. Only four centres had written procedures.
French guidelines were not published at the time of the survey and may provide
implementation of such procedures. Nearly half of centres declared new cases during the two
weeks of the survey, underlining the importance of a perennial systematic nutritional
assessment at admittance. Paramedical staff had a pivotal role in the whole process leading to
the diagnostic of malnutrition and must be targeted in future actions promoting awareness of
malnutrition in hospitalized children.

This survey, the first international one, contributed to the awareness of PEM and to improve
PEM screening in a growing number of paediatric wards in France and abroad. It allowed
comparison between countries using the same methodology and growth charts references.
Causes for malnutrition varied between low- and high-income countries. In high-income
countries, acute PEM frequency remained quite the same and PEM was more frequent in the
DR Congo and Colombia. Written guidelines available in each centre and targeting
paramedics could probably improve systematic nutritional assessment. Our objective for 2013
will be to increase the number of participating countries and centres, and record a better

phenotype of patients.
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2.2.5 Syndrome du Cri-du-chat (Soumise)

Le handicap et les maladies génétiques posent le probléme de la mise en défaut de I'IMC et
de I’'indice de Waterlow par la difficult¢ de mesure du poids et de la taille. Leur fiabilité pour
le calcul des index et la nécessité d’intégrer la trajectoire de croissance propre a la pathologie
rendent 1’évaluation nutritionnelle difficile. Pour cela, nous avons étudié le syndrome du Cri-
du-chat en comparant les courbes spécifiques et 1’évaluation par 1’outil e-PINUT. Ce
syndrome est pourvoyeur de MPE notamment par les troubles de déglutition mais ce travail a

mis en évidence la difficulté d’évaluation de I’état nutritionnel dans cette pathologie.

Lefranc V, de Luca A, Hankard R. Protein-energy malnutrition is frequent and precocious in

Cri du Chat syndrome. Article soumis - Am J Med Genet.
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ABSTRACT

Protein-energy malnutrition (PEM) is poorly reported in Cri du Chat syndrome (CCS)
(OMIM #123450), a genetic disease that causes developmental delay and global growth
retardation. The objective was to determine the nutritional status at different ages in children
with CCS and factors associated with PEM. A questionnaire focused on growth and
nutritional care was sent to 190 families. Among 36 analyzable questionnaires, diagnosis
compatible with PEM occurred in 47% of patients: 19% before 6 months of age, 24%
between 6 to 12 months and 34% after 12 months. Enteral feeding was achieved in 22% of
patients. Speech therapy for swallowing education was performed more often in malnourished
children (63 vs. 22%, p<0.02). PEM is frequent and occurs early in this disease, requiring

closed nutritional monitoring.

Key words: cri-du-chat syndrome; growth; protein-energy malnutrition; child



INTRODUCTION

The Cri du Chat syndrome (CCS) is a rare orphan genetic disease, caused by deletion
of the short arm of chromosome 5 (5p-). The incidence is evaluated from 1:15,000 to
1:50,000 liveborn children [Cerruti-Mainardi, 2006]. Eighty-five to 90% of patients are de
novo mutations. Diagnosis notably lays on a characteristic cry (cat-like cry) in the first
months of life, microcephaly, intrauterine growth restriction (IUGR), round face and
hypotonia [Marinescu et al., 2000]. Growth restriction is constant and present at birth.
Neonatal respiratory and food intake trouble associated to swallowing disorders may be
present. Severe psychomotor retardation is constant, beginning in the first months of life.
Early diagnosis and environment education improve the prognosis. Treatment is only
symptomatic and requires nutritional assessment and nutritional support if needed. Nutritional
care may include mixed diet, enteral feeding, speech therapy improving swallowing disorders
and constipation treatment. Specific growth curves (weight, height, and head circumference)
have been published. Based on 374 patients from USA, Great Britain and Australia, they
show global growth retardation particularly on head circumference [Marinescu et al., 2000;
Collins et al., 2001]. Protein-energy malnutrition (PEM) is frequent in this syndrome and
nutritional care is inconstant. Impact of nutritional support in CCS is poorly reported. PEM
increases morbidity, complication occurrence, hospitalization duration and societal cost
[Hecht et al., 2014]. The objective of this questionnaire based retrospective study was to
determine the nutritional status of children with CCS at different ages and factors associated

with PEM.

METHODS
Population. Patients were recruited through the Valentin APAC association

(association of chromosomic abnormalities carriers), which sent by mail questionnaires to 190
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families in France, Switzerland, Belgium, Spain, Israel, Canada, Brazil and Peru. [tems were
medical history, clinical signs of CCS, growth parameters for nutritional status assessment
and nutritional care. Investigators have never been in contact with families. The association
managed the questionnaires and forwarded them anonymously to investigators.

Data collected. Weight, height, head-circumference were recorded at 1, 2, 4, 6, 9, 18,
24 months, 4 and 6 years. Gender, genetic abnormality, clinical signs of syndrome, feeding
problems (food intake insufficiency, swallowing troubles, constipation, gastro-esophageal
reflux), onset of feeding problems and type of nutritional care (nutritional support, mixed
food needed, vitamins and iron supplementation), associated complications and global care
(speech therapy, physiotherapy, psychomotor therapy) were collected.

Diagnostic procedure. Nutritional indices were determined using e-PINUT

(www.epinut.fr). The system was developed using FileMaker pro 11 server (Apple,
Cupertino, CA, USA), French growth charts [Sempé¢ et al., 1979] and conformed to the
French guidelines of the Nutrition Committee of the French Pediatric Society [Hankard et al.,
2012]. Body Mass Index (BMI) was expressed in Z-score according to the French references
[Rolland-Cachera et al., 1991] and the last weight and height known were defined with
specific CCS curves [Marinescu et al., 2000]. IUGR was defined as a birth weight below -2
standard deviation (SD) based on Usher and McLean references [1969]. We calculated Z-
scores for weight for height (Z-WFH) [Waterlow et al., 1977], weight for age (Z-WFA) and
height for age (Z-HFA) using the French references [Sempé¢ et al., 1979]. Diagnosis
compatible with PEM was defined as Z-WFH < -2 SD in at least two points separated from 3
months at any time or change of weight growth channeling, clarified as chronic PEM if
associated with impact on height channeling. The confirmed diagnosis of PEM would require

searching an etiology, history recording, clinical signs of PEM but both latter items were not

212



available with our study design. Marinescu’s specific growth references for children with CSS
were used.

Calculation and statistical analysis. BMI1 Z-score were calculated using LMS
regression method: Z-score = [(Q/M)L — 1 ]/ LS where Q is the observed measurement, M is
median BMI by age, S is the coefficient of variation of BMI, and L curve is the skewness of
BMI distribution. WFH, height Z-scores were calculated using: Z-score = (Q-M)/SD where Q
is the observed measurement, M the median and SD the standard deviation.

Data were expressed as mean = SD. Association between associated factors was tested
using t-test. Categorical data were compared using x* test. XLSTAT 2010.2.03 software
(Addinsoft, Paris, France) was used for statistical analysis.

Ethics. Since this retrospective report survey merged anonymous data from standard
care procedure, it did not require approval by an ethic committee according to the French

regulation.

RESULTS

Among 190 questionnaires sent, 44 (23%) were returned to investigators and 36 (19%)
were analyzable for growth. All children had karyotype analysis: 31 had 5p- deletion, 2 had
t(5;9) translocation, 1 had t(3;11) translocation and 2 results were not communicated.

Patient’s characteristics at birth were: mean weight 2471+596 g, mean length 46.2+4.1
cm, mean head circumference 32.0+1.9 cm, mean term of birth 38.4+2.7 weeks of
amenorrhea (8 were born preterm) and 7 (19%) children had IUGR. Mean age at the time of
the study was 10.5+7.5 years with a mean growth follow-up of 2.9+1.2 years. Mean and IC95
of last data of follow-up were: age 4.4 [2.4;6.4] years, Z-WFA -1.1 [-2.5;0.3], Z-HFA -0.2 [-
1.9;1.5], Z-IMC -1.4 [-2.6;-0.2] and Z-WFH -1.3 [-2.4;-0.2]. Weight for age below the lower

limit of the distribution (underweight) on the last documented point was present in 11% of the

213



children using Marinescu’s specific references and 28% using French standards (Table 1).
Five children had their height below the 5™ centile. Four of them had TIUGR and were
considered malnourished using French references. Nutritional data are presented in Table 1.
Diagnosis compatible with PEM was present in 47% of patients (17 children). Nineteen per
cent of children were malnourished before 6 month-old, 24% between 6 to 12 months and
34% after 12 months (Figure 1). Diagnosis compatible with PEM was not more frequent in
IUGR children (57% vs. 43%, NS). Eleven patients had Z-BMI below -2SD and 10 had Z-
WFH below -2 SD. All were classified as children compatible with PEM except one patient
with Z-BMI -2.2SD and Z-WFH -1.8SD, while only four children had their weight below the
5™ centile using specific Marinescu’s references, also detected with standard French
references. Figure 2 shows an example of chronic PEM and putting right growth at 27 months
1.e. a growth faltering in a patient with change in weight and height channeling, both

improving when nutrition became adapted to requirements.

Figure 1: Weight-for-height Z-score variations during growth

Z-WFH

Age (years)
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Legend: Z-WFH: weight for height expressed in Z-score using French standards, each color
represents a child; curvilinear spline modeling was only performed to show global trend of
nutritional status and must not be used as growth modeling in CCS. [Color figure can be
viewed in the online issue, which is available at

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1552-4833.]

Table 1: Nutritional assessment and nutritional care in children with CCS

n=236 n (%)

Nutritional assessment

IUGR 7 (19%)
Z-WFH < -2 SD (at anytime) 17 (47%)
Weight below the 5™ percentile using specific

4 (11%)
reference (last growth point)
Z-WFA <-2 SD (last growth point) 10 (28%)
Height below the 5™ percentile using specific

5 (14%)
reference (last growth point)
Z-HFA <-2 SD (last growth point) 4 (11%)

Nutritional care

Mixed food 18 (50%)
Iron, vitamins 12 (33%)
Dietary supplements 3 (8%)
Enteral feeding 8 (22%)

[UGR: intrauterine growth restriction, Z-HFA: height for age Z-score, Z-WFA: weight for

age Z-score, Z-WFH: weight for height Z-score.
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Figure 2 a and b: Example of growth charts (WHO standards) from a patient with change in

growth chann

eling. a) weight chart, b) height chart
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Legend: a) weight stagnation between 19 and 27 months and improving after 27 months b)

height channel was improved with weight improvement showing a nutritional mechanism.
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Among 17 malnourished children with available follow-up, 5 (29%) received enteral
nutrition. Among the 19 other children, 3 received enteral nutrition (16%). Enteral feeding
was performed starting from birth for 7 children associated with oral supplement in two
patients, and at 5 months for one of them. One child had only oral supplement as nutritional
support. In the group of malnourished children, no difference of the last Z-HFA was observed
between children with or without enteral feeding, respectively -0.9+2.4 SD vs. -0.2+1.6 SD
(p=0.48) as far as the last Z-WFH, respectively -2.6+0.3 SD vs. -1.7+1.3 SD (p=0.11). No
correlation was found between PEM and associated signs of the syndrome. Speech therapy
for swallowing education was performed in 41% of patients, 63% in malnourished children

vs. 22% for others (p<0,02); other global treatments were not significantly associated to PEM.

DISCUSSION

The CCS is a rare orphan disease including growth retardation. We showed that the
frequency of patients compatible with PEM is high, reaching 47% mainly in the first 6
months of life, from which only one third of patients compatible with PEM had nutritional
support. Children compatible with PEM had more speech therapy for swallowing education
suggesting that oral sphere is a major cause of PEM in the CCS.

Present survey reported a higher proportion of children with CCS below the 5" centile
for weight, height and head-circumference using French standards for growth than using
specific Marinescu et al. standards [2000]. This was also the case when specific standards
were compared to American standards, the 95 centile of the former being superposed to the
50™ centile of the later. This reflects the growth impairment as a sign of the CCS. Specific
standards do not provide weight for height chart, which is pivotal to assess the nutritional
status. Weight for height charts for standard population may be used after 2 years of age in

CCS since both weight and height depart from standards for standard population in a same
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fashion. This is more questionable before two years of age since weight appears more
impaired than height on Marinescu’s specific charts. This discrepancy may reflect the high
frequency of diagnoses compatible with PEM in children with CCS observed in present
survey. Frequency of PEM in hospitalized children ranges between 10 to 15%, mostly in
children with chronic diseases [De Luca et al., 2012; Sissaoui et al., 2013] and is much lower
than that observed here. For the day-to-day practice, growth kinetics must be monitored
regularly and any change of weight growth channeling may be interpreted as a possible sign
of PEM whatever standard is used (Figure 2). Such a situation must lead to thorough clinical
examination seeking for clinical signs of malnutrition and possible causes for it. We did not
find any correlations between PEM and associated signs of the syndrome. IUGR was also not
associated with PEM. This suggests that no associated risk factor for PEM is involved except
the syndrome itself.

Enteral feeding was performed in only 1/5 of patients, mostly started from birth.
Nutritional status seems to break-up later in life, both in patients with nutritional support or
not. This could explain the lack of difference between Z-scores at the end of follow-up for
children compatible with PEM or not. To our knowledge, no publication reported the
frequency of nutritional support in the CCS preventing any comparison with previous results.
We observed more speech therapy in children compatible with PEM. Many factors of the oral
sphere are involved in PEM development in the CCS, like facial characteristics, orofacial
features, perioral muscle hypotonia, gastroesophageal reflux, teeth alteration (bruxism,
acidity, oral hygiene) [Rodriguez-Caballero et al., 2012]. These factors impair oral nutrition
and can lead to PEM. Speech therapy for swallowing education can improve most of these
factors combined with nutritional support. This highlights the key role of global care in this

syndrome.
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Our study had some limitations. The number of patients included was relatively weak
but relevant considering the incidence of syndrome. According to the French
recommendations, the diagnosis of PEM lays on the growth charts (with low indices, growth
failure), the history recording, the clinical signs of PEM and the searching of an etiology. The
design was retrospective then PEM diagnosis was made only with growth curves declared by
families since children were not examined. Self-family report could be another bias. Relevant
events (e.g. severe complications) were not recorded to document growth impairment, which
may have an impact on growth. Items like digestive or swallowing troubles were only
subjective, weakening the reliability of data.

This study shows a high frequency of PEM in the CCS. The nutritional status is
difficult to assess in genetic diseases with growth impairment. Our study underlines that
regular follow-up of growth is a key factor to assess the nutritional status. The requirement of
nutritional support and speech therapy to care for syndrome associated feeding problems must
be discussed as soon as possible.

Take home message for the clinical practice: the evaluation of growth is complex in
genetic diseases since they often include height dynamics impairment. Whatever standard is
used, to monitor the growth response to increased nutritional intake helps to separate the
nutrition from the genetic fixed impact of the disease. When looking carefully to growth
curve same information may be retrieved when height faltering occurs a few months after

weight faltering.
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3. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES




Comprendre les mécanismes a ’origine de Ueffet isotopique

Plusieurs enzymes potentiellement responsables du fractionnement suscitent notre intérét,
notamment [’isocitrate  déshydrogénase (IDH) mitochondriale, 1’a-cétoglutarate
déshydrogénase (OGDC) ainsi que la glutamate déshydrogénase (GLUD) qui fait le lien entre
le métabolisme du carbone et de ’azote, intervenant dans le cycle de Krebs et dans la

transamination (Figure 21).

Figure 21 : Sites potentiels d’effet isotopique
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\ ACoA (2C€) k

OA (4C) , — Citrate (6C) C

0
([ r 4 y
'\".\ V4, A GDH Transamination
(t-(i(}(S(I)% GLU (1aN) (_& AA (1aN)
o -CG (5C
AA (1aN) \ a-CA / “ (5€)

S-CoA (4C)
CO:2

Légende : éclair vert: perte d’azote aminé de I’o—cétoglutarate, étoile rouge : perte de
carbone dans le cycle de Krebs (dont 1 de I’a—cétoglutarate par I’action de I'o—CG
déshydrogénase). AA : acide aminé, ACoA : acétyl-CoA, a—CA : o—cétoacide, o—CG : a—
cétoglutarate, CO, : dioxyde de carbone, GDH : glutamate déshydrogénase, GLU : glutamate,

OA : oxaloacétate, S-CoA : succinyl-CoA.

Nous avons déposé€ un projet a 1’appel d’offre de projets émergents du Cancéropole Grand-
Ouest, dont la lettre d’intention a été acceptée (projet complet en cours de rédaction). Ce
projet fondamental vise a explorer les mécanismes responsables de I’effet isotopique sur un
modele de cellules perméabilisées conditionnées a différentes doses de DHA (C22 :6w3, qui

augmente la sensibilité tumorale aux anthracyclines) et de modulateurs du métabolisme
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oxydatif. Des travaux préliminaires réalisés a ’INSERM U1069 de Tours suggerent que les
différences de métabolisme oxydatif mitochondrial observées entre des cellules cancéreuses
mammaires sensibles et celles non sensibles a la doxorubicine induisent un fractionnement
isotopique au niveau du carbone, produisant une signature isotopique spécifique des
modifications métaboliques. Nous avons également des données préliminaires sur la variation
de I’AIN en "°C via le *CO, expiré lors d’un effort et lors de ’alimentation, ce qui pourrait
étre un témoin de Iactivité du métabolisme oxydatif. Les fractionnements isotopiques du ">C
et N pourraient étre liés et étre le reflet des 3 métabolismes protéique, glucidique et
lipidique. Cette étude serait la premicre étape pour proposer la mesure de I’AIN comme bio-

marqueur du métabolisme tumoral et de la réponse aux traitements.

Concernant les expérimentations chez I’animal

Le travail de Master 2 Recherche de Karine Bernardo, que je codirige, portant sur I’impact
d’un régime controlé en protéines chez la souris est en cours d’analyses. L’exploitation des
résultats a J11, J30 et J60 permettra d’apprécier I’évolution dans le temps de PAIN en "N a la
fin de la phase de croissance intense de la souris, au moment du sevrage et a distance lorsque
les souris F1 adultes ont une alimentation identique. D’autres projets sur des modeles

animaux cataboliques ou de controle complet des apports sont envisagés.

Proposer un bio-marqueur du métabolisme protéique en pratique clinique

Dans la dénutrition protéino-énergétique de I’enfant

Chez ’homme, nous avons déposé un projet au PHRC national (investigateur principal : Pr
Régis Hankard) intitulé « La mesure de I’abondance isotopique naturelle en '°N permet-elle
de distinguer les enfants hospitalisés dénutris? » qui est en cours d’évaluation (lettre

d’intention acceptée, dossier déposé€). Ce projet multicentrique (10 centres) porte sur 1’analyse
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de ’AIN en "N dans les cheveux, 1’urine et le plasma chez des enfants ayant une MPE ou
non. Notre objectif est de tester la pertinence de ’AIN en "N en tant que marqueur de la
MPE. Les enfants de 1 mois a 18 ans seront inclus dans les 48h de leur entrée en
hospitalisation. Nous prévoyons d’inclure 100 enfants ayant une MPE et de les comparer a
100 enfants témoins sans MPE appariés en age et en groupe de pathologie. La MPE sera
évaluée a I’aide de I’outil e-PINUT. Le recrutement s’appuie sur le réseau HUGOPEREN,
regroupant les 6 CHU du grand-Ouest et le réseau e-PINUT issu de nos enquétes annuelles de
dépistage de la MPE chez I’enfant hospitalisé. Ce projet fait le lien entre nos recherches
portant sur "AIN en N en tant que bio-marqueur de I’état nutritionnel et les enquétes de

fréquence de la MPE.

Cette approche métabolique est complétée par une étude de I’impact de la dénutrition sur la
régulation de 1’expression de génes d’intérét en nutrition. J’ai effectué¢ une mobilité de 6 mois
dans le laboratoire du Dr E Levy, unit¢ Santé Métabolique, Centre de Recherche, CHU
Sainte-Justine a Montréal, Canada. La thématique portait sur I’empreinte épigénétique et le
devenir métabolique des survivants de leucémie aigu€ lymphoblastique. Nous avons étudié
deux groupes de survivants appariés en age et en sexe et se différentiant par la présence d’un
syndrome métabolique. Les analyses ont porté sur la méthylation génétique, les micro ARN et
le séquencage des ARN messagers. Seule la partie sur la méthylation a été analysée et
montrait que 117 génes impliqués en nutrition étaient différentiellement méthylés entre les
groupes. Ceci suggere une altération du méthylome qui pourrait expliquer les complications a
long terme des survivants de leucémie exposés a des traitements agressifs dans 1’enfance. Ce
travail pourrait conduire a 1’établissement de bio-marqueurs de prédiction de la survenue de

syndrome métabolique chez les survivants. Par ailleurs, une revue de littérature sur le lien
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entre I’épigénétique et la MPE est en cours de soumission. Ces travaux vont étre poursuivis et

seront la base de collaborations futures.

Dans I’étude de la nutrition et croissance périnatales

Dans 1’étude Regulact, une analyse complémentaire de I’ AIN en '°N des protéines et de 'urée
du lait maternel est en cours, afin d’expliquer la faible AIN en "°N du lait maternel et 1’effet
trophique important entre le nouveau-né et son alimentation. Nous déposerons un PHRC
I’année prochaine portant sur I’étude de I’AIN en °N des enfants allaités exclusivement dans

des situations cliniques plus contrastées.

Un autre travail est en cours chez I’homme portant sur 1’analyse de I’AIN en '°N du plasma
issu de sang du cordon ombilical de 15 enfants nés a terme ou prématuré, avec ou sans retard
de croissance. Les échantillons sont issus d’une étude explorant le stress oxydant (143). Ces
prélévements sont assimilables a la technique de différence artério-veineuse, adaptée au corps
entier du feetus. Nous avons analysé "AIN en "N spécifique des AA dans le sang artériel, le
sang veineux du cordon ombilical du nouveau-né et le sang maternel. Les résultats sont en
cours d’interprétation. Ceci permettra 1) d’observer s’il existe une différence d’AIN en °N
avant et apres captation des AA par le foetus et 2) de comparer ces résultats a leur mere pour
corréler nos résultats au métabolisme maternel et apprécier le role du placenta dans le passage

sélectif des isotopologues des AA.

Dans I’étude du métabolisme protéique dans ’insuffisance rénale
Le travail réalisé chez ’adulte atteint de diabéte de type 2 n’a pas permis d’inclure de patients
en insuffisance rénale terminale, en dialyse. Cette situation s’accompagne pourtant de

modifications majeures de I’état nutritionnel et du métabolisme protéique. La néphrologie
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adulte fait partie des services pilotes qui bénéficieront de 1’action de 1’Unité Mobile de
Nutrition clinique. Cette collaboration clinique nous permettra d’établir un suivi des patients
dialysés dénutris et de tester ’effet de la nutrition parentérale per-dialytique sur la mesure de
I’AIN en bénéficiant d’un contréle étroit des paramétres de la fonction rénale et du
métabolisme acide base. Nous avons un projet d’exploration chez des patients dialysés du
service du Pr JM Halimi (Tours) avec le Dr Maud Francois, qui utilise un dispositif de

nutrition per dialytique dans lequel nous pourrons mesurer I’ AIN.

Mieux prendre en charge la dénutrition protéino-énergétique de ’enfant hospitalisé

Nos enquétes cliniques d’évaluation de I’état nutritionnel a I’hopital sont devenues un
événement annuel pour la promotion du dépistage de la MPE a 1’hopital et participent a une
meilleure caractérisation du phénotype des enfants dénutris. Depuis 5 ans, chaque enquéte a
impliqué de plus en plus de centres dans un nombre croissant de pays. Notre objectif est de
pérenniser cet événement et de consolider la structuration du réseau e-PINUT. Nous avons
débuté ’organisation de I’édition 2015 afin d’intégrer plus de centres en France et a
I’étranger. Nous préparons le passage a un événement d’échelle Européenne en collaboration
avec ’ESPGHAN (European Society of Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition) sur un modele de consortium d’investigateurs, ayant pour objectif principal la
promotion du dépistage de la MPE a I’hopital et pour objectif pratique, 100% des enfants
hospitalisés pesés et mesures.

L’outil e-PINUT que nous avons créé a permis I’implémentation d’une base de données
conséquente et peut étre utilisé pour des projets de recherche spécifiques. Une étude est en
cours pour I’établissement de courbes de croissance dans I’amyotrophie spinale infantile (Dr

G Letellier, AP-HP Raymond-Poincaré). Nous venons de concevoir des routines pour
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’utilisation du référentiel OMS, utilisé dans de nombreux pays dans le monde. Le systéme est
aussi mis a disposition des cliniciens pour une utilisation en pratique quotidienne.
Ce projet entre dans le cadre des projets Horizon 2020 et pourrait faire 1’objet d’un projet

Européen une fois le consortium constitué.
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CONCLUSION

L’étude de I’AIN en "N en tant que bio-marqueur du métabolisme protéique est un domaine
de recherche innovant, peu exploré et dont le mécanisme commence a étre appréhendé. Nos
données chez I’homme et chez I’animal suggerent qu’un phénomeéne de fractionnement
isotopique est modulé par I’intensité du métabolisme. Les caractéristiques de cette nouvelle
méthode, sa non invasivité et sa simplicité renforcent le potentiel d’applications cliniques

dans des situations diverses (stress, chirurgie, suivi nutritionnel).

Nous allons poursuivre dans cette voie sur des projets fondamentaux en lien avec ’'U1069 sur
le mécanisme de fractionnement isotopique, 1’exploration du métabolisme énergétique par
I’étude du "°C, sur des modéles cellulaires et animaux. Des projets cliniques seront explorés
comme dans la MPE chez I’enfant (projet PHRC), dans la croissance, dans 1’insuffisance
rénale. Nous allons développer un vaste projet transversal mélant notre activité¢ de recherche
et de soins afin de mieux phénotyper la MPE (projet Horizon 2020, projet e-PINUT

européen).

Mon projet d’activité de soins dans 1’Unité Transversale de Nutrition Clinique du CHU de

Tours (des janvier 2015) me permettra de coupler la clinique et la recherche afin de mieux

appréhender les mécanismes de la MPE.
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RESUME

La malnutrition protéino-énergétique (MPE), de diagnostic clinique, est insuffisamment
recherchée a 1’hopital. Depuis 2010, nous avons initié des enquétes annuelles multicentriques
nationales puis internationales qui fixent la fréquence de la MPE chez ’enfant hospitalisé
autour de 10%. La gravité¢ de la MPE dépend de son impact sur le métabolisme protéique. Il
manque actuellement un biomarqueur simple et fiable de la MPE. La mesure de I’abondance
isotopique naturelle (AIN) en "N dans les protéines totales de phanéres est testée comme
index du métabolisme protéique. Cette méthode innovante est non invasive et adaptée a la
pédiatrie.

Nous avons observé une AIN en "N des cheveux systématiquement supérieure chez le
nouveau-né par rapport a sa mere, alors que les acides aminés proviennent d’une source
commune, suggérant un métabolisme protéique différent. Dans la néphropathie diabétique,
’AIN en N des cheveux était corrélée aux indices de filtration glomérulaire et donc a
I’impact de la maladie sur le métabolisme protéique. Chez la souris, la restriction protéique
pendant la gestation et/ou la lactation entrainait une modification de I’AIN en "’N 4 16 mois,
témoin d’une empreinte nutritionnelle a 1’age adulte.

Nos données chez ’homme et chez 1’animal suggérent un fractionnement isotopique li¢ au
métabolisme protéique. Cette propriété fait de la mesure de I’AIN en "N un potentiel
biomarqueur utile en pratique clinique. Il est nécessaire de poursuivre nos travaux de
recherche chez 1’animal et sur la cellule pour explorer les mécanismes biochimiques

responsables.

Mots clés: Isotopes--Séparation, Malnutrition, Protéines—M¢étabolisme, Pédiatrie,

Spectrométrie de masse
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ABSTRACT

Protein-energy malnutrition (PEM) is insufficiently investigated in pediatric wards. Since
2010, we initiated annual national then international multicentric surveys, which evaluated
PEM frequency around 10%. PEM diagnosis is clinical and its severity depends on the impact
on protein metabolism. It currently lacks a simple and reliable biological marker of PEM. The
measurement of the hair bulk '°N natural isotopic abundance (NIA) is assessed as an index of
the protein metabolism. This innovative measurement is a non-invasive method, suitable for
Pediatrics.

We observed a bulk hair N NIA systematically higher in the newborn from its mother, while
amino acids come from the same source, suggesting a different protein metabolism. In
diabetic nephropathy, bulk hair "N NIA was correlated to glomerular function indices, and
thus to the impact of chronic kidney disease on protein metabolism. In mice, protein
restriction during gestation and/or lactation resulted in a modification of bulk hair N NIA at
16 months, suggesting a nutritional imprinting in adulthood.

Our data in humans and animals suggest that an isotopic fractionation is linked to protein
metabolism. Thus bulk "N NIA may be a potential useful biomarker in clinical practice.
Further researches in animals and cells are needed to explore the biochemical mechanisms of

isotope fractionation.

Keywords: Isotopes--Separation, Malnutrition, Proteins--Metabolism, Paediatrics, Mass

spectrometry
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