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V.  AVANT-PROPOS

La dénutrition est un probleme de santé publique en France et dans le monde. Elle atteint plus
de 2 millions de personnes en France. Parmi les patients hospitalisés, un tiers est dénutri ou a
risque de dénutrition en cours d’hospitalisation (Schuetz et al. 2021). La dénutrition
augmente la morbi-mortalité des patients, leur durée d’hospitalisation (Evans et al. 2014;
Schuetz et al. 2021). Elle est également associée a une augmentation des infections
nosocomiales, des complications post-opératoires, des escarres, des troubles de la cicatrisation
et des pneumopathies (Heymsfield et al. 1979; Schneider et al. 2004). Une des maladies
fréquemment associées a la dénutrition est le cancer, notamment au niveau hépatique, qu’il
s’agisse d’une tumeur primitive (carcinome hépatocellulaire ou cholangiocarcinome
intrahépatique) ou d’une tumeur secondaire (en particulier métastases hépatiques de cancer
colorectal). Le traitement curatif des cancers du foie est principalement représenté par la
résection hépatique (ou hépatectomie) dont I’importance est variable en fonction de la taille
tumorale. Lors des hépatectomies majeures, il est parfois nécessaire d’utiliser des techniques
(embolisation ou ligature portale) afin d’obtenir une régénération du foie préopératoire. Dans
certains cas, le foie restant ne parvient pas a régénérer aprés hépatectomie ou apres
ligature/embolisation portale. L’impact de la dénutrition sur la régénération du foie est mal
connu. La forme de dénutrition rencontrée au cours des cancers a €ét¢ nommeée par un
consensus d’expert ‘cachexie’ (Kenneth C. H. Fearon 2011), et sa physiopathologie est celle
d’une forme marasmique de dénutrition en lien avec un déficit d’apports protéino-
énergétiques oraux (anorexie) couplée a un syndrome inflammatoire chronique. La perte de la
masse musculaire complique trés souvent la dénutrition, et elle peut étre accompagnée d’une
perte de la fonction musculaire, constituant alors une ‘sarcopénie’ (Cruz-Jentoft et al. 2019).
La dénutrition représente un facteur pronostique péjoratif de nombreux cancers. Dans les

nouvelles recommandations de diagnostic de la dénutrition de la Haute Autorité de Santé
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(HAS) publiées en 2019 (Delarue et al. 2021), la mesure de la composition corporelle par
scanner (appelé aussi tomodensitométrie, TDM) est recommandée pour évaluer la masse
musculaire. Le muscle est le principal réservoir de protéines de l'organisme. L’amyotrophie
survient en raison d’un déficit protéino-énergétique et/ou d’un hypercatabolisme : il est donc
crucial d’analyser le phénotype musculaire. Au cours d’une restriction calorique, une
modification du phénotype musculaire a été¢ décrite chez le rongeur (Dumitriu et al. 2018).
Les fibres musculaires de type II sont principalement affectées par la dénutrition (Dumitriu et
al. 2018).

A T’heure actuelle, il n’existe pas de modele animal de dénutrition aux caracteres
physiologiques proches de I'Homme. Nous souhaitions développer un modele animal
préclinique proche de I’Homme. Le miniporc Yucatan convient, notamment en raison de sa
proximité avec ’Homme en termes d’anatomie et de physiologie nutritionnelle. De plus, le
miniporc, du fait de sa plus petite taille, permet des explorations similaires a celles réalisées
chez ’Homme, notamment en termes de composition corporelle mais aussi de volumétrie
hépatique pour étudier la régénération du foie. Ce modele serait la base solide pour mener des
¢tudes meétaboliques, mécanistiques ou pharmacologiques, pour mieux comprendre la

physiopathologie et tester de nouveaux traitements de la dénutrition.
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VI.  HYPOTHESES DE TRAVAIL ET OBJECTIFS

La prévalence de la dénutrition chez les patients atteints de cancer est trés €levée, jusqu’a
70% dans les cancers digestifs ou oto-rhino-laryngés (Schneider and Correia 2020). Le
muscle est actuellement 1’organe le plus étudié dans le cadre de la dénutrition. En effet, une
des propriétés du muscle est sa plasticité et ses mécanismes d’adaptation a diverses situations
dont la dénutrition. En situation de déficit protéino-énergétique, la réponse musculaire est une
atrophie. La mesure de la composition corporelle musculaire squelettique par TDM est
devenue une méthode reconnue dans le diagnostic de la dénutrition. De nombreuses
publications ont mis en évidence I’impact négatif d’une baisse de la surface musculaire totale
sur une coupe TDM sur le pronostic des cancers notamment du carcinome hépatocellulaire.
L’impact de la composition corporelle n’a été que tres peu étudié chez les patients atteints de
cholangiocarcinomes intra-hépatiques alors qu’il s’agit du 2°™ type de tumeur hépatique
primitive le plus fréquent. Nous avons donc fait 1'hypotheése que la prévalence de la
dénutrition était élevée chez les patients atteints de cholangiocarcinome intrahépatique dont le
caractere peu symptomatique peut conduire a un diagnostic tardif.

L’objectif premier de ce travail de theése était donc de déterminer la prévalence de la
dénutrition chez les patients opérés de cholangiocarcinome intrahépatique, d’évaluer 1’impact
de la composition corporelle musculaire squelettique et adipeuse, mesurées sur une coupe
scannographique passant par L3, sur la survie globale, sur la survie sans récidive et les
complications post opératoires.

La deuxieme partie de ce travail de theése a consisté en la mise au point d’'un modele de
dénutrition préclinique chez le miniporc Yucatan ainsi que sa caractérisation phénotypique
musculaire.

Il n’existe pas a notre connaissance de modele préclinique de dénutrition de type marasmique

réellement proche de I’Homme. Il existe presque autant de modeles de dénutrition chez le
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rongeur que de publications et surtout les rongeurs sont, a la différence de I’Homme, n’ont
pas le méme comportement alimentaire, ils sont nourris ad /ibitum et n’ont pas non plus le
méme cycle nycthéméral. En D’absence de modéle animal standardisé de dénutrition
marasmique, nous avons voulu mettre au point un modele de miniporc Yucatan, animal
proche de I’Homme pour I’é¢tude de la nutrition et surtout permettant une étude de la
composition corporelle par TDM, comme cela est fait chez ’Homme. A 1’avenir, ce mode¢le
préclinique permettrait 1’étude des modifications métaboliques et comportementales, des
dysfonctions d’organes, et du dialogue inter-organes au cours de la dénutrition, ainsi que de

I’adaptation musculaire a la restriction protéino-énergétique.
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VII.  INTRODUCTION

A. Dénutrition
1. Définition

Il n’existe pas de définition consensuelle de la dénutrition. Elle est définie par I’Organisation
Mondiale de la Sant¢ comme due a « une ration alimentaire continuellement insuffisante par
rapport aux besoins énergétiques, a une malabsorption et/ou une utilisation biologique
insuffisante des nutriments consommeés ». La dénutrition protéino-énergétique a également été
définie en 2003 par ’ANAES (Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation en Sant¢)
comme « résultant d’un déséquilibre entre les apports et les besoins protéino-énergétiques de
I’organisme. Ce déséquilibre entraine des pertes tissulaires ayant des conséquences
fonctionnelles déléteres. 11 s’agit d’une perte tissulaire involontaire. L’amaigrissement se
différencie de la dénutrition par le caractére non délétere de la perte pondérale. Il peut étre
volontaire ou non » (Delarue et al. 2021). La Société Européenne de Nutrition clinique et
métabolisme (ESPEN) la définit comme «un état résultant d’un manque d’apport ou
d’absorption conduisant a une perte de la masse musculaire et de la masse cellulaire
entrainant une altération des fonctions physiques et mentale ainsi qu’une altération du
pronostic des maladies » (Cederholm et al. 2015; Cederholm et al. 2017a).

Deux formes de dénutrition sont observées : le kwashiorkor et le marasme. Le kwashiorkor,
ou forme hypoalbuminémique de dénutrition, est observé en cas de déficit protéique
important dans un contexte de syndrome inflammatoire aigu. Il s'ensuit une hypo-
albuminémie responsable de DI’apparition d’cedémes prenant le godet touchant les zones
déclives (membres inférieurs ou lombes), mais pouvant atteindre également les membres
supérieurs et la face. Les cedémes peuvent s'associer a une ascite ou un épanchement pleural,
pouvant aller jusqu'a 1'anasarque. Les autres signes cliniques du kwashiorkor associent une

apathie ou une décoloration des cheveux. On observe également un déficit immunitaire, et sur
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le plan biologique, une hypoalbuminémie et une hypotransferrinémie. Dans les formes
historiques décrites en Afrique de I'Ouest, le kwashiorkor peut se compliquer d’une
hépatomégalie secondaire a une stéatose hépatique. Dans nos hopitaux, le kwashiorkor peut
s'observer chez le patient de réanimation.

Le marasme est une forme de dénutrition secondaire a une diminution progressive des apports
protéino-énergétiques oraux permettant une adaptation métabolique. La perte de masse grasse
est prédominante et progressive. L’adaptation métabolique de 1’organisme vise a maintenir la
masse musculaire squelettique, mais qui malgré tout diminue progressivement (Emery 2005).
Le marasme s'observe par exemple au cours de l’anorexie mentale ou accompagné d’un
syndrome inflammatoire dans le cancer. Il existe un continuum entre ces deux formes de
dénutrition. Chez les patients hospitalisés, on trouve souvent des formes mixtes a type de

marasme décompensé sous forme hypoalbuminémique, pouvant s’associer a des cedemes.

2. Mécanismes physiopathologiques d’adaptation au jeline
En cas d’apports énergétiques et protéiques insuffisants, des mécanismes d’adaptation
physiologiques se mettent en place afin d’assurer un apport de glucose au cerveau et afin de
limiter la perte de masse musculaire squelettique (Emery 2005). En cas de dénutrition, le
métabolisme basal diminue avec une diminution de 1’activité métabolique des cellules. Ceci
avait été bien montré dans « I’expérience du Minnesota ». L’expérience du Minnesota est une
¢tude longitudinale conduite chez 32 hommes jeunes volontaires qui ont subi 24 semaines de
semi-jetine, puis 20 semaines de renutrition (Keys A, Henschel A, Mickelsen O, Taylor HL.
The Biology of Human Starvation.1-2 Minneapolis, MN: University of Minnesota Press;
1950.). 11 a été observé dans cette expérience une diminution de 15% de I’activité métabolique

des tissus (en kcal/jour/unité de masse tissulaire active) (Emery 2005).
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L’¢tude CALERIE (Comprehensive Assessment of the Long-term Effects of Reducing
Energy Intake) est une étude prospective randomisée innovante publi¢e en 2011. Elle a inclus
220 patients avec un ratio de 2:1 soumis soit a une restriction calorique de 25% pendant 2 ans,
soit & aucune restriction calorique. Elle comporte 2 parties. CALERIE 1 est une étude
ancillaire étudiant les effets d’un an de restriction calorique chez 51 patients sur la fonction
mitochondriale musculaire (Sparks et al. 2017). Celle-ci n’a pas mis en évidence d’effet sur la
fonction mitochondriale. L’¢tude CALERIE 2 a inclus tous les patients. Cette étude a mis en
¢vidence une perte de poids de 9,9% a 6 mois, 11,5% a 12 mois et 10,4% a 24 mois. La perte
de poids survenait dans les 60 semaines apres le début de la restriction calorique, puis le poids
restait stable signant l'adaptation métabolique. La perte de poids était principalement une
perte de masse grasse (5,4kg) associ¢ a une plus faible perte de masse musculaire 2 kg
(Dorling et al. 2020). Une réduction de la densité osseuse était également observée a 12 mois,
puis celle-ci était stabilisée (Dorling et al. 2020).

L’adaptation du corps au jetine passe par plusieurs phases en fonction de la durée de celui-ci.
Le corps possede des réserves en lipides et en glucides pour faire face au jeline. Alors que les
glucides représentent un substrat indispensable pour le cerveau, le stockage des lipides est
bien plus important dans I’organisme que celui des glucides (Quillot D 2016). Les lipides sont
stockés dans le tissu adipeux, alors que les glucides sont stockés dans le foie et le muscle sous
forme de glycogeéne. Le muscle est quant a lui un lieu de réserve des acides aminés, mais sans
que I’on ne puisse parler de stockage comme pour les graisses dans le tissu adipeux. La
dégradation des lipides permettra d’obtenir 9 kcal/g, alors que celle des glucides ne permettra
d’obtenir que 4 kcal/g.

En cas de jeline, trois principales voies métaboliques permettent 1’adaptation métabolique et

la survie de I’organisme : la lipolyse, la glycogénolyse et la néoglucogenese.
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a) Lipolyse et oxydation des acides gras

En cas de restriction calorique ou de jeline, les acides gras des triglycérides situés dans le tissu
adipeux sont mobilisés. Les triglycérides sont hydrolysés dans le tissu adipeux pour donner 3
acides gras et 1 molécule de glycérol. Trois enzymes vont intervenir : la triglycéride lipase
adipocytaire, la lipase hormonosensible et la monoglycéride lipase. Au cours du jetne, la
triglycéride lipase adipocytaire va augmenter permettant de libérer plus d’acides gras.

L’oxydation des acides gras va permettre la production d’acétyl CoA et d’équivalents réduits
NADH et FADH2 qui pourront rentrer dans le cycle de Krebs. L’oxydation des acides gras est
différente dans le foie et dans le muscle. L oxydation des acides gras dans le foie va permettre
la syntheése de corps cétoniques : acéto-acétate et B-hydroxybutirate. Les corps cétoniques
peuvent étre utilis€és par le muscle et par le cerveau comme source d'énergie. L’oxydation
hépatique des acides gras va aussi permettre de fournir de I’ATP pour la néoglucogenese.
L’oxydation des acides gras dans le muscle ne va pas conduire a la production de corps
cétoniques, mais va permettre la diminution de 1’utilisation du glucose par le muscle (Quillot

D 2016)

3. La glycogénolyse et la néoglucogenese
Au bout de 48h de jetine, le contenu en glycogene hépatique chute de 75% (Eriksson et al.
2017). La glycogénolyse n’aura lieu que dans les quelques heures suivant le début du jetine,
ensuite la néoglucogenese sera nécessaire avec comme principal objectif de fournir du
glucose au cerveau. Les principaux substrats utilisés sont I’alanine (60%), I’acide lactique
(30%) et le glycérol (10%). Le glycérol provient notamment de la lipolyse. Le cycle alanine-
glucose permettra la production de glucose. Le cycle glucose/lactate permettra surtout

d’épargner la néoglucogenese d’origine protidique, donc de limiter la protéolyse musculaire.
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Le roéle du muscle en situation de jetine ou de dénutrition sera précisé plus loin. Avant cela,

nous nous intéresserons nous aux modalités de diagnostic de la dénutrition.

B. Criteres diagnostiques de dénutrition

En 2018, sous 1’égide du Global Leadership Initiative on Malnutrition (GLIM), de nouveaux
critéres diagnostiques de dénutrition ont été publiés (Cederholm et al. 2019). Le diagnostic de
dénutrition repose sur 1’association entre un critére phénotypique parmila perte de poids
involontaire, I’indice de masse corporelle (IMC) bas ou une réduction de la masse musculaire,
et un critere étiologique parmi la réduction des apports ou de leur absorption ou une maladie
aigué ou chronique et/ou inflammatoire. La sévérité de la dénutrition est déterminée par les
critéres phénotypiques (Cederholm et al. 2019).

Les criteres phénotypiques sont les suivants (Cederholm et al. 2019) :

- Perte de poids > 5% dans les 6 derniers mois ou > 10% au-dela de 6 mois ;

- IMC <20 kg/m”si I’age est inférieur a 70 ans ou IMC < 22 kg/m” si I’4ge est supérieur
a 70 ans (pour 1’Asie : IMC <18,5 kg/m” si I’age est inférieur a 70 ans ou IMC < 20
kg/m” si ’age est supérieur & 70 ans) ;

- Réduction de la masse musculaire évaluée par absorptiométrie biphotonique aux
rayons X ou Dual-Energy X-ray absorptiometry (DEXA), bioimpédancemétrie ou
Bioimpedance analysis (BIA), Scannographie (mesure de la surface musculaire totale

3éme

sur une coupe axiale passant par la vertebre lombaire) ou Imagerie par résonnance

magnétique (mesure de la surface musculaire totale sur une coupe axiale passant par la
3°™ vertébre lombaire) ou mesures anthropométriques cliniques (ex : circonférence
brachiale, circonférence du mollet) ou réduction de la force musculaire (ex : mesure de

la force de préhension (serrement, ou ‘handgrip’) a 1’aide d’un dynamomeétre a main).

Les criteres étiologiques sont les suivants :
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- Baisse des ingesta de plus de 50% pendant plus d’une semaine, ou toute baisse des
ingesta supérieure a 2 semaines, ou toute atteinte digestive altérant la prise alimentaire
(par exemple, dysphagie, dysgueusie, nausées, vomissements, diarrhée, douleur
abdominale, syndrome de gréle court, sténose digestive, gastroparésie, chirurgie
bariatrique, insuffisance pancréatique, occlusion, pseudo-obstruction intestinale
chronique) ;

- Inflammation aigué (par exemple : brilures, choc septique, polytraumatisme) ou
chronique (par exemple : cancer, maladie inflammatoire chronique de [I’intestin,

cirrhose).

Ces recommandations distinguent ensuite deux grades de sévérité de la dénutrition qui sont

détaillés dans le tableau 1 (Cederholm et al. 2019):
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Tableau 1 - Critéres phénotypiques permettant d’évaluer la sévérité de la dénutrition

(Cederholm et al. 2019)

Criteres Phénotypiques

dénutrition sévere

derniers mois

>20% au-dela de 6
mois

age > 70 ans

< 20kg/m” si age
> 70 ans

Perte de poids IMC Réduction masse
musculaire
Grade 1 5%-10% en moins de | < 20 kg/m” si Moyenne a
6 mois age > 70 ans
dénutrition modérée
10%-20% au-dela de | <22 kg/m” si
modérée 6 mois age > 70 ans
Grade 2 >10% dans les 6 < 18.5 kg/m” si Sévere

En 2019, la Haute Autorit¢ en Sant¢ (HAS) a émis des recommandations frangaises de
diagnostic de la dénutrition pour les adultes de moins de 70 ans proches de celles du GLIM
(Delarue et al. 2021) et associant également un critere de diagnostic phénotypique et un
critére de diagnostic étiologique.
Les criteres phénotypiques sont un peu différents :

- Perte de poids > 5% en 1 mois ou > 10% en 6 mois ou > 10% par rapport au poids

- IMC < 18,5 kg/m’

- Réduction de la masse ou de la fonction musculaire.
Les seuils permettant d’établir ce dernier critére phénotypique ont été publiés dans ces
recommandations (Delarue et al. 2021)(Tableau 2). Il est important de noter que I’indice de
masse musculaire mesuré¢ par scanner ou IRM fait maintenant partie des méthodes

diagnostiques de la dénutrition.
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Tableau 2 - Seuils permettant de diagnostiquer une réduction de la masse ou de la
fonction musculaires dans le cadre des recommandations de diagnostic de la dénutrition

chez I’adulte de moins de 70 ans proposées par ’HAS (Delarue et al. 2021).

M¢éthodes Homme Femme
Force de préhension (kg) <26 <16
Vitesse de marche (m/s) <0,8 <0,8
Index de surface musculaire totale sur une coupe en L3 52,4 38,5
(TDM ou IRM) (cm*/m?)
Impédancemétrie : index de masse musculaire (kg/m?) 7,0 5,7
Impédancemétrie : index de masse non grasse (kg/m”) <17 <15
Masse musculaire appendiculaire (DEXA) 7.23 5.67

Par rapport au GLIM, la HAS a aussi modifié¢ la définition des grades de sévérité de la
dénutrition. Les critéres de dénutrition modérée selon ’HAS sont :

- IMC entre 17 et 18,5 kg/m’;

- Perte de poids > 5% en 1 mois ou > 10% en 6 mois ou > 10% par rapport au poids habituel
avant la maladie ;

- albuminémie comprise entre 30 g/l et 35 g/l (mesure par immunonéphélémétrie ou
immunoturbidimétrie).

Les criteres de dénutrition sévere selon I’HAS sont :

-IMC < 17 kg/m*;

- Perte de poids > 10% en 1 mois ou > 15% en 6 mois ou > 15% par rapport au poids habituel
avant la maladie ;

- albuminémie comprise < 30g/l (mesure par immunonéphélémétrie ou immunoturbidimétrie).
Il est intéressant de noter que les normes d’IMC ne sont pas exactement les mémes entre les

recommandations du GLIM et celles de ’HAS. De méme, alors que le dosage de 1’albumine

29



apparait comme un critere de gravité selon I’HAS, celui-ci n’apparait dans les
recommandations du GLIM que comme un critére étiologique permettant d'identifier
l'inflammation.

Une des caractéristiques de la dénutrition est une modification du phénotype musculaire a
type d’atrophie et de perte de la fonction musculaire appelée sarcopénie (Cruz-Jentoft et al.

2010). Nous nous sommes donc focalisés sur le muscle.

C. Le muscle

1. Structure du muscle strié squelettique
Le muscle est composé de cellules musculaires appelées fibres musculaires. Ces cellules sont
les 2™ plus grandes du corps humain aprés les cellules neuronales. Le diamétre des fibres
musculaires varie entre 10 et 100 pm. Elles peuvent mesurer jusqu’a 15 cm dans les muscles
les plus longs. Chaque fibre musculaire a plusieurs noyaux qui sont situés sous la membrane
cellulaire appelée sarcolemme. Chaque fibre musculaire contient: le sarcoplasme
(cytoplasme), des mitochondries, de la myoglobine et des myofibrilles. Chaque myofibrille
est divisée en compartiments appelés sarcomere. Ces compartiments mesurent 2 pm et sont
séparés par les disques Z. A l’intérieur de ceux-ci, on trouve 2 types de myofilaments
contractiles : les myofilaments épais sont la myosine et les myofilaments minces : 1’actine.
Les filaments d’actine sont traversés en leur milieu par la ligne Z. A proximité de la ligne Z se
trouve la bande I qui est constituée exclusivement de filaments d’actine. La bande A
correspond a une zone de chevauchement entre les filaments d’actine et de myosine. La zone
H contient exclusivement des filaments de myosine. Ceux-ci s’€paississent au centre du

sarcomere pour déterminer la ligne M (Figure 1).
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Myofibrille

Zonc H H
Myoﬁlamem fin: actine

Myofilament épais
myosine

Bande A Bande I

Troponine Tropomyosine

Figure 1 - Composition d’une fibre musculaire (d’apres Frontera and Ochala 2015 et d’aprés

Raven, PB et al. 2013, et original de Sherwood L 2010)

2. Les différents types de fibres musculaires

Chaque muscle est composé de différents types de fibres musculaires. Il existe trois
principaux types de fibres musculaires ayant chacune des propriétés métaboliques et
contractiles propres: lentes et oxydatives, rapides glycolytiques et rapides oxydo-
glycolytiques (Galpin et al. 2012; Schiaffino et al. 2013). Leur type est déterminé en fonction
de leur composition en différentes isoformes de chaines lourdes de myosine (MHC) dont il
existe 3 types : I, IIA et IIX. Chaque muscle peut contenir soit une isoforme de MHC soit
plusieurs. Il existe chez I’ Homme cinq combinaisons principales de fibres musculaires : I,
I/TIA, TIA, TA/IIX, IX (Galpin et al. 2012).

Les fibres de type I sont des fibres lentes et oxydatives. Elles sont aussi appelées « fibres
rouges ». Elles sont treés vascularisées et riches en myoglobine. Elles contiennent un nombre
¢levé de myofibrilles, de nombreuses mitochondries mais peu de glycogene. Elles produisent

leur ATP par une phosphorylation oxydative. Elles contiennent principalement des isoformes
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de myosine de type I (MHC-I). Ce type de fibre musculaire est utilisé principalement pour des
efforts peu intenses et prolongés de type maintien de posture.

Les fibres de type IIB ou IIX sont rapides et glycolytiques. Elles contiennent peu de
mitochondries mais beaucoup de glycogene. Elles sont peu vascularisées contrairement aux
fibres de types 1. Elles ont un métabolisme glycolytique. Ce type de fibres musculaires est
adapté aux efforts intenses et rapides.

Les fibres de type IIA contiennent un nombre moins élevé de myofibrilles que les fibres de
type 1IB. Elles ont un fonctionnement mixte oxydo-glycolytique permettant une meilleure
résistance a la fatigue que les fibres de type IIB.

Les différentes caractéristiques des types de fibres ont été résumées dans le tableau 3.

Tableau 3 - Les différentes caractéristiques des fibres musculaires chez I’homme (d’apres

Traité de Nutrition Clinique, chapitre muscle, Charles Couet, Didier Attaix (Quillot D 2016)).

Propriétés Fibres | Fibres ITIA Fibres 1IB
Diametre des fibres - + ++
Vitesse de contraction - ++ +++
Fatigabilité ++ + -
Force - ++ ot
Capacité oxydative ++ ++ -
Capacité glycolytique - ++ ++
Myoglobine ++ ++ _
Mitochondries ++ ++ -
Vascularisation ++ + -
Source principale d’énergie | Triglycérides | Phosphocréatine | Phosphocréatine
Glycogene Glycogene
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Le muscle est doté¢ d’un pouvoir de plasticité¢ important en fonction des différentes conditions
dans lesquelles il se trouve et donc son phénotype musculaire peut changer en fonction des

différents types de MHC exprimés.

3. Les substrats énergétiques du muscle
Dans le muscle au repos, les lipides contribuent pour 50 a 80% et les glucides pour 20 a 50%
au métabolisme oxydatif. L’ATP est la seule source d’énergie immédiatement utilisable pour
la contraction musculaire. L’obtention d’ATP peut se faire soit par le métabolisme oxydatif

soit par le métabolisme glycolytique.

a) Le métabolisme lipidique

Les triglycérides sont transportés dans le sang par les lipoprotéines. Les chylomicrons et les
VLDL (very low density protein) sont des lipoprotéines riches en triglycérides. La LPL
(lipoprotéine lipase) se trouvant au niveau du muscle stri¢ squelettique permet d’hydrolyser
les chylomicrons ainsi que les VLDL entrainant la libération d’acides gras (AG). L’ hydrolyse
des triglycérides nécessite I’intervention de trois enzymes : 1’adipose triglycéride lipase
(ATGL), la lipase hormonosensible (HSL), et la monoglycéride lipase (MGL).

La LPL est I’étape limitante de I’hydrolyse des triglycérides et du captage des AG issus de
celle-ci. Des AG provenant du tissu adipeux peuvent également Etre transportés par
I’albumine jusqu’au muscle squelettique. Les acides gras sont ensuite pris en charge par les
FABPpm (protéines de liaison aux acides gras) présentes au niveau de la membrane externe
de la cellule musculaire. L’entrée des acides gras dans la cellule musculaire est ensuite
permise par les transporteurs membranaires CD36 et FATP1 et FATP4. Les acides gras

peuvent directement étre utilisés par la cellule pour produire de 1’énergie ou bien étre stockés
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sous forme de triglycérides eux-mémes stockés sous forme de gouttelettes lipidiques a
proximité des mitochondries. Le processus de lipolyse permet ensuite de transformer les
acides gras ou triglycérides en Acyl-CoA via 1I’Acyl-CoA synthétase. L’Acyl-CoA se lie
ensuite a la carnitine sous 1’effet des carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1) et carnitine
palmitoyltransferase 2 (CPT2). Cette liaison est nécessaire pour que l'acyl-CoA franchisse les
membranes mitochondriales et soit transporté au sein de la matrice. L’ Acyl-CoA pourra entrer
dans le cycle de la B-Oxydation, aboutissant a la production d’Acétyl-CoA. Les Acétyl-CoA
entrent ensuite dans le cycle de Krebs, ce qui aboutit a la production de composés NADH et
FADH2 permettant le transport des ions H™ jusqu’a la chaine respiratoire, pour permettre la

production d’ATP (Fritzen et al. 2020).

b) Le métabolisme glucidique
Le glucose transporter (GLUT) 4 représente 90% de la totalit¢ des transporteurs
membranaires de glucose au sein de la cellule musculaire. La distribution de GLUT 4 est
variable en fonction du type de fibres musculaires. Les fibres musculaires de type 1
(oxydatives) expriment 4 fois plus GLUT 4 que les fibres musculaires de type 2
(glycolytiques) (Goodyear et al. 1991). L’insuline produite en réponse a une hyperglycémie
va se fixer sur son récepteur ce qui va permettre la translocation de GLUT4 vers la membrane
cellulaire. Une fois dans le cytoplasme, le glucose est transformé en glucose-6-phosphate sous
I’action de I’hexokinase. Ce dernier est ensuite soit stocké sous forme de glycogene
constituant ainsi une réserve d’énergie pour les cellules musculaires, soit directement oxydé,
transformé en pyruvate via la glycolyse. En fonction des besoins énergétiques cellulaires, soit
le pyruvate sera transformé en acide lactique, lui-méme se dissociant en ions H+ et en lactate
sous I’action de la LDH, soit il rejoindra la matrice mitochondriale via le MPC (mitochondrial

pyruvate carrier) et intégrera la voie oxydative. Son passage dans le complexe pyruvate
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déshydrogénase (PDC) aboutira a la production d’Acétyl-CoA qui lui-méme pourra entrer

dans le cycle de Krebs (Fritzen et al. 2020) .

4, Les mécanismes de régulation de la masse musculaire
Le muscle représente 40 % a 50% du poids corporel d’un individu (Biolo et al. 2014). C’est le
plus grand réservoir de protéines de 1’organisme humain. Il a un role important dans de
nombreuses fonctions comme le métabolisme des acides aminés, I’homéostasie énergétique,
la régulation de la température et la sensibilité a I’insuline. Le muscle est défini comme un
organe endocrine. Il permet ¢galement le stockage des glucides et des lipides. En cas de jetine,
il va permettre la libération d’acides aminés. Il présente une grande plasticité, lui permettant
de s’hypertrophier ou de s’atrophier en fonction de diverses situations (Schiaffino et al. 2013).
Il est capable de s’hypertrophier en cas d’activité importante. Il s’atrophie en situation de
dénutrition, d’immobilisation prolongée ou de dénervation. En cas de dénutrition, de
pathologie inflammatoire de type cancer, ou d’insuffisance chronique d’organe, il est observé
une diminution de la masse musculaire squelettique, ainsi qu'une diminution de la section
transversale des fibres musculaires (Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa, et al. 2021).
L’adaptation du métabolisme musculaire est possible grace a la présence de protéines telle
que ’AMP activate protein Kinase (AMPK), mammalian Target of Rapamycin (mTOR) ou
Sirtuinl (SIRT1). La réponse métabolique du muscle squelettique a la modification de son
environnement (dénutrition, hypoxie, exercice physique) va se produire a 1’aide de facteurs
hormonaux qui vont induire des modifications des facteurs de transcription comme SIRT1.
AMPK et SIRT1 sont des senseurs énergétiques au sein du muscle. En cas de dénutrition,
donc de déficit énergétique, AMPK va étre activée par 1’augmentation du ratio Adénosine
Mono Phosphate (AMP)/ATP et I’activation d’AMPK va activer SIRT 1 par ’augmentation

de Nicotinamide Adénine Dinucléotide oxydé (NAD+) (Fulco and Sartorelli 2008; Cant6 et
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al. 2009; Cant¢ et al. 2010). L augmentation de ’AMPK va conduire au déclenchement des
mécanismes permettant une augmentation du taux d’ATP : oxydation des lipides, oxydation
des glucides, activation de 1’autophagie et du complexe ubiquitine-protéasome (Y oshida and
Delafontaine 2020). AMPK a deux cibles : mTOR et Forkhead box O(FoxO). Elle va agir a la
fois sur la voie Akt (Protéine Kinase B) /mTor par activation de mTORCI1, mais aussi sur
FoxO par I’activation de FoxO 1 et FoxO 3 (Figure 2). Ceci sera détaillé plus bas (paragraphe
a), page 31). SIRT 1 est une déacétylase. En cas de dénutrition, il a ét¢ mis en évidence une
augmentation de I’expression de SIRT1 au sein du muscle. L’augmentation de 1’activité de
SIRT1 va permettre une augmentation des capacités oxydatives du muscle. Lorsqu’au
contraire la présence d’insuline ou d’IGF1 augmente, la voie proanabolique Akt/mTOR est

activée.

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans I’atrophie musculaire :
() La réduction de la synthése protéique par I’intermédiaire de la voie PI3K
(Phosphoinositide 3-kinase)/Akt/mTOR
( L’augmentation de la protéolyse musculaire par I’intermédiaire du systéme
ubiquitine/protéasome, de ’autophagie, du systéme calpaine/caspases et de

I’apoptose.

a) La synthése protéique : la voie PI3K/Akt/mTOR
La voie PI3K/Akt/mTOR joue un rdle clé dans la synthése protéique. Elle régule la traduction
des protéines, I’élongation de la traduction des protéines et la biogénese ribosomale. En
contexte d’atrophie musculaire, celle-ci se trouve inhibée.
Sous l'action de I’insuline, le facteur de croissance IGF-1 active I’enzyme Phospho-inositide

3-kinase (PI3K). La fixation de I’'IGF-1 sur son récepteur IGF-1R va entrainer la
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phosphorylation de 1’Insulin Receptor Substrate 1 (IRS-1) (Figure 2). Ceci va ensuite activer
PI3K par phosphorylation, puis celui-ci va alors activer la serine/thréonine AKT (Yoshida and
Delafontaine 2020). Cette dernicre va inhiber 1’action du complexe Tuberous Sclerosis
complex (TSC)1/TSC2 en phosphorylant TSC2 sur ses résidus Ser’ et Thr'***. L’activité
GAP (Guanosine triphosphate Activating Protein) de ce complexe va ensuite inhiber I’activité
de la protéine G Rheb (Ras homolog enriched in brain). Il va en découler une augmentation
de la forme Rheb-GTP, ce qui va permettre ’activation de mTORCI1. mTORCI1 est un
complexe protéique avec raptor. mTORCI1 va alors phosphoryler S6K1 et 4EBP1 qui vont
déclencher la syntheése protéique en activant la protéine 6S ribosomal et en libérant le facteur
de transcription elF-4E (Yoon 2017a). Akt joue un role majeur dans la synthése protéique. Il
permet 1’activation de mTOR en favorisant sa phosphorylation, mais il peut également
favoriser la synthése protéique sans passer par 1’activation de mTOR, mais en phosphorylant
directement le facteur Glycogen Synthese Kinase 3(GSK3). L’action de celui-ci va étre
inhibée et cela va permettre 1’initiation de la traduction via le facteur Eukaryotic Initiation
factor 2 (EIF2) (Welsh et al. 1998).

En cas de déficit énergétique, il y a une augmentation de ’AMPK. L’AMPK va alors
phosphoryler TSC2 sur ses résidus Thr'?? et Ser'** ainsi que raptor (protéine de régulation
associée a mTOR), ce qui aboutit & une inhibition de mTORCI1, donc une inhibition de la
synthese protéique. L’AMPK peut également directement inhiber mMTORCI1 en phosphorylant
son résidu Ser”®. L’inhibition de mTORCI va entrainer 1’activation de ULK1. ULKI va
ensuite phosphoryler ATG13 et FIP2000, ce qui va activer ’autophagie (Hosokawa et al.
2009; Jung et al. 2009; Lee et al. 2010; Kim et al. 2011; Viollet and Foretz 2011; Sartori et al.

2021).
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Cependant, méme si mTORCI joue un roéle crucial dans 1’homéostasie musculaire et
I’autophagie, plusieurs études suggerent que I’autophagie peut également étre déclenchée

indépendamment de I’inhibition de mTORC]1(Sartori et al. 2021) .

b) La protéolyse musculaire
La protéolyse musculaire peut étre réalisée par trois différents systémes : le systeme

ubiquitine-protéasome, 1’autophagie et les calpaines (Figure 2).
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Figure 2 - Les principaux systémes protéolytiques impliqués dans 1’atrophie musculaire

Le systeme ubiquitine/protéasome



Il fonctionne en deux temps : il marque d’abord les protéines myofibrillaires avec une queue
polyubiquitine, puis ces protéines marquées seront détruites par le protéasome 268S.
L’ubiquitine est une petite protéine contenant 76 acides aminés, elle est trés conservée.

Le protéasome 26S assure la reconnaissance et la destruction des protéines
polyubiquitinylées ; il est formé par un complexe protéolytique de 2000 kDa (Coux and
Piechaczyk 2000).

L’ubiquitinylation se fait en trois temps (Kleiger and Mayor 2014) :

- L’enzyme EIl est une enzyme d’activation appelée Ubiquitin activating enzym ou E1.
Elle forme une liaison thioesther avec 1’ubiquitine (Kleiger and Mayor 2014; Hann et
al. 2019) ;

- La famille d’enzyme E2, appelée Ubiquitin-conjugating enzymes (UBC) va recevoir
I’ubiquinine par une autre liaison thioesther. Certaines enzymes E2 peuvent
directement transférer 1’ubiquitine sur les protéines myofibrillaires cibles. Cependant,
la plupart du temps une 3°™ enzyme est nécessaire ;

- L’enzyme E3 ou Ubiquitine ligase permet la reconnaissance des protéines a marquer
et leur ubiquitinylation.

- Un complexe enzymatique E4 a ét¢ mis en évidence et sert a allonger les queues
d’ubiquinine de certains substrats (Coux and Piechaczyk 2000).

Dans le muscle, ont ét¢ identifiées les Ubiquitine ligases E3 Muscle RING finger 1 (Murf1) et
Muscle atrophy F-box (MAFbx)/atroginl. Une augmentation de Murfl et de MAFbx a été
bien mise en ¢évidence dans plusieurs situations différentes conduisant a 1’atrophie
musculaire : dénervation, immobilisation, cachexie induite par [’interleukine-1, atrophie
musculaire induite par la dexamethasone (Bodine et al. 2001).

La diminution de I’activité¢ PI3K/AKT va activer les facteurs de transcription Forkhead box O

(FoxO). 1l existe 3 facteurs de transcription FoxO chez les mammiféres : FoxO1, FoxO3 et
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FoxO4 (Sandri et al. 2004). La phosphorylation d’AKT va entrainer le transfert de tous les
facteurs de transcription FoxO du noyau vers le cytoplasme de la cellule musculaire (Brunet
et al. 1999). L’augmentation des facteurs de transcription FoxO va entrainer une
augmentation de I’expression de 1’atrogin 1 et de Murfl. Ces trois facteurs de transcription
FoxO sont les régulateurs de 1’expression de 1’atrogin-1 (Milan et al. 2015). FoxO régule les
deux principaux systémes conduisant a [’atrophie musculaire : le systéme ubiquitine

protéasome mais aussi I’autophagie (Masiero et al. 2009).

(2) Le systeme autophagie/lysosome

Il s’agit d’un systéme complémentaire au systéme ubiquitine/protéasome. Les lysosomes sont
des petites vésicules renfermant des hydrolases acides permettant la dégradation des protéines
et des organites. L’autophagie est le seul processus capable de dégrader les substrats de
grande taille et d’¢liminer les substances endommagées de type mitochondries ou organelles
(Glick et al. 2010). Le processus d’autophagie comporte trois systemes distincts : la macro-
autophagie, la micro-autophagie et I’autophagie médiée par des molécules chaperonnes
(Bonaldo and Sandri 2013). La macrophagie commence par la création d’'une membrane
appelée phagopore qui va emporter les protéines et organelles a dégrader (Glick et al. 2010),
puis une double membrane appelée autophagosome va se créer. Cet autophagosome va
fusionner avec un lysosome et le contenu va ainsi €tre dégradé par les protéines lysosomales
(Glick et al. 2010). Dans la micro-autophagie, les vacuoles vont se constituer directement a
partir du lysosome pour emporter les différents organelles a détruire (Oku and Sakai 2018).

Lors de ’autophagie médiée par les molécules chaperonnes, les protéines a dégrader portent
une séquence spécifique de 5 acides aminés : KFERQ. Elles vont étre prises en charge par un
complexe formé par la protéine chaperonne de 71 kDa Heat Shock protein (HSC70), et ses

co-chaperonne (hip, hop, hsp40, hsp 90 et bag 1). Elles vont ensuite étre dirigées jusqu’au
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lysosome ou le récepteur Lysosom-associated membrane protein type 2A (LAMP-2A) va les
reconnaitre et permettre leur translocation a l’intérieur de celui-ci (Kaushik and Cuervo
2018). Si la présence de la protéine HSC70 est indispensable, le facteur limitant de
I’autophagie médiée par les molécules chaperonnes est la présence du récepteur membranaire
LAMP-2A. Celui-ci peut étre synthétisé de novo en cas de jeline, d’hypoxie, de stress modéré
ou d’atteinte de I’ADN (Kaushik and Cuervo 2018).

Les rdles de la micro-autophagie et de I’autophagie médiée par des molécules chaperonnes

dans I’atrophie musculaire est mal connu (Bonaldo and Sandri 2013).

(3) Les calpaines

Les calpaines sont des cystéines protéases dépendantes du calcium intracellulaire. Elles
appartiennent a la super famille des papaines. Il existe 3 types de calpaines dans le muscle : la
calpaine 1 (ou p calpaine), la calpaine 2 (ou m calpaine) et la calpaine 3 (Wilburn et al.
2021). Les calpaines 1 et 2 sont ubiquitaires, alors que la calpaine 3 est spécifique du muscle.
Les calpaines 1 et 2 sont formées par une grosse sous-unité catalytique similaire mais
distincte de 80 kDa (CAPNI et CAPN2). Pour étre activées, la calpaine 1 et la calpaine 2
doivent former un hétérodimére avec une petite sous-unité commune dite régulatrice
(CAPNSI) de 30 kDa (Ono and Sorimachi 2012; Wilburn et al. 2021).

La calpaine 3 est une cystéine protéase non lysosomale de 94 kDa et est dépendante du
calcium. II s’agit d’un homodimere composé de deux sous-unités CAPN3. CAPN3 interagit
avec le complexe connectine/titine entre les lignes M et Z du muscle.

Les calpaines sont activées allostériquement par une augmentation de la concentration en
calcium a l’intérieur du cytosol de la myofibrille. Cette augmentation du calcium peut étre

liée a une atteinte du tubule t ou du réticulum endoplasmique (Wilburn et al. 2021). Elles
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peuvent dégrader des protéines kinases A et C et des phosphatases, mais aussi des protéines

comme |’actine et la myosine (Goll et al. 2008; Wilburn et al. 2021).

(4) L’apoptose
L’apoptose (mort cellulaire) est aussi impliquée dans I’atrophie musculaire. Il a ét¢ mis en
évidence que dans certaines conditions comme I’atteinte de la moelle épiniere, la suspension
d’un membre, la dénervation d’un muscle ou I’insuffisance cardiaque chronique il existait
une augmentation de 1’apoptose dans les muscles concernés (Dupont-Versteegden 2006).
Dans le cas de la dénutrition, le role de I’apoptose dans le muscle n’a pas été décrit.
Il existe deux voies susceptibles d’activer I’apoptose : la voie intrinséque qui met en jeu la
mitochondrie, et la voie extrinseque.
La voie intrinséque peut €tre caspase dépendante ou caspase indépendante. Dans la voie
caspase indépendante, 1’apoptose peut étre activée directement par le facteur pro-apoptotique
AIF (Apoptotic Inducing Factor) et par I’endonucléase G.
Les caspases sont les enzymes protéolytiques impliquées dans 1’apoptose. On distingue les
caspases qui initient 1’apoptose : il s’agit des caspases 8, 9 et 12 et les caspases qui vont
réaliser I’apoptose : il s’agit des caspases 3, 6 et 7 (Dupont-Versteegden 2006; Wilburn et al.
2021). Deux protéines sont impliquées dans 1’apoptose : B-cell lymphoma (Bcl)-2 et Bcl-2-
associated X (Bax) et c’est le ratio entre ces 2 protéines qui va déclencher 1’activation des
caspases. Bcl-2 est une protéine anti-apoptotique, alors que Bax est une protéine pro-
apoptotique (Singh et al. 2019). Une augmentation du taux intracellulaire de calcium va
activer Bax. Celui-ci va alors augmenter la perméabilité de la membrane mitochondriale et va
permettre le déclenchement de 1’apoptose via la libération du cytochrome c (Garrido et al.
2006; Wilburn et al. 2021). Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome c se lie a APAF-1

(Apoptosis Protease Activating Factor-1) et la pro-caspase 9, formant ainsi un complexe
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nommeé apoptosome. Celui-ci va induire 1’activation de la caspase-9 dans le complexe. Elle va
activer la caspase-3 et conduire a la destruction des protéines.

La voie extrinseque va étre déclenchée par un ligand qui va se lier aux récepteurs de mort
cellulaire. Ces récepteurs appartiennent a la superfamille des TNFR (tumor necrosis factor
receptor). Ces récepteurs ont en commun une région conservée de 80 acides aminés
permettant la transmission du signal de mort. Cette portion est intracellulaire. Parmi les
ligands de ces récepteurs, on peut citer Tumor Necrosis Factor-a (TNFa), Fatty acid synthase
(FAS) ou tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand (TRAIL). Ces ligands vont
former avec leur récepteur un complexe qui va activer des facteurs tels que la caspase 8 via
FAS-associated death domain (FADD) qui est une molécule adaptatrice. Ceci va former un
complexe de mort appelé Death-inducing signaling complex (DISC) (Elmore 2007). La
caspase 8 active les capases-3 et 7 conduisant ainsi a la dégradation de la cellule.

Alors qu’il était initialement imaginé qu’au cours de ’atrophie (liée a I’immobilisation, la
dénutrition etc.) que ’apoptose concernait les noyaux des cellules musculaires, il a été
finalement admis qu’elle concernait les cellules autour des cellules musculaires (cellules

endothéliales, cellules satellites) (Schwartz 2019).

5. Les facteurs de régulation de la masse musculaire

L’IGF-1 est un acteur clé de la régulation de la masse musculaire (Figure 3). Il est impliqué a
la fois dans la synthése protéique mais aussi dans les voies protéolytiques. IGF-1 controle la
synthese protéique a deux niveaux : via I’activation de mTORC1 (comme vu plus haut) avec
en aval D’activation de la protéine ribosomale S6 et I’activation de eIF4E, mais aussi via
I’inhibition de GSK38 permettant 1’activation de la B caténine et de elF2B. En effet, il a été

mis en évidence chez des rats traités a la dexaméthasone que 1’ajout d’IGF-1 va augmenter le
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taux de B caténine en inhibant GSK3B et prévenir ’amyotrophie (Schakman et al. 2008;

Yoshida and Delafontaine 2020).

La myostatine est une protéine de la famille Transforming Growth Factor B (TGF 8). Elle
joue un role majeur dans I’inhibition de la croissance musculaire et de la différenciation
cellulaire (Yoon 2017a). En effet, il a été mis en évidence dans de nombreuses études qu’en
cas de manipulation génétique conduisant soit a des animaux knock-out pour la myostatine,
soit rendant inactif son récepteur ActRIIB, les animaux présentaient une hypertrophie
musculaire (McPherron and Lee 1997; Schuelke et al. 2004; Clop et al. 2006; Mosher et al.
2007). La myostatine va permettre 1’activation du complexe ubiquitine-proteasome. La
fixation de la myostatine sur son récepteur II Activin Receptor 1IB (ActRIIB) entraine une
activation des récepteurs Activin Type I Receptor (ALK) 4 et 5. Ceci va entrainer 1’activation
par phosphorylation des facteurs de transcription Smad2 et Smad 3. Smad 2 et Smad 3 vont
former un complexe avec Smad 4 et activer le complexe ubiquitine-protéasome.

De plus, la fixation de la myostatine diminue la présente d’ Akt phosphorylée, ce qui va étre
induire une activation de la voie ubiquitine/proteasome et de la syntheése de Murfl et Matbox
(Lokireddy et al. 2011; Yoon 2017a). Cette régulation de la voie mTOR par la myostatine a
bien été mise en évidence par Amirouche et al. (2009). L’augmentation de la myostatine a
entrainé une diminution a la fois d’ Akt mais aussi de P70S6K1, S6 et 4EBP1 (Amirouche et
al. 2009; Yoon 2017a). Cela a donc comme conséquence de réduire la synthése protéique
musculaire.

La myostatine régule donc la synthése protéique par deux mécanisme : par I’intermédiaire de
la voie Akt/mTORC1/ P70S6K1/S6 mais par une voie mTOR indépendante dont les acteurs
ne sont pas connus (Yoon 2017a). Ceci a été mis en évidence par (Welle et al. 2009). Dans

cette étude, I’administration de Rapamycin (un inhibiteur de la voie mTOR) chez des souris
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recevant des anticorps antimyostatine ne modifiait pas la synthése myofibrillaire(Welle et al.
2009).

Bone Morphogenetic Protein (BMP) est une cytokine de la famille Tumor Necrosis Factor
3. BMP va se lier a son récepteur spécifique BMPRIIB entrainant une activation d’ALK3.
Ceci va activer par phosphorylation les facteurs de transcription Smad 1, 5 et 8 autorisant la
formation d’un complexe avec Smad4, puis sa translocation dans le noyau, déclenchant la
transcription des geénes cibles pour activer la protéolyse via [’activation du systéme
ubiquitine/proteasome (Sartori et al. 2013). Le role de BMP dans la régulation de la masse
musculaire a été confirmé par plusieurs études. En effet, la création de souris knock-out
smad4 n’entraine pas d’hypertrophie musculaire mais au contraire plutdt une atrophie.
L’atrophie était encore plus importante chez les souris knock-out Smad 4 chez qui une
dénervation était ajoutée (Sartori et al. 2013). Plus intéressant encore, il n’existe pas
d’hypertrophie musculaire chez des souris knock-out myostatine chez lesquelles un blocage
de BMP par Noggin, un antagoniste de BMP, a été effectué. Lorsque le taux de mysotatine
diminue, Smad 4 est plus disponible pour interagir avec la voie BMP (Sartori et al. 2013).
Ceci met en évidence les liens étroits entre la myostatine et BMP et permet de suggérer que la

voie BMP semble dominante par rapport a la voie de la myostatine (Sartori et al. 2013).

Le facteur de nécrose tumorale a (TNF a), une cytokine pro-inflammatoire, altere
¢galement la syntheése protéique musculaire. Il a ét¢ mis en évidence que TNF a était
particuliérement impliqué dans [D’atrophie musculaire et la cachexie. Le facteur de
transcription Facteur Nucléaire-kB (NF-kB) est normalement retenu inactif dans le
cytoplasme par une famille de protéines inhibitrices IkB. En présence de TNF «a, [kB Kinase
(IKKB) va phosphoryler IxB ce qui va conduire a son ubiquitinylation et sa dégradation par le

systeme ubiquitine-protéasome. NF-xB va ainsi pouvoir étre transloqué dans le noyau et va
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activer des facteurs de transcriptions médiés par NF-kB(Bonaldo and Sandri 2013). Afin

d’activer la protéolyse, TNF a va induire la synthése de MuRF1 par I’intermédiaire de la voie

NF-kB (Wu et al. 2014)

TWEAK (TNF-like weak inducer of apoptosis) est un membre de la superfamille TNF et

va se lier au récepteur membranaire de la superfamille TNF12A. Il joue également un role

dans I’atrophie musculaire. TWEAK va se lier a son récepteur facteur de croissance

fibroblastique 14 (fibroblast growth factor 14 ou fnl4). Il va ensuite activer la voie NF-kB

dans le muscle squelettique ce qui va déclencher la protéolyse via 1’activation du complexe

ubiquinine/proteasome (Siff et al. 2021)
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Figure 3 - Le role cl¢ d’ IGF-1 dans la régulation de la masse musculaire (Yoshida and

Delafontaine 2020).
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6. Les effets de la dénutrition sur le phénotype musculaire
La dénutrition va impacter le phénotype musculaire en entrainant une diminution de la masse
musculaire, de la surface des fibres musculaires, mais aussi une augmentation de la
fatigabilité musculaire (Kim 2013; Ruiz-Rosado et al. 2013; Salles et al. 2014; Alaverdashvili
et al. 2015; Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa, et al. 2021). Il a également été mis
en évidence une modification du type de fibres musculaires avec une diminution des fibres de
type rapide par rapport aux fibres lentes (Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa, et al.
2021). Chez les patients atteints de bronchopneumopathie chronique obstructive, il a ét€¢ mis
en évidence un switch des fibres de type 1 vers des fibres de type II. Ceci était d’ailleurs
associ¢ a une augmentation de la mortalité (Patel et al. 2014). Il a été récemment découvert
chez des rats en situation de dénutrition protéino-énergétique une perte de la masse
musculaire liée a une diminution des fibres de types Il sans atteinte des fibres de type I, une
augmentation du stress oxydatif dans le sang et le muscle. On observait également une
inhibition de SIRT-1 dans tous les types de muscles, indépendamment de AMPK. Ceci-
suggérant qu’en cas de dénutrition avec augmentation du stress oxydatif SIRT-1 est inhibé et
ceci de fagon indépendante par rapport a AMPK (Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa,
et al. 2021). L’inhibition de SIRT-1 va entrainer une altération de 1’homéostasie
mitochondriale par I’intermédiaire d’une diminution de Peroxisome proleferator-activated
receptor gamma 1-a (PGCl-a) et de PTEN-induced putative kinase protein 1 (PINK1),
aboutissant a une réduction de D’activit¢ métabolique mais sans atrophie des fibres
musculaires lentes (Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa, et al. 2021). PGCI1-a est une
protéine nucléaire de 91kDa qui appartient a la famille des co-activateurs transcriptionnels.

Elle a un réle important dans la biogéneése mitochondriale mais aussi dans le métabolisme
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oxydatif et dans la formation des fibres musculaires de type lent (Wang and Pessin 2013).
PGCl1-a protege les fibres musculaires lentes de 1’atrophie (Wang and Pessin 2013). Elle
semble ¢galement protéger le muscle en inhibant le facteur de transcription FOXo (Wing et
al. 2011). PINKlest une protéine induite par le stress oxydatif et initie la mitophagie
(Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B. un Nisa, et al. 2021).

AMPK va également augmenter 1’oxydation des lipides dans le muscle. En effet, AMPK
inhibe 1’Acetyl-CoA carboxylase. Ceci va activer par phosphorylation la Malony-CoA
décarboxylase. La diminution du Malonyl-CoA va permettre 1’augmentation d’Acyl-CoA
dans les mitochondries, donc I’oxydation des lipides (Tomas et al. 2002).

En cas de dénutrition, la baisse du taux d’acides aminés sanguins va pouvoir directement
inhiber la baisse de mTOR. La baisse concomitante du taux d’insuline et d‘IGF-1 avec une
diminution de I’arrivée des nutriments dans le muscle va amplifier I’inhibition de mTOR.
mTOR est donc régulé a la fois par la voie IGF1/PIK3/Akt et par le contenu en nutriments

(substrats) (Wing et al. 2011).

Nous avons vu les mécanismes de régulation de la masse musculaire en cas de dénutrition ou
de restriction énergétique. Les patients ayant un cancer du foie sont des patients a risque de
dénutrition, donc d'atrophie musculaire. Nous allons maintenant expliquer pourquoi nous

avons voulu nous intéresser plus spécifiquement a ces patients.

D. Tumeurs hépatiques et dénutrition

1. Tumeurs hépatiques
Il existe deux principaux types de tumeurs hépatiques : les tumeurs primitives et les tumeurs
secondaires. Les tumeurs hépatiques primitives sont principalement représentées par le
carcinome hépatocellulaire (CHC) et le cholangiocarcinome intrahépatique (CCI), tandis que

les tumeurs hépatiques secondaires le sont par les métastases hépatiques. Les cancers du foie
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représentaient en 2020, avec 830’180 décés, la 3°™ cause de décés par cancer dans le monde
selon les données de 1’International Agency for Research on Cancer (International Agency for
Research on Cancer, World Health Organization. Cancer today). Les cancers du foie occupent
le 6™ rang en termes d’incidence avec 905’677 nouveaux cas en 2020 (International Agency
for Research on Cancer, World Health Organization. Cancer today). L’Organisation Mondiale
pour la santé estime qu’en 2030 plus d’un million de patients décederont d’un cancer du foie
(Villanueva 2019). Aux Etats-Unis, le taux de décés par cancer hépatique a augmenté de 43%
entre 2000 et 2016 (Villanueva 2019).

Le CHC est la tumeur primitive hépatique la plus fréquente (environ 90% des cas). Les
facteurs de risque de développer un CHC sont : la cirrhose (quelle que soit son origine), le
virus de I’hépatite B, le virus de I’hépatite C, mais aussi avec une incidence croissante la
stéatose hépatique non alcoolique (NASH). Les patients atteints de cirrhose doivent étre
impérativement surveillés car le risque annuel d’apparition d’'un CHC est estimé entre 2 et 4%
(Villanueva 2019). Aux Etats-Unis, une explosion de I’incidence des CHC sur NASH est
attendue, avec une augmentation de 122% entre 2016 et 2030. Les modalités de traitement
sont différentes en fonction de 1’état du foie sous-jacent, le caractere unique ou multiple du
CHC, I’atteinte vasculaire, I’age du patient. Les différents traitements pouvant étre proposés
aux patients sont : la résection hépatique, la destruction par radiofréquence, la transplantation
hépatique, la chimio-embolisation intra-artérielle, la chimiothérapie systémique (Villanueva
2019; Machairas et al. 2021). Les différentes indications de chaque traitement ne seront pas
détaillées.

Le CCI est la seconde tumeur hépatique la plus fréquente et son incidence augmente
actuellement en Europe et en Amérique du Nord (Mavros et al. 2014; Blechacz 2017). Le CCI

est plus fréquent en Asie. Les hommes sont plus atteints que les femmes et il est important de

noter que trois-quarts des patients ont plus de 65 ans lors du diagnostic (Buettner et al. 2017).
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Les principaux facteurs de risque du cholangiocarcinome sont la cholangite sclérosante, la
cirrthose biliaire primitive, la maladie de Caroli, les lithiases intrahépatiques, le tabac mais
aussi les mémes facteurs de risque que le CHC : les virus de I’hépatite B et de I’hépatite C, et
la cirrhose (Blechacz 2017; Buettner et al. 2017). En Asie, les parasites Opisthorchis viverrini
et Clonorchis sinensis représentent des facteurs de risque importants (Buettner et al. 2017,
Valle et al. 2021). Le diagnostic du CCI est souvent tardif. Le pronostic est sombre avec une
survie a 5 ans inférieure a 40% et un taux de récidive dans les 2 ans supérieur a 50%
(Blechacz 2017; Zanetto et al. 2021). Le traitement curatif est la résection hépatique lorsque
celle-ci est possible. L’obésité est un facteur de risque démontré commun aux CHC et aux
CCI (Lauby-Secretan et al. 2016).

Parmi les tumeurs hépatiques secondaires, les métastases hépatiques les plus fréquentes sont
les métastases hépatiques de cancer colorectal (MHCCR) et sont observées jusque chez 50%
des patients atteints de cancer colorectal. Dans pres de 50% des cas, les MHCCR sont
synchrones, c’est-a-dire qu’elles sont découvertes en méme temps que le cancer primitif. Le
traitement est chirurgical des lors qu’il est techniquement possible, et il permet une survie a 5
ans entre 20 et 40% (Nordlinger et al. 2013; Tsilimigras et al. 2021). En termes de fréquence,
les MHCCR sont suivies par les métastases de cancer pancréatique, puis de cancer du sein,

des mélanomes, des cancers pulmonaires, puis des autres cancers (Tsilimigras et al. 2021).

2. Dénutrition et tumeurs hépatiques
Comme nous ’avons vu précédemment, les patients atteints de tumeurs primitives hépatiques
présentent fréquemment une cirrhose. Un point important est que le traitement curatif que ce
soit du CHC, du CCI ou des MHCR est le traitement chirurgical par résection hépatique (ou

hépatectomie). Il a bien ét¢ mis en évidence dans la littérature que la dénutrition était un
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facteur de risque indépendant de complications post-opératoires (Bozzetti et al. 2007; M.
Schiesser et al. 2008; Marc Schiesser et al. 2008; Loh et al. 2012; Huang et al. 2019).

La survenue de complications post-opératoires chez les patients opérés de MHCR diminue a
la fois leur survie sans récidive mais aussi leur survie globale (M. Schiesser et al. 2008). Une
¢tude américaine récente comportant 2531 patients dénutris ayant ét€ opérés d’une
hépatectomie ont été appareillés par score de propension 1:1 avec des patients non dénutris
opéré (Lee et al. 2021). Ce travail a mis en évidence en analyse multivariée qu'il existait chez
les patients dénutris une augmentation de la mortalit¢ post-opératoire, de la durée
d’hospitalisation et du cotlit d’hospitalisation (Lee et al. 2021). La cirrhose est un facteur de
risque de CHC et de CCI. Elle est associée a une risque 30 fois plus ¢élevée de CHC et 10 a 20
fois plus ¢levée de CCI (Massarweh and El-Serag 2017).

La prévalence de la dénutrition chez les patients cirrhotiques est élevée mais trés variable
dans la littérature, probablement en rapport avec des difficultés d’évaluation de celle-ci. La
prévalence est probablement entre 65 et 100% des patients atteints de cirrhose (Siddiqui et al.
2021). La dénutrition protéino-énergétique est multifactorielle chez les patients
cirrhotiques résultant de la conjonction entre I’inflammation chronique, l'insuffisance
hépatique, 1’altération du métabolisme des macro- et micronutriments, la diminution des
apports en lien avec l’ascite et la gastroparésie notamment. Il existe chez les patients
cirrhotiques un hypercatabolisme (Cheung et al. 2012). L’altération du métabolisme des
acides biliaires entraine une mauvaise absorption des lipides. Le métabolisme du glucose est
¢galement altéré. Les réserves de glycogene intrahépatique sont basses en raison d’une
difficult¢ de stockage au sein des hépatocytes. La néoglucogenese est augmentée et elle
nécessite une modification de I’utilisation des substrats avec augmentation de ’utilisation des
acides gras et acides aminés, alors que ceux-ci sont déja diminués. Il a été¢ mis en évidence

qu’apres une nuit de jeline le catabolisme des acides gras et des acides aminés €tait équivalent
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a deux a trois nuits de jetine chez un adulte non cirrhotique (Owen et al. 1981). La synthése
protéique est diminuée.

La dénutrition protéino-énergétique est ¢galement présente chez les patients présentant des
MHCR et sa prévalence est estimée dans la littérature entre 20 et 55% (Ciuni et al. 2011; Lee

et al. 2021).

E. La sarcopénie

1. Définition
Le terme a été défini pour la 1°° fois en 1989 par une perte de masse musculaire
(Epidemiologic and methodologic problems in determining nutritional status of older persons.
Proceedings of a conference. Albuquerque, New Mexico, October 19-21, 1988 1989). Le
terme sarcopénie vient du grec “sarx” qui signifie chair et « penia » qui signifie pauvreté. La
définition de la sarcopénie a évolué au cours du temps et s’est affinée. Elle a été¢ définie en
2010 par I’European Working Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) comme une
perte progressive et généralisée de la masse musculaire squelettique et de la force musculaire
avec un risque de conséquences déléteres a type d’incapacité physique, d’altération de la
qualité de vie et de déces (Cruz-Jentoft et al. 2010). La définition a été revue en 2018 dans un
consensus Européen et confirme que la diminution de la force musculaire est un élément
capital de la définition (Cruz-Jentoft et al. 2019). La sarcopénie est une des conséquences de
la dénutrition protéino-énergétique.

2. L’obésité sarcopénique
La prévalence de I’obésité est actuellement en augmentation en France et dans le monde. Une
nouvelle entité clinique a émergé, 1’obésité sarcopénique. En 1’absence de consensus
concernant la définition de I’obésité sarcopénique, on peut dire qu’elle associe les criteres de

définition de la sarcopénie et la définition de 1’obésité c’est-a-dire un IMC >30kg/m’. La
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prévalence de I’obésité sarcopénique est tres variable dans la littérature compte tenu de
I’absence de critéres standardisés. Elle était estimée aux Etats-Unis a 31,5% entre 2003 et
2004 contre 38,1% entre 2011 et 2012 (Cauley 2015).

Plusieurs mécanismes sont a 1’origine de 1’atrophie musculaire chez les patients présentant

une obésité sarcopénique (Figure 4).
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Figure 4 - Les mécanismes conduisant a 1’atrophie musculaire chez les patients obeses

sarcopéniques (Roh and Choi 2020).

L’obésité est caractérisée non seulement par une augmentation des acides gras qui vont étre
stockés dans la graisse viscérale mais aussi entre les muscles et a I’intérieur des muscles. Ces
lipides sont soit du triacylglycérol soit des dérivés des acides gras tels que les céramides, des
chaines longues d’acylCoA ou du diacyglycérol (Adams et al. 2004; Coen and Goodpaster

2012; Kalinkovich and Livshits 2017).
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L’augmentation de la graisse viscérale au cours de 1’obésité va entralner une augmentation
des adipokines, qui sont des cytokines inflammatoires sécrétées par le tissu adipeux, et va
favoriser le stockage des lipides dans le muscle. Elle va aussi conduire a 1’accumulation de
macrophages, mastocytes et lymphocytes T qui sont également pro-inflammatoires. La
sécrétion de leptine est augmentée et favorise la sécrétion de TNFa et d’interleukine 1-8.
Comme nous 1’avons vu précédemment (paragraphe 5 p.40), TNFa inhibe la biogénése
mitochondriale et la croissance musculaire.

L’augmentation de D’adiposit¢é musculaire va conduire a une altération de 1’oxydation
mitochondriale des acides gras en raison de [’accumulation des lipides dans les
mitochondries, a une augmentation de la lipolyse et a une augmentation du stress oxydatif
(Roh and Choi 2020). Ceci va déclencher ’apoptose et 1’autophagie au niveau des cellules
musculaires (Marzetti et al. 2013). Finalement, la lipotoxicité¢, 1’inflammation et
I’insulinorésistance vont conduire a la fois a une diminution de la masse musculaire, mais
aussi a une atrophie des fibres musculaires (Roh and Choi 2020).

Une revue de la littérature a mis en évidence le role de 1’obésité sarcopénique a la fois dans
les maladies cardiovasculaires mais aussi dans les cancers (Silveira et al. 2021). Elle péjore le
pronostic de nombreux cancers (Silveira et al. 2021). Il a été mis en évidence que les patients
obeses sarcopéniques atteints de cancer du tractus respiratoire ou digestif ont une survie
globale inférieure aux patients obeses non sarcopéniques (Prado et al. 2008) Il a par exemple
¢té mis en évidence chez des patients opérés d’'un CHC, une baisse de la survie globale et de
la survie sans récidive chez des patients présentant une obésité sarcopénique comparés a des
patients obeses non sarcopéniques. L’obésité sarcopénique était un facteur a la fois de déces
mais aussi de récidive (Kobayashi et al. 2019).

Nous allons maintenant décrire plus précisément la dénutrition du patient atteint de cancer,

incluant celui du foie.
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3. La cachexie cancéreuse
Un consensus international a défini la cachexie cancéreuse comme un syndrome
multifactoriel caractérisé par la survenue d’une perte de masse musculaire (avec ou sans perte
de masse grasse) et ne pouvant pas étre complétement inversée par un support nutritionnel
(Fearon et al. 2011). Les mécanismes physiopathologiques conduisant a la perte de masse
musculaire associent une réponse centrale du muscle a I’hypercatabolisme, mais aussi une
action adaptative du muscle lui-méme a la restriction secondaire a 1I’anorexie liée au cancer.
Trois stades ont été décrits : la pré-cachexie, la cachexie et la cachexie réfractaire.
La cachexie cancéreuse est définie par
- une perte de poids > 5% en moins de 6 mois ;
- un IMC < 20 kg/m2 et une perte de poids > 2% en moins de 6 mois ;
-une sarcopénie et une perte de poids > 2% en moins de 6 mois, le plus souvent associées a
une réduction des ingesta et a un syndrome inflammatoire (Fearon et al. 2011).
Dans ce consensus, la sarcopénie est définie comme une baisse de 1’index musculaire
squelettique évalué par DEXA avec un seuil <7,26 kg/m? chez 1’homme et <5,45 kg/m” chez
la femme. La précachexie est définie par une perte de poids < 5% en moins de 6 mois
associée a une anorexie et I’apparition d’anomalies métaboliques. La cachexie réfractaire est
définie par une cachexie associée une absence de réponse aux traitements. Les performances
physiques sont diminuées et I’espérance de vie est inférieure a 3 mois (Fearon et al. 2011).
Les mécanismes physiopatholgiques sous-tendant la cachexie cancéreuse sont encore mal
connus. Le métabolisme basal est augmenté chez les patients atteints de cancer entrainant une
altérant le métabolisme énergétique : la protéolyse devient supérieure a la syntheése protéique
si bien que le patient est en situation d'hypercatabolisme (Siff et al. 2021). La tumeur va

sécréter de multiples cytokines pro-inflammatoires qui vont conduire a la lipolyse et a la
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protéolyse musculaire, donc a I’atrophie musculaire. Parmi ces cytokines, on peut citer IL-6
(dont on connait le rdle clé dans la régulation musculaire), IL-1, TNFa, TWEAK (TNF-
related weak inducer of apoptosis) (Baracos et al. 2018). TNFa inhibe la différenciation des
myocytes.

La tumeur va également sécréter d’autres médiateurs comme 1I’Activin A qui, comme la
myostatine, joue un réle dans la survenue de ’atrophie musculaire. Il a ét€ mis en évidence
qu’il existait un dialogue entre le muscle et le tissu adipeux conduisant a I’atrophie musculaire
(Kenneth C.H. Fearon 2011). La lipolyse semble en effet avoir un role clé dans la survenue de
I’atrophie musculaire. Das et al. (2011) ont mis en évidence dans un mode¢le de souris
cancéreuses knock-out pour le géne de I’adipocyte triglycéride lipase (ATGL), une absence de
réduction de la masse grasse et de la masse musculaire contrairement a ce qui était observé
chez les souris exprimant ’ATGL. Plusieurs phénomenes ont été décrits au sein du
compartiment adipeux : [’activation du tissu adipeux avec lipolyse mais aussi la
transformation du tissu adipeux blanc en tissu adipeux beige appelé browning (Argilés et al.
2019). Le tissu adipeux beige posséde les méme propriétés que le tissu adipeux brun
notamment la présence de la protéine mitochondriale UCP1 (Uncoupling Protein 1) (Argilés
et al. 2019). Il a été mis en évidence le rdle du tissu adipeux beige dans la progression de la
cachexie cancéreuse mais aussi dans I’augmentation de la dépense énergétique, via celle liée a
la thermogénese (Molfino et al. 2021).

Les mécanismes aboutissant a la cachexie cancéreuse sont résumés dans la figure 5.
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Figure 5 - Les différents mécanismes aboutissant a la cachexie cancéreuse sous-tendus par

des interactions entre tumeur, tissu adipeux et muscle (Baracos et al. 2018).

Nous avons vu que la cachexie cancéreuse était définie par une diminution de la masse
musculaire en lien avec une atrophie musculaire qui a une origine multifactorielle. Nous
allons maintenant nous intéresser aux méthodes d'évaluation de la composition corporelle, et

en particulier de la masse musculaire et des différents compartiments du tissu adipeux.

F. Méthodes d’évaluation de la composition corporelle

Plusieurs méthodes d’évaluation de la composition corporelle ont été décrites.
1. Absorptiométrie biphotonique aux rayons X (DEXA)

Il s’agit d’'une méthode non invasive qui permet de mesurer la masse grasse, la masse

musculaire squelettique et la masse osseuse. Il s’agit de la méthode de référence. Elle irradie
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I’ensemble du corps avec deux faisceaux de photons a deux énergies (44 kev et 100 kev) ce
qui va permettre de distinguer trés précisément les différents compartiments corporels grace a
I’atténuation différentielle des deux rayonnements. La calibration est effectuée sur des
fantdmes contenant des triglycérides et du calcium. L’irradiation est faible, entre 0,05 et
0,1uGy. L’avantage de cette technique est de pouvoir nous donner par un seul examen simple,
rapide, peu irradiant, la composition des tissus mous (muscle et tissu adipeux) et de I’os. Cette
méthode est tres fiable. Elle est cependant peu utilisée en routine du fait notamment de son
accessibilité limitée et de son colt. De plus, elle ne peut pas étre réalisée chez les patients

hospitalisés alités (Thibault et al. 2012).

2. La bioimpédancemétrie corporelle
Il s’agit d’une méthode d’évaluation de la composition corporelle basée sur la capacité des
tissus hydratés a conduire le courant €lectrique. Elle va permettre une estimation du volume
de I’eau corporelle totale puis une évaluation indirecte de la masse musculaire squelettique. Il
existe des équations de prédictions différentes en fonction des différentes situations cliniques
(Thibault et al. 2012). La bioimpédancemétrie est réalisée, dans sa méthode la plus classique,
en placant deux électrodes sur chaque membre d’un méme hémicorps. Cette méthode est peu
coliteuse et peut étre réalisée sur patient alité. Elle permet le suivi longitudinal des patients.
Pour cela, elle doit étre réalisée avec le méme appareil car les équations varient en fonction
des appareils et si 1'état d'hydratation est constant. De plus, il n’existe pas d’équation validée
pour les patients avec des IMC extrémes ou qui présentent une déshydratation ou au contraire

une inflation hydrique (cedémes).

3. Composition corporelle par tomodensitométrie (scanner) ou imagerie
par résonnance magnétique (IRM)

La tomodensitométrie (TDM) est une technique d’imagerie qui mesure 1’absorption des

rayons X par les différents tissus. La densité des tissus est mesurée en Unités Hounsfield, elle
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va de -1000, correspondant a la densité de I’air, a +1000 correspondant a la densité de 1’os. Il
s’agit donc d’une technique irradiante. L imagerie par résonnance magnétique (IRM) n’utilise
pas les rayons X, il s’agit donc d’une technique qui a I’avantage d’€tre non irradiante.

La composition corporelle peut étre évaluée par mesure scannographique sur une coupe axiale
passant par la 3°™ vertébre lombaire (L3). La surface musculaire totale en L3 est la somme
des surfaces du muscle psoas, muscle oblique interne, muscle oblique externe, muscle
transverse, muscle grands droits et des muscles paravertébraux. Cette surface musculaire
totale est ensuite rapportée a la taille au carré pour représenter 1’index de masse musculaire
(Mourtzakis et al. 2008; Thibault et al. 2012; Cornet et al. 2015). La densité musculaire est
connue, elle est comprise entre — 29 et + 150 unités Hounsfield (UH) (Schneider et al. 2012a).
Cependant, certains auteurs utilisent des seuils compris entre -30 et — 110 UH (Kroh et al.
2019).

Il a également été décrit d’autres méthodes d’évaluation de la surface musculaire squelettique
par la mesure uniquement de la surface des deux psoas normalisée ou non par la taille au carré
(Englesbe et al. 2010; Durand et al. 2014; Golse et al. 2017; Huguet et al. 2018). Sur cette
méme coupe de scanner, il est possible de mesurer la surface de la graisse sous-cutanée, de la
graisse viscérale et de la graisse intramusculaire. La densité de la graisse est comprise entre —
90 et — 30 UH (Yoshizumi et al. 1999). Certains auteurs distinguent un seuil différent pour la
graisse viscérale avec une densité entre — 150 et — 50 UH (Okumura et al. 2016) ou — 30 UH
(Miller et al. 1998). Ces mesures de composition corporelle peuvent également étre réalisées
sur une IRM et ont la méme validité que le scanner sur la mesure de la composition corporelle
(Mitsiopoulos et al. 1998).

La mesure de la surface corporelle par scanner (ou IRM) est une méthode simple et
reproductible. Elle permet une bonne extrapolation de la masse musculaire squelettique et de

la masse grasse (Shen et al. 2004a). Elle est trés intéressante notamment en oncologie ou dans
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le cadre de la transplantation hépatique ou I’imagerie abdominale est réalisée en routine. Elle
permet un suivi régulier des patients, avec des mesures répétées et comparables. Un des
principaux biais de cette méthode est 1’absence de seuils reconnus dans la littérature
permettant de définir un index musculaire bas. Prado et al. (2008) ont publi¢ en 2008 un
travail confirmant I’impact pronostique péjoratif de la sarcopénie chez les patients obeses
avec un index de surface musculaire faible. Les seuils de cette publication ont été validés pour
porter le diagnostic de dénutrition notamment dans les nouvelles recommandations de I’HAS :
IMS <38.5 cm*/m” pour les femmes et IMS <52.4 cm*/m” pour les hommes. La seule mesure
des surfaces musculaire du psoas n’est pas reconnue comme standard. Dans la littérature, les
seuils de surface musculaire basse divergent en fonction des articles : soit le calcul du seuil est
fait par les auteurs avec leur propre population d’étude, soit le 1 quartile est le seuil, soit les
seuils de Prado et al 2008 (52,4 cm*/m” pour les hommes, 38,4 cm?/m” pour les femmes), soit
les seuils de Martin et al (Martin et al. 2013) (53 cm*/m” pour les hommes avec un IMC >25
kg/m* ou 43 cm?/m’ pour les hommes avec un IMC <25 kg/m” ou 41 cm*m” pour les
femmes) sont utilisés (McGovern et al. 2021). Il n’existe aucun seuil validé dans la littérature
concernant les surfaces de graisse viscérale, sous-cutanée ou intramusculaire. Les auteurs
utilisent les seuils les plus discriminants dans les populations qu’ils ont étudiées (voir
paragraphe 5) : seuils de surface ou de surface rapportée a la taille au carré, ou ratios entre la
graisse sous-cutanée et la graisse intramusculaire par exemple. Les seuils sont établis a partir

de courbes ROC ou correspondent au 1¥ quartile (Miyamoto et al. 2015; Cho et al. 2017).
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4, Composition corporelle et tumeurs hépatiques

L’impact de la composition corporelle chez les patients atteints de tumeurs hépatiques a été
¢tudié¢ dans la littérature. Dans la cohorte américaine du « Liver Cancer Pooling Project » a
été évalué I’impact du périmétre abdominal et du périmetre glutéo-fémoral (tour de hanches)
sur le risque de cancer hépatique (CHC et CCI). L’augmentation du périmetre abdominal de 5
cm augmentait de 11% le risque de cancer hépatique (Florio et al. 2019) confirmant que
I’obésité était un facteur de risque de survenue de ces cancers.

Comme nous I’avons vu dans I’introduction, la sarcopénie se définit par une baisse de la
masse et de la fonction musculaire. Hors dans la littérature le vocable ‘sarcopénie’ est tres
souvent improprement utilis¢ comme synonyme de perte de masse musculaire alors que la
fonction musculaire n'a pas été étudiée. Ici, dans ce cas, nous utiliserons le terme ‘surface
musculaire squelettique abaissée’, ‘surface musculaire abaissée’ ou ‘baisse de la surface

musculaire’.

L’impact pronostique de la surface musculaire squelettique a ét¢ mis en évidence dans de
nombreuses tumeurs (McGovern et al. 2021) notamment le CHC et a un moindre degré le
CCI. Comme nous 1’avons vu précédemment, le CHC se développe préférentiellement sur un
foie cirrhotique. Une surface musculaire squelettique abaissée est €galement un facteur
pronostique péjoratif chez les patients cirrhotiques. De méme, nous pouvons souligner que la
baisse de la surface musculaire squelettique est associée a un plus mauvais pronostic des
patients apres transplantation hépatique qui est également un traitement de référence des CHC
(van Vugt et al. 2016)

Les résultats concernant I’impact d’une surface musculaire abaissée sur le pronostic du CHC
sont discordants dans la littérature. Certains auteurs mettent en évidence cette baisse de

surface musculaire comme étant un facteur diminuant la survie globale (SG) et la survie sans
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récidive (Harimoto et al. 2013a; Voron et al. 2015; Hamaguchi et al. 2019). Parfois, certaines
¢tudes mettent en évidence que la baisse de la surface musculaire péjorait la survie globale
uniquement (Takagi et al. 2016). D’autres mettent en évidence un impact négatif d’un index
de masse musculaire squelettique bas sur la survie sans récidive uniquement chez les patients
avec un IMC >22 kg/m” (Yabusaki et al. 2016). Plus récemment, Koch et al (2019) n’ont mis
en évidence aucun impact de la baisse de la surface musculaire chez les patients opérés d’un
CHC (Kroh et al. 2019). En 2020, une méta-analyse a été publiée incluant six études ayant
analysé le lien entre surface musculaire abaissée et le pronostic des CHC (Xu et al. 2020).
Cette méta-analyse a permis de confirmer I’impact négatif de la baisse de surface musculaire
pré-opératoire chez les patients opérés que ce soit sur la SG ou sur la SSR. Elle est ¢galement
associée a une taille tumorale plus importante. Cependant, il est important de souligner un
biais : alors que toutes les études incluses dans cette méta-analyse évaluent la surface
musculaire sur une coupe de TDM L3, aucune des études n’utilise les mémes seuils de
définition de surface musculaire abaissée (Harimoto et al. 2013a; Voron et al. 2015; Takagi et
al. 2016; Yabusaki et al. 2016; Hamaguchi et al. 2019; Kroh et al. 2019).

La masse grasse joue également un role pronostique chez les patients atteints de cancer.
Comme nous 1’avons vu précédemment, la mesure de la composition corporelle par scanner
permet de déterminer la masse musculaire squelettique, mais aussi d’évaluer la graisse
viscérale, la graisse sous-cutanée et la graisse intramusculaire.

L’impact négatif d’une surface de graisse viscérale ¢levée sur le pronostic (SG et SSR) des
CHC a ét¢ étudi¢ pour la premiere fois par Itoh et al, (2014). Ces résultats ont été¢ confirmés
sur la survie sans récidive dans une autre publication (Imai et al. 2018).

Il est aussi possible de déterminer 1’adiposité viscérale par le ratio surface de la graisse
viscérale/ surface de la graisse sous-cutanée appelée dans la littérature VSR (visceral-to-

subcuatneous tissue area ratio). Cet index, s’il est élevé, est associé a une moins bonne survie
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dans plusieurs études : dans les cancers digestifs (Okamura et al. 2018), le mélanome (Grignol
et al. 2015), les tumeurs pancréatiques (Okumura et al. 2015), ou les tumeurs hépatiques
(Fujiwara et al. 2015; Hamaguchi et al. 2019).

L’index de qualit¢é musculaire (ou IMAC) est défini comme le rapport entre la densité
musculaire (UH) sur la densité de la graisse sous-cutanée (UH). Il a ét€ mis en évidence un
lien entre IMAC élevé et baisse de la force musculaire. Certains auteurs proposent donc de
considérer ’'IMAC comme un critere d’évaluation indirect de la fonction musculaire
(Hamaguchi et al. 2015). L’IMAC est un facteur de risque de complications post-opératoires
en particulier infectieuses (Hamaguchi et al. 2016). Par ailleurs, Ebadi et al (2017) ont mis en
évidence qu’un index de graisse sous-cutanée bas augmentait significativement la mortalité
dans plusieurs cancers (Ebadi et al. 2017). Les patients sarcopéniques qui avaient un index de
graisse sous-cutanée plus bas avaient un moins bon pronostic. Chez les patients présentant un
CHC, il n’a pas ¢été¢ mis en évidence d’impact pronostique de 1’index de graisse sous-cutanée
(Imai et al. 2018; von Hessen et al. 2021). Cependant, Von Hessen et al (2021) ont mis en
¢vidence une baisse de la survie globale chez les patient présentant une densité adipeuse sous-
cutanée €levée (von Hessen et al. 2021).

Globalement, au regard de la littérature, la composition corporelle semble un outil intéressant
pour I’évaluation pronostique du patient atteint de CHC malgré le biais important concernant

I’absence de valeurs seuils standardisées.

L’impact de la composition corporelle chez les patients atteints de CCI a été moins étudié que
dans le CHC. Dans une étude rétrospective chez des patients atteints de CCI secondaires a des
lithiases intra-hépatiques, la baisse de surface musculaire était un facteur de baisse de la SG et
de la SSR (Zhou et al. 2015). Deng et al (2021) ont également mis en évidence un effet

négatif de la baisse de la surface musculaire des deux psoas sur la SG et la SSR. Une autre
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¢tude évaluant seulement la surface des deux psoas en L3 (et non la surface musculaire totale
comme dans les autres études (Zhou et al. 2015; Okumura et al. 2016)) confirme qu’une
baisse de celle-ci est corrélée a la diminution de la SG et la SSR (Yugawa et al. 2019).

Une publication de Okumura et al. (2016) a mis en évidence qu’une surface musculaire basse
et une moindre densité musculaire étaient des facteurs de mauvais pronostic chez les patients
atteints de CCI de stade I a III (Okumura et al. 2016). Cependant, I’impact de 1’augmentation
de la graisse viscérale sur le pronostic oncologique des CCI n’a pas été¢ étudié. Seule une
publication met en évidence un effet péjoratif sur la SG et SSR chez les patients avec un VSR
¢levé (Okumura et al. 2016). L’association entre index de graisse sous-cutanée et pronostic
n’a pas non plus été étudiée chez les patients présentant un CCI.

L’impact de la composition corporelle chez les patients atteints de CCI a été peu étudié. La

surface musculaire abaissée semble étre un facteur associé a une baisse de la SG et de la SSR.

L'impact de la composition corporelle sur le pronostic des MHCR a aussi été étudié. Une
méta-analyse récente publiée en 2021, incluant 11 études, a confirmé que la baisse de la
surface musculaire, mais aussi une faible densité musculaire, étaient des facteurs pronostiques
péjoratifs sur la SG (Waalboer et al. 2021). En revanche, celle-ci n’influait pas sur la SSR.
Cependant, 1a encore, la définition de la baisse de la surface musculaire reposait sur des seuils
différents en fonction des études ce qui est un biais majeur. De méme, certaines études (van
Vledder et al. 2012; Lodewick et al. 2015; Eriksson et al. 2017; Kobayashi et al. 2018; van
Dijk et al. 2019; Lv et al. 2019; Shiozawa et al. 2020) ont pris en compte I’index de masse
musculaire totale sur une coupe en L3, alors que d’autres uniquement la surface musculaire
des psoas (Peng et al. 2011; Horii et al. 2020). Runkel et al. 2021 ont mis en évidence une
augmentation des complications post-opératoires chez les patients opérés de MHCR ayant un

niveau de masse grasse viscérale plus élevé, sans qu’une étude sur le pronostic oncologique
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ne soit réalisée. L’index de graisse viscérale n’était pas un facteur pronostique (van Vledder et
al. 2012). Il n’a pas été retrouvé d’études évaluant les effets de la composition en graisse
sous-cutanée sur la SG et la SSR des MHCR.

Pour résumer, vu le faible nombre d’études, I’impact de la composition corporelle chez les
patients présentant des MHCR a ét¢ étudié surtout pour la masse musculaire squelettique. La
présence d’une baisse de la surface musculaire semble impacter négativement la survie
globale des patients. L’impact du niveau de masse grasse n’a pas été évalué.

La cirrhose étant un facteur de risque majeur de survenue de tumeurs primitives hépatiques,
nous préciserons aussi les données de la composition corporelle dans ce cadre-1a. La baisse de
la surface musculaire est un facteur pronostique péjoratif sur la survie des patients
cirrhotiques (Durand et al. 2014; Montano-Loza et al. 2016; Ebadi et al. 2020).
L’augmentation de la surface de graisse viscérale augmente la mortalité chez les patients
présentant une diminution de la surface musculaire (Ishizu et al. 2021). Dans le domaine de la
transplantation hépatique (TH), une méta-analyse incluant 19 études a confirmé que la baisse
de la surface musculaire était associée a une augmentation de la mortalité post-TH et a une
augmentation de la mortalité chez les patients en attente de TH (van Vugt et al. 2016). Huguet
et al avait également mis en évidence que le diametre du psoas était prédictif de la mortalité
chez les patients cirrhotiques en attente de TH (Huguet et al. 2018)

Devant I’importance de I’impact de la composition corporelle dans le pronostic des patients
transplantés hépatiques, Hamaguchi et al. (2020) ont créé¢ un score incluant la composition
corporelle (masse musculaire et graisse viscérale) qu’ils ont appelé le BC-MELD et qui
permet de prédire plus précisément que le MELD seul le risque de mortalité sur la liste
d’attente pour TH (Hamaguchi et al. 2020). La European Association for the Study of the

Liver recommande la mesure de la masse musculaire par scanner chez les patients
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cirrhotiques a risque ¢levé de dénutrition (EASL Clinical Practice Guidelines on nutrition in
chronic liver disease 2019).

La baisse de surface musculaire squelettique a un impact majeur chez les patients cirrhotiques
notamment ceux en attente de TH et chez les patients transplantés hépatiques, car elle est
associée a une augmentation de la mortalité. Il semble donc exister un intérét certain a évaluer
systématiquement la composition corporelle comme outil pronostique chez le patient
cirrhotique.

En conclusion, la surface musculaire a une influence majeure sur la survie des patients atteints
d’une tumeur hépatique associée ou non a une cirrhose. Le rdle pronostique de la composition
en tissu adipeux est encore trop peu étudié, raison pour laquelle nous nous sommes intéressés
a celle-ci dans la premicre partie de ce travail.

Dans la deuxiéme partie de ce travail de thése, nous avons voulu développer un modele de
dénutrition préclinique chez le miniporc Yucatan et caractériser son phénotypique musculaire

et son microbiote.

G. Modeles animaux de dénutrition/sarcopénie
Il n’existe pas dans la littérature de modele animal standardis¢é de dénutrition ou de
sarcopénie. Les modeles sont nombreux et different en fonction des publications. Les
différents modeles animaux de dénutrition utilisent soit la restriction calorique, soit la
restriction protéino-énergétique, soit le jetine. Il a été décrit des restrictions caloriques de 15%
(Park et al. 2017), de 25% (Nuiiez et al. 2013), de 30% (Pan et al. 2018). On peut aussi
obtenir une dénutrition avec un régime hypocalorique/hypoprotéique avec des compositions
en protéines entre 0 et 7% (Salameh et al. 2019). Il a également été décrit un modele mimant

certains symptomes somatiques de 1’anorexie mentale chez la souris appelé activity-based
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anorexia et qui associe une restriction alimentaire a un hyperactivité physique (Belmonte et
al. 2007; Spadini et al. 2021).

Les modeles animaux de sarcopénie sont nombreux et non standardisés. La sarcopénie a été
¢tudiée chez les rongeurs, la Drosophile, le ver Caenorhabditis elegans, le poisson zébre
(Christian and Benian 2020). Le mode¢le murin est probablement le modele le plus utilisé. Une
revue récente de la littérature répertorie les différents modeles murins (Xie et al. 2021).

Parmi les modeles de sarcopénie chez la souris, on distingue :

- modgeles liés a I’age avec soit des souris agées, ou avec une sarcopénie liée a 1’age accélérée
par un régime hypercalorique ou par le modele de lignée de souris Senescence-accelerated
prone (SAMP) ;

- modeéles de souris génétiquement modifiées pour induire une sarcopénie (par exemple souris
knock-out pour I’interleukine 10) ;

- modele de souris avec administration de glucocorticoides ou du D-galactose ou de Dextran
Sodium Sulfate (DSS) induisant une colite ;

- modele de suspension d’un membre ;

- mod¢le d’immobilisation ;

- mod¢le de dénervation.

Le mode¢le rat est également utilisé (Ruiz-Rosado et al. 2013).

H. Intérét du modele miniporc Yucatan
Le miniporc est un animal proche de I’Homme a la fois sur le plan génétique, anatomique et
physiologique (Miller and Ullrey 1987a; Litten-Brown et al. 2010). Il est utilis¢ depuis
plusieurs années dans la recherche biomédicale (Vodicka et al. 2005), notamment en nutrition
(Miller and Ullrey 1987a). Le miniporc Yucatan est une race de miniporc qui est utilisée

comme modele préclinique dans I’obésité, la chirurgie de 1’obésité, la transplantation
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d’organe mais aussi le comportement alimentaire (Val-Laillet et al. 2011; Ochoa et al. 2016;
Polakof et al. 2018a; Mohamed et al. 2019; Alix et al. 2020; Bergeat et al. 2021). Dans le
domaine de la nutrition, des modeles de miniporcs obéses et des modeles de miniporcs
atteints de syndrome métabolique ont été développés (Spurlock and Gabler 2008). Cependant,
il est important de souligner qu’en fonction de la race de miniporc utilisée les modeles
peuvent différer. Par exemple concernant le syndrome métabolique, le miniporc Yucatan n’est
pas un bon modele, car il n’est pas possible d’obtenir un syndrome métabolique contrairement
au miniporc de race Ossabaw (Spurlock and Gabler 2008). 11 a également ét¢ démontré que
malgré une alimentation riche en graisse prolongée, les miniporcs Yucatan ne développent
pas de stéatose ou de fibrose hépatiques probablement parce que le foie n’est pas un lieu de
lipogenese chez cet animal (Pedersen et al. 2020). Cependant, il a été récemment développé
un modele de stéatose hépatique chez des miniporcs de race Gottingen a I’aide d’un régime
pauvre en choline et riche en graisses (Pedersen et al. 2020).

Le miniporc Yucatan est un bon modele d’étude de 1’obésité et est également un modele de
chirurgie de ’obésité (Val-Laillet et al. 2011; Ochoa et al. 2016; Bergeat et al. 2021). Par
ailleurs, I’étude de la composition corporelle peut étre réalisée de fagon identique a ’Homme
a I’aide du scanner (Val-Laillet et al. 2010)

Il a également bien ét¢ démontré que le modeéle miniporc Yucatan était un bon modele
préclinique pour 1’étude de la barriere intestinale et du microbiote (Roura et al. 2016). Le
microbiote du miniporc Yucatan différe du microbiote de I’Homme. Alors que Bacteroides
représente le genre majoritaire, entre 9 et 42% des bactéries, chez le miniporc Yucatan, le
genre majoritaire est Prevotella a plus de 20% de toutes les bactéries (Roura et al. 2016).
L’avantage du miniporc Yucatan est le possible transfert de microbiote humain permettant
une transplantation efficace avec une évolution du microbiote similaire a I’Homme (Pang et

al. 2007).
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Il n’existe pas a notre connaissance de modele de miniporc avec une dénutrition de type
marasmique. Le modele murin est tres utilisé dans la littérature en raison de son moindre coft,
des facilités a le manipuler génétiquement ou a le moduler par I’administration de diverses
substances (glucocorticoides, etc.). Cependant, le modele porcin en général est un excellent
modele pour I’étude de la physiologie en raison de sa proximité avec ’Homme (Miller and
Ullrey 1987a; Roura et al. 2016). Seul un mod¢le de porc dénutri a été décrit afin de mimer un
modele de dénutrition de type Kwashiorkor. Les porcs étaient agés de 2 semaines et ont été
nourris pendant 8 semaines avec une alimentation hypoprotéique contenant 3% de protéines.
Ils ont ét¢ comparés a des porcs alimentés avec une alimentation normoprotéique (20%)
(Wykes et al. 1996a). Ce modele permettait d’obtenir les signes cliniques observés dans le
Kwashiorkowr chez I’Homme, notamment des cedémes, une altération des phaneres (poils) et
de la peau. Il existait également une diminution de la synthése protéique dans la peau, le foie
et I’intestin (Wykes et al. 1996). La plupart des modéeles de porcs dénutris étudient en fait le
porcelet né d’une mere dénutrie (Zijlstra et al. 1999; Lykke et al. 2013; Cao et al. 2014;
Chang et al. 2021).

Le miniporc Yucatan est donc le gros mammifére idéal pour établir un modéle de dénutrition
proche de celui obtenu chez ’homme adulte. A fortiori, pour notre objectif de mesurer la
composition corporelle, a I’age adulte, le poids et la taille du miniporc Yucatan permettent
d’utiliser le scanner et I’IRM selon les modalités proches que chez 'Homme (Ochoa et al.

2016), ce qui n’est pas possible avec I’utilisation de porcs « fermiers ».
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VIIl. Méthodologie générale
A. Méthode commune d’évaluation de la composition corporelle utilisée

dans les articles 1 et article 2 : la tomodensitométrie

Cette theése comporte un volet d’é¢tude de la composition corporelle (musculaire squelettique
et adipeuse) chez I’Homme et un volet chez I’animal. Chez I’Homme, il s’agit d’une étude
rétrospective sur I’impact de la composition corporelle musculaire squelettique et adipeuse
chez des patients opérés de CCI dans un but curatif (article 1). L’étude de la composition
corporelle a été réalisée selon une des méthodes proposées par les criteres de dénutrition de
I’HAS 2019, la coupe scannographique passant par la 3°™ vertébre lombaire (TDM L3). Dans
’article 2, nous avons réalis¢ une étude de la composition corporelle musculaire et adipeuse
par tomodensitométrie chez des miniporcs Yucatan selon la méme méthode. Elle a été réalisée
sur une coupe axiale passant par la 13°™ vertébre thoracique. La technique de mesure de la
composition corporelle adipeuse chez le miniporc Yucatan a déja été décrite dans la littérature
(Val-Laillet et al. 2010).

La mesure de la surface corporelle a été réalisée de fagon semi-automatique a I’aide du
logiciel ImageJ ® (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Le seuil de densité
retenu était pour le muscle entre —29 et +150 UH et pour la graisse entre —190 et —30 UH.
Chez I’Homme, la surface musculaire squelettique totale était dite abaissée si I’index
musculaire squelettique était inférieur a 52,4 cm*/m? chez ’homme et inférieur a 38,5 cm?*/m’
chez la femme. Il n’existe aucun index ou seuil reconnu pour évaluer la surface de graisse
viscérale, sous-cutanée ou intramusculaire chez I’Homme. Nous avons donc décidé de
calculer I’index de surface graisseuse en rapportant la surface de graisse mesurée (viscérale,
sous-cutanée ou intramusculaire) a la taille en meétre au carré. En ’absence de seuils validés
connus dans la littérature pour les surfaces graisseuses, nous avons considéré les valeurs

quantitatives au cours de ’analyse statistique.
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Chez le miniporc Yucatan ou autre, il n’existe pas a notre connaissance d’études sur la
composition corporelle musculaire squelettique donc il n’existe aucun seuil validé. Nous
avons pour ’analyse statistique comparé les surfaces musculaires et graisseuses entre les

différents groupes d’alimentations expérimentales et le groupe avec alimentation standard.

A. Mise au point d’'un modele préclinique de dénutrition chez le miniporc
Yucatan normopondéral (Sarcopig 1) et obese (Sarcopig 2)

Le projet Sarcopig a été concu afin de mettre au point un modele animal préclinique de
dénutrition de type marasmique. Ce modele se voulait proche de I’Homme sur le plan de la
physiologie nutritionnelle. Nous avons donc choisi le miniporc Yucatan chez lequel les
explorations, notamment de la composition corporelle, pouvaient étre effectué¢es avec la
méme technique que chez I’Homme. Afin de pouvoir disposer aussi d'un modele de
dénutrition chez 1'obése, proche de 1’obésité sarcopénique observée chez I'Homme, nous
avons appliqué le méme protocole a des miniporcs Yucatan obeses. Ce projet, intitulé
Sarcopig 2 n’est pas présenté dans ce travail de thése. Les résultats sont actuellement en cours
d’analyses.

Les déroulements des études Sarcopig 1 et Sarcopig 2 sont joints en annexe 1.

1. Les différentes alimentations restrictives pour obtenir la dénutrition

Dans ce projet Sarcopig, nous voulions obtenir un modele animal de dénutrition protéino-
énergétique afin d’obtenir un modele préclinique de dénutrition de type marasme comme
observé chez ’'Homme. En I’absence de mode¢le existant dans la littérature, nous avons décidé
de réaliser une restriction d’apport protéino-énergétique de deux manieres différentes : un
groupe de 6 miniporcs Yucatan a re¢u une alimentation hypocalorique/hypoprotidique (HH)
et un groupe de 5 miniporcs Yucatan a regu une alimentation hypocalorique/normoprotidique

(HN). Ces deux groupes €taient comparés a un groupe de miniporcs nourris avec une ration
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standard, calculée a partir de leur poids métabolique et adaptée a leurs besoins énergétiques et
a la composition énergétique de 1’aliment (10,33 MIJ/Kg, 15% de protéines). Le poids
métabolique était calculé selon la formule poids vif ®” pour adapter les apports au
métabolisme basal. Les apports journaliers chez le miniporc Yucatan adulte sont de 0,307
MJ/kg de poids métabolique. L apport en aliment standard était donc de 41,5g/kg™". Le
groupe HN a recu une ration équivalente a 50% de celle qu’il aurait dii recevoir pour étre
adaptée a ses besoins, I’aliment étant le méme que le groupe standard (10,33 MJ/Kg, 15% de
protéines). Le groupe HH a regu un aliment spécialement composé pour le projet Sarcopig,
cet aliment étant hypocalorique et hypoprotéique (10,37MJ/Kg, 8,6% de protéines). La ration
a été calculée a partir du poids métabolique des animaux soit 41,5 g/kg ®”. La composition
des différents types d’aliments est en annexe 2. Les différents types de régime ont été donnés
pendant une durée totale de 8 semaines dans le projet Sarcopig 1. Au préalable, les animaux
avaient été répartis en 3 groupes avec une moyenne de poids €quivalente entre les groupes
afin de ne pas avoir de déséquilibre initialement. Les animaux étaient nourris avec 2 repas par
jour, 1 repas le matin et 1 repas le soir. L eau était distribuée ad libitum.

Dans le projet Sarcopig 2, les animaux ont €¢galement été répartis en 3 groupes de 6 animaux
avec des moyennes de poids initialement €quivalentes entre les groupes. Puis le régime
obésogeéne a été débuté dans les 3 groupes afin d’obtenir des miniporcs Yucatan obeses.
Celui-ci a consist¢ a donner pendant deux mois I’aliment standard ad [libitum. Le poids

maximal atteint a été de 90 kg.

2. Mesure de la force musculaire par électromyogramme (twitch)
Dans le projet Sarcopig, nous avons voulu tester la force musculaire au début de
I’expérimentation, a 4 semaines puis a 8 semaines afin d’étudier 1’effet des différents régimes

de dénutrition sur la force musculaire. Comme nous I’avons vu précédemment, la sarcopénie
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se définit par a la fois une baisse de la masse musculaire mais aussi de la force musculaire.
Nous avons reproduit la technique validée chez le chien par Childers et al. (2011). Un
¢lectromyogramme a été réalisé sous anesthésie générale par €lectrostimulation du nerf tibial
puis du nerf fibulaire. Les miniporcs Yucatan étaient positionnés sur le dos, le fémur était
perpendiculaire a la table et le tibia parallele a la table. Le membre était immobilisé avec le
pied sur la pédale (Figure 6). Les ¢€lectrodes étaient insérées par voie percutanée, toujours au
niveau du membre postérieur droit. La contraction basale puis la contraction apres stimulation
¢lectrique a été enregistrée. Dans un premier temps, nous avons étudié le nerf fibulaire. Afin
d’obtenir la contraction isométrique, apres désinfection a 1’alcool, le nerf fibulaire était repéré
a la palpation au niveau de ’extrémité proximale de la fibula. La cathode était introduite sous
la peau jusqu’au périoste. L’anode était placée un peu plus distalement. Les électrodes sont
reliées au générateur électrique. La stimulation est alors réalisée a 1 Hertz (Hz). Pour réaliser
la contraction tétanique, les €lectrodes ne sont pas déplacées. La stimulation est réalisée a 50
Hz pendant 1,5 secondes.

Dans un second temps, on étudie le nerf tibial. Pour obtenir la contraction isométrique, les
¢lectrodes sont déplacées pour cette fois €tre introduites perpendiculairement a la peau, pres
du genou. La stimulation est alors réalisée a 1 Hertz (Hz). Pour obtenir la contraction
tétanique, la méthode est identique a celle réalisée pour le nerf fibulaire.

Les données ont ensuite ét¢ analysées a 1’aide d’un logiciel ReadForce crée par le Dr Malbert.
Les résultats n’ont pour I’instant pas pu €tre exploités ni pour Sarcopig 1, ni pour Sarcopig 2
en raison de difficultés techniques avec une grande variabilité¢ des mesures qui doivent étre

vérifiées.
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Figure 6 : La stimulation du nerf tibial pour mesurer la force musculaire par
¢lectromyogramme (twitch) chez le miniporc Yucatan.

3. L"échographie musculaire
La réalisation d’un scanner chez le miniporc Yucatan nécessite une anesthésie générale. Nous
avons donc voulu essayer de simplifier la mesure de la composition corporelle par une mesure
échographique musculaire du muscle long dorsal. Malheureusement, cette mesure est tres
variable et surtout difficile a réaliser, les poils et la desquamation de la peau génant I’analyse.
Elle s’est méme révélée impossible chez les miniporcs males notamment au cours de la phase
de dénutrition en raison d’artefacts trop importants, probablement liés a I’épaisseur de la peau
et a la surface de graisse sous-cutanée quasi-inexistante. Les résultats ne sont donc pas
présentés dans ce travail de theése. Nous concluons que 1’échographie musculaire ne peut pas
étre proposée en remplacement de 1’étude de la composition corporelle par

tomodensitométrie.

B. Le microbiote intestinal

Les résultats concernant le microbiote intestinal sont présentés partiellement dans 1’article 2

mais ils nécessitent un complément d’analyse.
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C. Histologie et phénotypage musculaire

Les méthodes utilisées pour I’histologie et le phénotypage musculaire sont décrites dans

I’article 2.
D. Modele de dénutrition marasmique chez le miniporc Sarcopig 1 : les
difficultés

Au cours de ce travail de these, plusieurs difficultés expérimentales ont été rencontrées. Dans
le groupe HN, un miniporc Yucatan male a di étre euthanasié pour des raisons éthiques en
raison d’un état de maigreur extréme deux semaines avant la fin de 1’expérimentation. Une
autre difficult¢ de ce travail expérimental est que, pour des raisons de nécessit¢ li¢es a
I’¢élevage, nous avons di étudier ce modele a la fois chez les méles et les femelles. Or, il est
apparu que, tout comme chez ’Homme, la composition corporelle est différente selon le sexe.
L’analyse de la composition corporelle a donc été rendue plus difficile, notamment chez les
males chez qui, méme au début de I’expérimentation animale, la mesure de la graisse sous-
cutanée était impossible du fait de sa tres faible surface. Cette difficulté n’a pas été rencontrée
chez les miniporcs Yucatan femelles.

Dans le cadre de I’article 2 concernant Sarcopig 1, nous n’avons pas pris en compte le groupe
HN en raison du faible effectif de ce groupe en lien avec 1’euthanasie précoce d’un animal
male présentant une dénutrition trés sévere non compatible éthiquement avec une poursuite de
I’expérimentation. L’article 2 présente donc les résultats comparatifs entre le groupe

alimentation standard et le groupe alimentaire restrictive (HN et HP réunis).
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IX. Article 1: High visceral fat is associated with worse survival after

curative liver resection for intrahepatic cholangiocarcinoma

Article Original

High visceral fat is associated with worse survival after curative liver resection for
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Abstract:

The impact of body composition (BC) on the prognosis of resected intrahepatic
cholangiocarcinoma (ICC) has been poorly studied. Aims: 1) to evaluate the prevalence of low
muscle mass (MM) in patients ; ii) to assess the impact of BC on patient overall survival (OS)
and disease-free survival (DFS), and iii) on the incidence of postoperative complications.

All consecutive patients who underwent liver resection for ICC between 2004 and 2016 and
who had preoperative CT scans were included.

Ninety-three patients were included. Sixty percent (55/91) had low total MM. On
multivariable analysis, high visceral fat (HR 2.48, CI195% [1.63; 3.77], p<0.0001), nodules >1
(HR 3.15 [1.67; 5.93], p=0.0004), involvement adjacent organ (HR 6.67 [1.88; 23.69],
p=0.003), and postoperative sepsis (HR 3.04 [1.54; 5.99], p=0.0013) were independently
associated with OS. High visceral fat (HR 2.10 [1.31; 3.38], p=0.002], nodules >1 (HR 3.01,
[1.49; 6.10], p=0.002), postoperative sepsis (HR 5.16 [2.24; 11.89], p=0.0001), ASA score
(p=0.02) and perineural invasion (HR 3.30 [1.62; 6.76], p=0.001) were independently
associated with lower DFS.

Conclusion: 60% of ICC patients had low MM before surgery. High visceral fat, but not
muscle mass, was an independent prognostic factor for poor OS and DFS in European

patients with resected ICC.

Keywords: fat-free mass; malnutrition; adipose tissue; sarcopenia; cancer.

A. Introduction
Intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) is the second most frequent primary malignant liver

tumor (Patel 2001; Witjes et al. 2012). Its incidence is increasing in Europe and North

America (Mavros et al. 2014; Blechacz 2017). The only potentially curative treatment for I[CC
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remains surgical resection with complete removal of tumoral tissue (Sulpice et al. 2012).
However, prognosis remains poor with overall 5-year survival of 30% to 35% (de Jong et al.
2011) and high rates of local and distant recurrence.

Tumoral factors, such as tumor size and number of nodule, nodal or vascular invasion, have
been shown to impact overall survival of patients undergoing curative resection for ICC
(Mavros et al. 2014). However, there is little information regarding the impact of preoperative
malnutrition and body composition on ICC patient survival (Zhou et al. 2015; Okumura et al.
2016). Indeed, sarcopenia (i.e., a loss of skeletal muscle mass and function) is associated with
worse prognosis in patients with primary or secondary liver cancers (van Vledder et al. 2012;
Fujiwara et al. 2015; Voron et al. 2015; Cornet et al. 2015). High visceral fat was
independently associated with poor prognosis in gastrointestinal (Clark et al. 2013; Grignol et
al. 2015; Okamura et al. 2018) and female genital cancers (Iwase et al. 2016; Mauland et al.
2017). Body composition measured on abdominal CT scan at the transversal level of the third
lumbar vertebra (L3) has a prognostic value in cancer patients (Prado et al. 2008).

The aims of the present study were to assess: 1) the prevalence of low muscle mass in patients
who underwent liver resection for ICC, ii) the impact of BC, i.e. muscle mass, visceral,
subcutaneous and intramuscular fat tissues, measured at L3 on CT-scan, on patient overall
survival (OS) and disease-free survival (DFS), and iii) the association of body composition

with the incidence of postoperative complications.
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B. Patients and methods

Patient selection

A monocentric retrospective study was conducted in the Department of Hepatobiliary and
Digestive Surgery at Rennes University Hospital (CHU Rennes), Rennes, France. The study
population included all of the patients who underwent liver resection with curative intent for
ICC between January 1, 2004 and November 30, 2016, and who had analyzable abdominal
CT scan within the three months before surgery. Patients with hepato-cholangiocarcinoma,
gall-bladder cholangiocarcinoma, perihilar and extrahepatic cholangiocarcinoma were

excluded from the analysis.

Clinical data and ICC treatment

Clinical data were collected retrospectively from a prospective maintained database and
included age, gender, comorbidities, body mass index (BMI), preoperative treatments,
American Society of Anesthesiologists (ASA) score, peroperative blood transfusion,
postoperative complications as described by Dindo-Clavien classification (CDC) with CDC
>[Ila being considered severe. Pathological data, such as tumor size, number of nodules,
lymph nodes, perineural invasion, vascular invasion, and surgical margin status were
collected.

Portal vein embolization was indicated when the liver remnant/total liver volume ratio was
<35%. When necessary, induction chemotherapy or intra-arterial Yttrium 90
radioembolization was indicated after a multidisciplinary discussion in order to reduce tumor
volume and get complete RO tumor resection. During surgery, vascular or biliary
reconstructions were performed when necessary to get complete RO tumor resection. Major

hepatectomy was defined by hepatectomy with more than 3 segments.
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Body composition assessment

Body composition parameters were measured at L3 level on abdominal CT scans performed
within the most recent scanner available (median: 26.5 days before surgery, maximum 151
days). This was made in a semi-automated way using the Image]® software (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) (Schneider et al. 2012b). The density
threshold was set between -29 and +150 Hounsfield Units (HU) (Schneider et al. 2012b) for
muscle, and between -190 and —30 HU for fat (Yoshizumi et al. 1999). Measurements were
performed by a single observer (LL). Two measurements were made on two successive slices
of CT scan at the level of L3 and the average of the two areas was considered for analysis.
Abdominal skeletal muscle area (SMA) was measured as the sum of psoas muscle, external
and internal oblique muscles, transverse muscle and paravertebral muscles areas. Skeletal
muscle index (SMI) (cm?/m?) was calculated as SMA/height (m)®. Intramuscular fat was
measured in the same area and distinguished from the muscle by the difference of density.
Visceral fat area (VFA), subcutaneous fat area (SCFA), and intramuscular fat area (IMFA).
Total fat area was calculated as the sum of VFA, SCFA and IMFA. The respective fat indexes
(cm*/m?) (visceral (VFI), subcutaneous (SCFI), intramuscular (IMFI), total fat) were

calculated as normalized by height, as for SMI calculation.

Survival Analysis

Overall survival (OS) was calculated from the date of surgery to the death of the patient. The
survival data were obtained by contact with the patient or, in the event of failure, by phone
calling the civil status office of the municipality of birth. Survival data were collected until
May 2017. Deaths during the 30 days following the surgery were not taken into account for

survival analysis. Survival analysis was censored at 5 years due to the low number of patients
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beyond.

Disease free survival (DFS) was calculated from the date of surgery to the diagnosis of
recurrence. A new lesion on imaging was considered to be a recurrence, without pathological
confirmation.

The primary endpoint was overall survival (OS). Secondary endpoints were disease-free
survival (DFS) and major postoperative complications (Dindo-Clavien classification

=3)(Dindo et al. 2004).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using SAS version 9.4. Continuous variables were
expressed as mean * standard deviation (SD). Means were compared with Student ¢ or
Wilcoxon test when appropriate. Categorial variable were reported as number with percentage
and were compared with either the Pearson y2 test or Fischer’s exact test as appropriate.
Overall survival (OS) and disease-free survival (DFS) rates were calculated using the Kaplan—
Meier method, and differences between curves were evaluated using the log-rank test.
Univariate analysis was performed by Cox proportional hazard model. A multivariable
logistic regression adjusted for the factors with a p-value of <0.2 in the univariate analysis
was performed with a backward stepwise elimination process eliminating all variables that did
not contribute (P value >0.05). Results of the multivariate analysis are shown as hazard ratio
[HR] [95% confidence interval]. A p-value of less than 0.05 was considered significant.

For the variables VFI, IMFI, SCFI and total fat index (adipose tissues), the adjusted hazard
ratio was expressed for 50 cm?’/m’ increase. To define low muscle mass, the cut-offs
previously shown as associated with cancer mortality by Prado et al (Prado et al. 2008) were

chosen: SMI<38.5 cm*/m? in females and SMI<52.4 cm?*/m” in males.
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C. Results
Patient characteristics
Among the 159 eligible patients, 60 patients were excluded because of non-exploitable CT
scans. Thus 93 patients were included for descriptive analysis. The preoperative, operative,
and postoperative data of the 93 included patients are shown in Tables 4, 5 and 6,
respectively. Because body composition differs according to gender (Shen et al. 2004b), all
the patient characteristics (Tables 1 to 4) were presented according to gender. Twenty percent
(n=19) of the patients had neoadjuvant chemotherapy, 1% (n=1) had neoadjuvant

radiotherapy, and 11% (n=11) had neoadjuvant radioembolization.

Body composition

Body composition of patients is reported in Table 4. Sixty percent of the patients (55/91,
missing data=2 because patient’s height for index calculation was missing) had low SMI.
Male patients had a significantly higher BMI than female patients (27.3+4.3 vs. 23.8+5.0
kg/m?, p<0.001) (Table 7). VFI was significantly higher in male than in female (p<0.0001).
Male had higher total fat than female (p=0.0022). No difference was found between male and

female regarding IMFI and SCFI.

Patient survival

Actuarial overall survival rates of female patients at 1, 3 and 5 years were 74%, 52% and
26%, respectively, and OS of male patients at 1, 3 and 5 years were 74%, 37% and 17%,
respectively. Female OS was significantly better than male OS (p=0.02). Actuarial overall
survival was lower in patients with low SMI (p=0.02). Higher VFI, low SMI, gender,
peroperative transfusion, occurrence of post-operative complications, post-operative sepsis,

and >1 tumor, were associated with lower OS in the univariate analysis (Table 8).
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In the multivariable analysis, high VFI, the occurrence of postoperative sepsis, >1 tumor and
involvement of adjacent organ were independently associated with lower OS (Table 8).
Figure 1 showed the difference of OS survival curves for each variation of 50 cm/m” of
visceral fat, groups: VFI < 50 c¢cm?/m?, [50-100 cm?/m?” [, and > 100 cm*/m?* (log rank test
p=0.02) (fig.7).

DFS of female patients at 1, 3 and 5 years were 56%, 35% and 9%, respectively, and DFS of
male patients at 1, 3 and 5 years were 53%, 20% and 11%, respectively. DFS was not
different between male and female (p= 0.8).

Adjuvant chemotherapy, arterial resection, postoperative complications, the occurrence of
postoperative sepsis, >1 tumor, arterial invasion, portal invasion, lymph node involvement,
perineural invasion, high VFI were associated with lower DFS in the univariate analysis
(Table 9). In the multivariate analysis, higher VFI, the occurrence of postoperative sepsis, >1
tumor perineural invasion and ASA score were independently associated with lower DFS
(Table 9). Figure 8 showed the difference of DFS survival curves for each variation of 50
cm’/m® of visceral fat: VFI < 50 cm?/m?, [50-100 cm®/m’[, > 100 cm’/m’® (log rank test

p=0.02) (fig 8).

85



D. Discussion

In this retrospective study, preoperative high visceral fat measured on abdominal CT scan is
associated with worse OS and DFS in patients with resected intrahepatic cholangiocarcinoma.
The other fat tissue areas, i.e. subcutaneous and intramuscular, were not. Unless observed in
61% of patients, preoperative low muscle mass according to validated cut-offs (Prado et al.
2008) was associated with patient survival only in univariate analysis but not in multivariate
analysis. Body composition was not associated with postoperative complications.

In the literature, the impact of body composition, especially fat tissue composition, on the
prognosis of ICC has been poorly studied. Only one study evaluated the impact of body
composition including fat composition on the prognosis of ICC (Okumura et al. 2016). We
found different findings regarding visceral fat. Indeed this retrospective study (Okumura et al.
2016) of 109 patients found that visceral adiposity was not associated with worse patient
survival after resection of ICC (p=0.557). However, the authors calculated the ratio of visceral
fat tissue/subcutaneous fat tissue (VSR) to determine visceral adiposity, and used a cut-off of
VSR resulting from their findings in the studied population. Whereas the method of
abdominal fat measurement from a L3-targeted-CT-scan is well standardized (Yoshizumi et
al. 1999), the cut-offs to define high visceral fat have never been established, whereas they are
for low muscle mass (Prado et al. 2008). Thus, in our study, we chose to consider quantitative
values of VFI rather than determining a cut-off based on our study population. Another bias to
compare the cancer studies between each other is that VFA could be measured at the
umbilicus level (Dai et al. 2007; Nault et al. 2015), or, as we did, at the L3-level (Chakedis et
al. 2018).

Our results regarding VFI were in accordance with Imai et al. (Imai et al. 2018) who found
that the increase in visceral fat volume increased the risk for recurrence of hepatocellular

carcinoma after curative treatment. Schlesinger et al. (Schlesinger et al. 2013) published a
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study on a European prospective cohort about the risk factors for liver and biliary tract cancer,
and found visceral fat as a factor of liver carcinogenesis. High visceral fat increased the risk
of recurrence of HCC after curative treatment (Imai et al. 2018), and high visceral fat was an
independent factor of post-operative complications in patients with HCC (Hamaguchi et al.
2019).

Obesity is a well-known risk factor for many cancers including ICC (Petrick et al.). It is now
well established that muscle mass loss and increase of VFA are better prognosis factors than
body mass index (Martin et al. 2013). Increased VFA is correlated with lower survival in
many cancers such as hepatocellular carcinoma (Fujiwara et al. 2015), rectal cancer (Clark et
al. 2013), melanoma (Grignol et al. 2015), esophagus (Okamura et al. 2018), endometrial
(Mauland et al. 2017) and breast cancers (Iwase et al. 2016). The fact that we found a
different prognostic value between the subcutaneous and visceral fat compartments could be
explained by their different functions. Visceral fat is consider as an endocrine organ and
releases adipokines, leptin and cytokines, e.g. tumor necrosis alpha (TNF-a) and interleukin-6
(I1-6) (McGown et al. 2014). Visceral fat contains more cells and is more vascularized than
subcutaneous fat, and also, have more inflammatory and immune cells (Ibrahim 2010).
Adipose tissue is a reserve of adipose-derived stem cells (Freese et al. 2015). Ong et al (Ong
et al. 2014) identified specific cell-surface markers of adipose-derived stem cells from
subcutaneous and visceral fat. High level of visceral fat leads to the increase in the pro-
inflammatory cytokine and adipokine secretion. Moreover, adipose-derived stem cells secrete
numerous growth factors or cytokines (insulin-like growth factor (IGF), hepatocyte growth
factor (HGF), TGFbl, VEGF, IL8, Bcl-2, and IL10) (Freese et al. 2015). These factors are
linked to cancer progression (Freese et al. 2015). Adipose-derived stem cells interact with
peritumoral adipocytes and cancer cells and increase aggressiveness of the tumor (Freese et

al. 2015). Adipose-derived stem cells play a role in tumor microenvironment through the
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increase of angiogenesis and peritumoral inflammation (Freese et al. 2015). Adipose tissue
has also immune properties. In obese patients, there is evidence that NK cells are depleted and
replaced by proinflammatory cells such as macrophages (Apostolopoulos et al. 2016). Finally,
visceral fat, but not subcutaneous fat, drains into the portal vein transporting the
proinflammatory cytokines into the liver and the general circulation (Florio et al. 2019).
Further studies are needed to better understand the different roles of subcutaneous and
visceral fat in carcinogenesis of liver and biliary tract cancer.

In our study, we did not find any impact on prognosis (OS and DFS) of SCFA or IMFA. Our
results are in contrast with the study of Ebadi and al. (Ebadi et al. 2017) who found that the
subcutaneous fat was an independent predictor of mortality in cancer patients. But the authors
determined their own cut-off index based on their study findings. In accordance with our
findings, Imai et al (Imai et al. 2018) did not found any effect of SCFI on HCC recurrence.
Unless the prevalence of low SMI was high (60%), the multivariable analysis did not show
that preoperative low SMI was independently associated with OS or DFS. Low TMI had
negative impact on postoperative outcome and survival in many cancers, such as pancreatic
cancer (Joglekar et al. 2015; Okumura et al. 2015), colorectal liver metastases (Peng et al.
2011; van Vledder et al. 2012; Lodewick et al. 2015) and HCC (Harimoto et al. 2013b; Voron
et al. 2015). Our results are in contrast with Okumura et al. (Okumura et al. 2016) who found
decreased survival in patients with low SMI after resection of stage I-II1 ICC, and with Zhou
et al. (Zhou et al. 2015). In the later, the authors studied younger patients with hepatolithiasis-
associated ICC, and reported a strong correlation between low muscle mass and OS. In our
study, the proportion of patients with low SMI was similar than in previous studies where the
prevalence of low muscle mass was 50% to 63% (Zhou et al. 2015; Okumura et al. 2016). The

high proportion of patients with low muscle mass in our study could be explained by the fact
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that, as our center is a tertiary referral center, the most severe patients are referred to us, and
often at a more advanced stage of the disease.

Among other factors than body composition, sepsis, involvement of adjacent organ, per
operative transfusion, and >1 tumor were associated with worse OS. These results are in
accordance with previous reports (Hyder et al. 2014; Mavros et al. 2014). Sepsis, >1 tumor,
and perineural invasion were associated with worse DFS after curative liver resection for ICC.
These factors are well known predictive factors for poor DFS (Wang et al. 2013; Mavros et al.
2014).

This study has several limitations. One limitation is that this is a retrospective single-center
study. However, our center is a referral center for the treatment of cholangiocarcinoma, which
is a rare tumor. This could explain the high overall five-year mortality rate and recurrence in
our patients. Another limitation is the missing CT scan due to a lack of availability of images
because they were performed in a private center or because images were not available in a
digital format.

In conclusion, high visceral fat was associated with worse OS and DFS after curative liver
resection for ICC, whereas muscle mass was not. Visceral fat should be considered as a
prognostic marker of mortality and recurrence in ICC. Future prospective studies would also
aim at determining, as for muscle mass, a standardized and validated cut-off, as well as the

mechanisms underlying the impact of high VFA on ICC prognosis.
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Table 4 - Preoperative patient characteristics.

Variables All (n=93) Male (n=70) Female (n=23) P-value
Age >65 (years) 56 (60) 42 (60) 14 (61) 0.94
BMI (kg/m?) ** 26.4+4.6 27.3+43 23.5+ 4.5 <0.0001
ASA  score 92 69 23 0.06

1 16 (17) 8 (12) 8 (30)

2 51 (55) 40 (58) 14(54)

3 22 (24) 19 (27.5) 3(11)

4 3(3) 2(3) 1(4)
Type 1 diabetes ' 7(7) 5(7) 2(8) 1.00
Type 2 diabetes’ 10 (11) 10 (14) 0 (0) 0.06
Ischemic heart disease’ 6 (6) 6 (9) 0 (0) 0.33
CcOPD' 8 (9) 6 (9) 2 (9) 1.00
CRI' 4 (4) 3 (4) 1(4) 1.00
History of cancer’ 19 (20) 16 (23) 3(13) 0.38
Cirrhosis 20 (21) 19 (27) 1(4) 0.02

Data are expressed as n (%) except # mean = SD

ASA, American Society of Anesthesiology; BMI, body mass index; CI, confidence interval;
COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CRI, chronic renal insufficiency.
Missing data * n=3; { n=1
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Table 5 - Operative and postoperative patient characteristics (N=93).

Variables All (n=93) Male (n=70) Female (n=23) P-value
Hepatectomy major 75 (81) 58 (80) 19 (83) 1.00
Peroperative transfusion 20 (21.5) 14 (20) 6 (26) 0.56
Tumor size (cm)** 6.5+2.9 6.4+3.0 6.8+2.5 0.57
Number of tumors " 1.4+0.9 1.4+ 1.0 1.3+0.7 0.73
Microvascular invasion * 36 (39) 30 (43) 6 (27) 0.19
Involvement adjacent organ 4(4) 2(3) 209 0.25
Tumor necrosis * 34 (37) 28 (40) 6 (29) 0.34
Satellite nodules 25(27) 21 (30) 4(17) 0.24
Lymph node involvement 18 (19) 11 (16) 7 (30) 0.14
Perineural invasion * 24 (26) 14 (21) 10 (43.5) 0.03
Type RO/R1/R2 0.51

0 75 (81%) 58 (83%) 17 (74%)

1 17 (18%) 11 (16%) 6 (26%)

2 1 (1%) 1 (1%) 0 (0%)
Adjuvant chemotherapy 14 (15) 9(13) 522 0.32

Data are expressed as number (%) except " mean + SD

Missing data § n=1; { n=2; * n=6
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Table 6 - Postoperative course of the 93 patients

Variables All (n=93) Male (n=70) Female (n=23) P-value
Length of hospital stay (days)” 14.1+9.4 14.9 +10.2 11.9+5.9 0.37
Postoperative complications 50 (54) 37 (53) 13 (56.5) 0.76
Biliary complications 13 (14) 9(13) 4(17) 0.73
Liver failure 5(5) 5(7) 0 (0) 0.33
Sepsis 14 (15) 12 (17) 2(9) 0.50
Pulmonary complications* 3(3) 34 0(0) 0.57
Postoperative haemorrhage* 3(3) 1 (1) 209 0.15
Postoperative complications 19 (20) 13 (19) 6 (26) 0.55

Clavien-Dindo > 3

Data are expressed as number (%) except " mean + SD

Missing data * n=1

93



Table 7 - Body composition data of the 93 included patients

Variables All (n=93) Male (n=70) Female (n=23) P -value
SMI (cm?/m?) ~ 47.1+9.3 499+8.5 382+5.7 <0.0001
Low SMI * 55 (60) 43 (62) 13 (54) 0.51
SCFI (cm?/m?) 55.2+289 55.4+27.3 54.6 £34.2 0.68
VFI (cm?m?) * 57.3+289 67.7+33.1 24.5+£16.8 <0.0001
IMFI (cm?/m?) 8.6+5.0 89+53 7.7+3.7 0.32
Total fat index (cm?m?) ' 121.8 +£56.6 133.1 +£54.5 86.6 +49.2 0.0008

Data are expressed as number (%) except # mean = SD

IMFI, intramuscular fat index; SCFI, subcutaneous fat index; SMI, skeletal muscle index;
VFI, visceral fat index

Missing data * n=2; { n=7
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Table 8 - Univariate and multivariate analysis of preoperative, intraoperative and
postoperative variables associated with overall survival

Variables Univariate analysis Multivariate analysis
Hazard Ratio P-value Hazard Ratio P-value
[95%CI] [95% CI]
Gender 2.43[1.10; 5.40] 0.029
Age > 65 years 1.16 [0.70; 2.02] 0.6
BMI 1.04[0.98; 1.10] 0.19
Score ASA 0.47
1 1
2 1.18 [0.53; 2.61]
3 1.80 [0.76; 4.26]
4 1.72 [0.36; 8.19]
Neoadjuvant treatment 1.10[0.57; 2.15] 0.77
Peroperative transfusion 1.91 [1.06; 3.45] 0.03
Major hepatectomy 2.1910.98; 4.86] 0.05
Arterial resection 1.00[0.24; 4.10] 0.99
Postoperative complications 2.10[1.18; 3.74] 0.01
Postoperative complications 1.28 [0.68; 2.40] 0.44
(Clavien-Dindo >3)
Postoperative sepsis 2.63 [1.39; 4.94] 0.003 3.04 [1.54; 5.99] 0.001
>1 tumor 2.70 [1.50; 4.83] 0.0009 3.15[1.67; 5.93] 0.0004
Arterial invasion 1.43 [0.35; 5.93] 0.62
Portal invasion 1.66 [0.74; 3.71] 0.21
Adjacent organ involvement 2.19[0.68; 4.86] 0.2 6.67[1.88; 23.69] 0.003
Lymph node involvement 1.64 [0.87; 3.08] 0.12
Perineural invasion 1.33[0.73; 2.41] 0.35
Cirrhosis 1.59 [0.85; 2.95] 0.14
Type RO/R1/R2 0.69
0 1
1 0.71 [0.32; 1.57]
2 1.12 [0.15; 8.20]
Adjuvant chemotherapy 1.70 [0.87; 3.34] 0.12
SMI (cm?/m?) 0.04
>38,5 ecm?*/m? (F) or >52.4 cm¥m? (M) 1
< 38,5 cm*¥m? (F) or < 52.4 cm*m? 0.56 [0.32; 0.99]
M)
IMFT (50 cm?/m?) 6.56 [0.54;79.54] 0.14



VFI (50 em?m?) 1.97[1.30;2.99]  0.0013 2.48[1.63; 3.77] <0.0001
SCFI (50 cm¥m?) 1.02[0.66; 1.60] 0.9

Total Fat index (50 cm?*/m?) 1.60 [1.02; 2.52] 0.04

BMI, body mass index; CI, confidence interval; IMFI: intramuscular fat index; SCFI: subcutaneous fat
index; SMI, Skeletal muscle index; VFI, visceral fat index

* HR is expressed for a 50-point increase
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Table 9 - Univariate and multivariate analysis of preoperative, intraoperative and
postoperative variables associated with disease-free survival (n=99).

Variables Univariate Analysis Multivariate analysis
Hazard Hazard Ratio [95%CI]
[95%CI] P-value P-value
Gender 1.08 [0.59; 1.99] 0.80
Age > 65 years 0.88 [0.52; 1.51] 0.65
BMI 1.02 [0.96; 1.08] 0.57
Score ASA 0.16
1 1 0.02
2 0.49 [0.25; 0.94] 0.31[0.14; 0.65]
3 0.61 [0.29; 1.30] 0.55[0.22; 1.41]
4 0.29 [0.04; 2.19] 0.24[0.03; 2.02]
Neoadjuvant treatment 1.08 [0.54; 2.16] 0.83
Peroperative transfusion 1.3210.69; 2.51] 0.40
Major hepatectomy 1.820.89; 3.75] 0.10
Arterial resection 5.37[1.60; 18.02] 0.006
Postoperative complications 2.30[1.31; 4.04] 0.0036
Postoperative complications 1.54 [0.84; 2.84] 0.17
(Clavien-Dindo = 3)
Postoperative sepsis 3.08 [1.60; 5.90] 0.0007 5.16[2.24; 11.89] 0.0001
> 1 tumor 2.81[1.55;5.08] 0.0006 3.01[1.49;6.10] 0.002
Arterial invasion 5.42[1.61; 18.23] 0.006
Portal invasion 2.25[1.01; 5.03] 0.047
Lymph node involvement 3.64 [1.99; 6.64] <0.0001
Perineural invasion 2.71[1.53;4.79] 0.0006 3.30[1.62;6.76] 0.001
Cirrhosis 0.90 [0.45; 1.80] 0.77
Type RO/R1/R2 0.46
0 1
1 1.22[0.63; 2.37]
2 3.25[0.44; 24.15]
Adjuvant chemotherapy 3.06[1.62;5.77] 0.0005
SMI (cm?/m?) 0.9
<38,5 cm*m? (F) or < 52.4 cm*m? (M) 1.04 [0.59; 1.83]
>38,5 cm?*/m? (F) or >52.4 cm*m?> (M) 1
IMFTI (50 cm?/m?) 4.09 [0.29; 57.74] 0.30 7



VFI (50 em?m?) 2.10[1.31; 3.38] 0.03  2.25[1.45;3.51] 0.002

SCFI (50 cm*m?) 0.95 [0.6; 1.51] 0.83

Total fat index 1.35 [0.83; 2.18] 0.23
(50 cm?/m?)

BMI, body mass index; CI, confidence interval; IMFI, intra muscle fat index; SCFI, subcutaneous fat
index TMI, total muscle index VFI, visceral fat index
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Figure legends
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Figure 7 - Overall survival according to visceral fat index between the 3 groups: VFI <

50 cm/m’ (blue line), [50-100 cm/m?[ (green line), and > 100 cm/m’ (red line) after liver

resection with curative intent in patients with intrahepatic cholangiocarcinoma. Log

rank test, p=0.03.
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Cette premiere partie du travail de thése a permis de mettre en lumiere le role crucial de la
composition corporelle sur le pronostic du CIH. Il a pu mettre en évidence le rdle, non pas de
la masse musculaire abaissée comme dans d’autres études (Zhou et al. 2015; Okumura et al.
2016), mais de ’augmentation de la graisse viscérale sur la survie des patients. Il est tres
probable qu'il existe chez le patient atteint de CIH un dialogue entre le muscle, le tissu
adipeux et la tumeur (Baracos et al. 2018). Cependant celui-ci est actuellement
incomplétement connu. La composition corporelle pourrait également influencer la réponse
au traitement médical des cancers. Notre travail suggere que 1'évaluation de la composition
corporelle devrait étre intégrée systématiquement a 1'évaluation préthérapeutique (chirurgie ou

chimiothérapie) globale de tout patient atteint de cancer, et notamment de cancer du foie.

Les modeles animaux de sarcopénie ou de dénutrition sont nombreux parmi les rongeurs. A
notre connaissance, il n’existe pas de modele de dénutrition par restriction protéino-
énergétique proche du marasme observé chez I'Homme chez le gros mammifere, donc chez le
miniporc. La deuxieme partie du travail de recherche a donc consisté en la mise au point d’un
modele de dénutrition marasmique chez le miniporc Yucatan a I’aide d’une alimentation
hypocalorique et hypoprotéique en le caractérisant sur les plans de la composition corporelle
et du phénotype musculaire. Au cours du travail de recherche, nous avons également voulu
tester un autre type d'alimentation restrictive : hypocalorique/normoprotéique. Les résultats ne
sont pas présentés dans I’article 2 en raison du faible effectif de ce groupe en lien avec
I’euthanasie précoce d’un animal male présentant une dénutrition trés sévere non compatible
¢thiquement avec une poursuite de I’expérimentation. La troisieme partie de ce travail de
thése a consisté en la mise au point d’un modele d’obésité sarcopénique chez le miniporc
Yucatan obése. Les résultats ne sont pas présentés dans ce travail de these car ils sont en cours

d’analyse mais feront également 1’objet d’une publication.
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X.  Article 2 (Sarcopigl): The Yucatan minipig model: A new
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ABSTRACT

Introduction. Severe malnutrition promotes sarcopenia exposing patients to adverse
outcomes and a higher mortality risk. The Yucatan minipig, closest to human physiology than
the rodent model, could be a pertinent and innovative experimental model for studying the
physiopathology and consequences of severe malnutrition.

Aim: To determine if a low calorie/low protein diet (LC/LP) can reproduce marasmus
malnutrition in Yucatan minipigs.

Methods. 11 Yucatan minipigs were subjected to two different diets for 8 weeks: a standard
control diet (ST) (10.33 MJ/kg and 15% protein, n=5) and a low-calorie / low-protein diet
(LC/LP) (5.18 MJ/kg and 8.6% protein, n=6). Body composition was measured by CT-scan
before (TO) and after 8 weeks of diet (T8). Trapezius and biceps femoris muscles were
harvested at the end of protocol to perform histological and molecular analyses. Short-chain
Fatty Acids (SFA) and gut microbiota diversity were analyzed at TO and T8.

Results. 8 weeks of LC/LP diet significantly reduces body weight compared to baseline (-
12.3%, P=0.03). After 8 weeks, LC/LP animals exhibit a significant reduction of
retroperitoneal fat and skeletal muscle surface areas (P=0.03 and P=0.047, respectively),
whereas these parameters remain unchanged in ST animals. These reductions are associated
to lower fiber CSA in ftrapezius and biceps femoris of LC/LP animals compared to ST
(P<0.001 and P=0.003, respectively). LC/LP diet promotes an increase of AMPK
phosphorylation in trapezius and biceps femoris (P=0.05), but does not affect cytochrome c
and COX IV protein content, markers of mitochondrial content. SFA remained unchanged
after 8 weeks of LC/LP diet but Chao 1 index showed a decreased alpha diversity.

Gene and proteins involved in ubiquitin-proteasome system (i.e. ubiquinated proteins,
MAFbx, MuRF1) and apoptosis (i.e. Bcl2, Bax) remain unchanged after 8 weeks of LC/LP
diet both in trapezius and biceps femoris. Akt phosphorylation increases in LC/LP group
compared to ST group in trapezius (P=0.05) and biceps femoris (P=0.009), whereas 4EPB1
and P70S6K protein content remain unaffected.

Conclusions. All these findings support that this experimental minipig model of severe
malnutrition is valid to mimic changes in body weight, body composition and muscle mass

occurring in human protein-energy marasmus malnutrition.
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A. Introduction

The medical costs due to diseases associated with malnutrition are evaluated at more than 31
billion dollars in Europe and 9.5 billion dollars in the United States of America (Inotai et al.
2012; Snider et al. 2014). Among the different forms of malnutrition, the protein-energy
malnutrition is observed in several clinical situations including anorexia nervosa, cancers,
cirrhosis, inflammatory bowel disease, chronic renal failure, but also in some forms of obesity
(Barazzoni and Gortan Cappellari 2020; Risi et al. 2021). Malnourished patients frequently
exhibit sarcopenia, defined as a loss of muscle mass and strength and physical performance,
exposing them to adverse outcomes and a higher mortality risk (Cederholm et al. 2017b;
Sieber 2019).

The cellular mechanisms involved in the loss of muscle mass have been extensively explored
in sarcopenia related to aging, cancer or immobilization (Brioche and Lemoine-Morel 2016;
Pierre et al. 2016a; Miyamoto et al. 2016). The loss of muscle mass results from an imbalance
of myofibrillar protein turnover, both due to an exacerbation of proteolysis and/or a reduction
of protein synthesis in muscle fibers. On one hand, proteolysis can be exacerbated due to an
activation of calpains, cathepsins, caspases, ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome
systems, which act synergistically to stimulate protein breakdown (Bechet et al. 2005; Pierre
et al. 2016b). On the other hand, an alteration in the activity of the PI3K/Akt/mTORCI
signaling pathway is identified as playing a key role in the reduction of protein fractional
synthesis rate (FSR) in atrophied skeletal muscle (Guillet et al. 2004; Paddon-Jones et al.
2006; White et al. 2011). Muscle apoptosis is also likely to play an important role in the
reduction of protein synthesis in atrophied skeletal muscles, even if a debate still exists about
the muscle cell population where it occurs (i.e. myofibers, satellite cell, endothelial cells)
(Allen et al. 1996; Gundersen and Bruusgaard 2008; Wang et al. 2014). In undernourished
patients, these cellular mechanisms could be activated both by a protein-energy deficit (e.g.
anorexia nervosa) or/and to the hypermetabolism related to diseases (e.g. liver cirrhosis,
cancer, inflammatory bowel disease, critical illness). Interestingly, gut microbiota dysbiosis is
reported in anorexia nervosa patients with marasmus malnutrition (Hanachi et al. 2019a), but
also in mice and patients exposed to low protein diet (Smith et al. 2013a; Masuoka et al.
2020). Such dysbiosis has been recently proposed as playing a potential role in sarcopenia
development (Zhao et al. 2021a).

During the last decade, several experimental models have been developed, essentially in

rodents, to better understand the cellular mechanisms involved in sarcopenia related to
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undernutrition. Some of these rodent models reproduce the hypermetabolism related to
chronic diseases (Campos et al. 2018; Dong et al. 2021), others induce a drastic protein-
energy restriction to mimic marasmus or kwashiorkor syndrome (van den Hoek et al. 2019;
Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B.U. Nisa, et al. 2021). Though, the rodent models present
several limitations related to their phylogenetic distance and significant differences compared
to humans in terms of eating behavior, circadian rhythm and general anatomy. These
discrepancies can make the transposition and analogy to humans difficult when studying the
physiopathological mechanisms of malnutrition. The minipig has recently emerged as an
alternative and innovative experimental model to explore physiological mechanisms related to
malnutrition, including amino acids metabolism or eating behavior (Polakof et al. 2018b; Val-
Laillet 2019). Except for the non-human primates, the pig presents the advantage to be the
experimental model the closest from human physiology among all the animal models used in
nutrition research (Miller and Ullrey 1987b). Finally, minipigs are smaller than the standard
pigs and offer the possibility to explore at the adult age the body composition with the same
devices as in humans, such as the computed tomography (CT scan) (Val-Laillet et al. 2010).

A dysbiosis of the gut microbiota has been demonstrated with malnutrition especially in
anorexia nervosa patients with marasmus malnutrition (Hanachi et al. 2019b). In a study
performed in mice, a dysbiosis was observed in mice fed with low protein diet (Masuoka et al.
2020). Another study showed the key role of microbiota in malnutrition type Kwashiorkor
and suggested the gut microbiota should be the causal factor of Kwashiokor syndrome (Smith
et al. 2013). Sarcopenia is also known to be associated with altered gut microbiota (Zhao et al.
2021).

Therefore, the purpose of the present study was to develop with the minipig an innovative
diet-induced preclinical animal model of malnutrition. To validate this experimental model,
and to mimic the human marasmus malnutrition, we determined in Yucatan minipigs the
effects of a low calorie/low protein (LC/LP) diet on body composition, gut microbiota, blood
clinical markers of malnutrition and skeletal muscle phenotype. We hypothesized that LC/LP
diet can mimic a protein-energy undernutrition close to human marasmus, as especially

observed in anorexia nervosa.

B. Materials and methods

Animal experiments were approved by The Regional Ethics Committee in Animal Experiment of

Brittany (APAFIS # 16413-2018080711214660 v2) and validated by the French Ministry of
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Research in accordance with the current ethical standards of the European Community
(Directive 2010/63/EU as amended by Regulation (EU) 2019/1010). All experiments were
performed at the INRAE UE3P experimental facilities for pig physiology and phenotyping,
under Agreement No. C35-275-32 and individual Authorization No. 35-88 (DVL).

Animals and diet. Eleven 30-month-old Yucatan minipigs were randomly distributed into
two experimental groups: a standard diet group (ST, n=5) and a low calorie/low protein diet
(LC/LP, n=6). Two types of isocaloric diets were used for the experiments: a standard diet
(10.33 MJ/Kg, 15% protein) and a low-protein diet (10.37 MJ/kg, 8.6% protein). The
composition of the 2 types of feed is detailed in Table 10. ST ration was calculated on the
basis of the metabolic weight (MW=LW"" where LW is the live weight in kg) of the
animals, energy requirements and the energy composition of the feed. The normal energetic
ration for a normal-weight adult Yucatan minipig is 0.3017 MJ/kg of MW. LC/LP diet
consisted in half of this daily ration, that is to say 0.1508 MJ/kg. The feed ration for each
animal was calculated and corrected on individual weight every 2 weeks. All animals were
housed in individual pens (120 cm x 85 cm) with standard conditions for temperature (22-
23°C), light/dark cycle (12h/12h) and a free access to tap water. The animals were weighed at
the beginning, and then every two weeks until the end of the experiment. After 8§ weeks of
diet, minipigs were sacrificed with electronarcosis followed by immediate exsanguination.
Skeletal muscles (i.e. Biceps Femoris, Trapezius) were harvested immediately after
euthanasia, weighed and frozen in liquid nitrogen or fixed in 4% paraformaldehyde (PFA).
Blood was centrifuged (1500g for 10 min) for plasma collection. Stool samples were collected

at TO and at the end of the protocol.

Computed tomography-scan (CT scan) body composition measurement. CT-scan were
performed under general anesthesia at the beginning of the experiment (T0) and after 8 weeks
of diet (T8) as previously described (Val-Laillet et al. 2010, p.). Briefly, cross-sectional scans
were acquired at the thoracic vertebra T13 to determine adipose tissue and muscle (.e
Longissimus dorsi, Psoas major and large muscle) cross-sectional area (CSA). As described
by Val-Laillet et al 2010, intra-abdominal fat can be distinguished into two compartments:
visceral fat and retroperitoneal fat. Visceral fat is known for its metabolic properties. In our
study, retroperitoneal fat was only considered because of major feces artefacts and the

thinness of some pig which represents a bias. CSA were measured using ImageJ software
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(National Institutes of Health, Rockville, MD, USA). As in humans, a muscle density range
for CT-scan was considered between -29 and +150 Hounsfield units (HU) and a fat density

range was considered between -190 and -30 HU.

Plasma analyses. C-Reactive Protein (CRP) levels were determined using ELISA kit
purchased from Immunology Consultant Laboratory (Portland, USA). Alanine
aminotransferase (ALAT), aspartate aminotransferase (ASAT), urea, creatinine, glucose, and
albumin were measured using a Konelab automated system and specific detections kits for

each parameter purchased from Thermo Fisher Scientific (Illkirch, France).

Gut microbiota. Microbial DNA from the feces of the minipigs was extracted using the ZR
Fecal DNA MiniPrepTM Kit (ZymoResearch) following the manufacturer's
recommendations. We then measured the concentration of DNA extracted by reading the
optical density of samples at 260 nm using a nanospectrophotometer (Denovix). The 16S
ribosomal DNA was then amplified by PCR using the V3 and V4 primers specific for the
gene encoding bacterial 16S rRNA. The integrity of this amplification was verified by
electrophoresis. The samples were then sent to the Genotoul platform in Toulouse for
sequencing. Bacterial sequences were (analyzed using Frogs software available on the Galaxy
server. The indexes used were Chaol (to analyze the richness of the microbiota according to
the number of Operational Taxonomic Units (OTU)) and the Shannon index (to assess the

homogeneity of the microbiota by taking into account the richness and diversity)
Measurement of Short Chain Fatty Acids (SCFA):

The SCFA assay was carried out from part of the feces samples using the gas
chromatographic separation technique described by Jouany et al. 1981. The different SCFA
that were assessed are: acetic acid (C2), propionic acid (C3), isobutyric acid (IC4), isovaleric

acid (IC5), valeric acid (C5), isocaproic acid (IC6) and caproic acid (C6).

Histological analyses. Biceps femoris and trapezius muscle samples were fixed in formalin,
embedded in paraffin and then sectioned into serial 10-um-thick sections using a LEICA
microtome. These sections were then stained with hematoxylin-eosin. Image acquisitions
were performed at x10 magnification using a microscope (Nikon Eclipse 801) and analyzed
using ImagelJ software (Schneider et al. 2012a)Six muscle fields per animal were analyzed,

and all muscle fibers in each group were pooled for statistical analysis (600-900 fibers/group).
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RNA extraction and RT-qPCR. Total RNA from trapezius and biceps femoris were
extracted using Qiagen RNeasy Plus Universal Mini Kit according to the manufacturer’s
protocol. RNA amounts were determined by Denovix spectrophotometer, and RNA quality
was controlled using the Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).
Reverse transcription reaction (RT) was carried out on 1 pug of total RNA (IScript reverse
transcription, 170-8840). Then, real-time PCR experiments were performed on RT products in
a final volume of 12.5 pl containing: 2.5 pl of cDNA (diluted at 1/40), 0.75 pl of primers (5
uM) and 6.25 pl of SYBR® Green Supermix (1725271, Biorad) and 3 pl of ultrapure water.
Experiments were monitored in CFX Real-Time machine (Biorad). The expression of target
genes was normalized to reference genes and the relative expression was calculated using the
AACt method. Primer sequences are listed in Table 11. The reference genes were TATAbox
Binding Proteinl (7bpl), ribosomal protein L4 (Rp/4) and hypoxanthine
phosphoribosyltransferasel (Hprtl).

Cytosolic protein extraction. Skeletal muscles were grounded in liquid nitrogen and the
obtained powder was used to perform extraction. Cytosolic protein extraction was performed
from trapezius and biceps femoris in cold lysis buffer containing 10.0 mM Tris-HCI, pH 7.4,
0.5 M sucrose, 50.0 mM NaCl,5.0 mM EDTA, 30.0 mM Na4P207, 1% NPosP-40, 0.25%
sodium deoxycholate, 50.0 mM NaF, 100.0M sodium orthovanadate, and protease inhibitor
cocktail (51/ml, P8340; Sigma, St. Louis, MO). The samples were homogenized using a
Polytron homogenizer at 4°C. Each sample was then incubated on ice for 30 min followed by
10 s of sonication. The homogenates were then transferred to microcentrifugation tubes and
centrifuged at 12,000g for 12 min at 4°C. The protein concentration of the supernatant was

determined by a Lowry assay using bovine serum albumin as a standard.

Western blotting. Samples were diluted in SDS-PAGE sample buffer (50 mM Tris-HCI, pH
6.8, 2% SDS, 10% glycerol, 5%-mercaptoethanol, and 0.1% bromophenol blue) and heated
5 min at 95°C until analyses. Samples containing 50 ug of proteins were resolved on 10% or
12.5% SDS-PAGE. The proteins were transferred at 240 mA for 90 min onto a 0.2-um
nitrocellulose membrane. Membranes were blocked with 5% BSA or non-fat dry milk in Tris-
buffered saline/0.05% Tween-20 (TBST) for 1h at room temperature. Membranes were
incubated overnight at 4°C with appropriate primary antibodies (Table 12). Thereafter,
membranes were washed with TBST and incubated for 1h at room temperature with infrared
dye-conjugated secondary antibodies (LI-COR, Lincoln, NE). After being washed, blots were
captured using the Odyssey Imaging System (LI-COR). All blots were scanned, and
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densitometry analysis of the bands was conducted using GS-800 imaging densitometer and
Quantity One software (Bio-Rad Laboratories, Inc.). All blots were corrected for loading

based on the HSC70 expression.

Statistical analyses. All data are presented as the mean + standard deviation (SD). Mann-
Whitney test was performed to explore the effects of low-calorie/low-protein diet compared to
standard diet on histological and biological parameters. A Wilcoxon signed-rank test was
performed to explore the same effects on body weight and data obtained with CT-scan. For all
statistical analyses, the significance level was set at 0.05. Data were analyzed using the
statistical package GraphPad Prism version 8.00 for Windows (GraphPad Software, La Jolla,

California).

C. Results

Effects of LC/LP diet on body weight and body composition. Body weight and body
composition variations before and after 8 weeks of standard or LC/LP diet are shown in
Figure 9. While the ST diet had no effect on body weight, we report a significant weight loss
after 8 weeks of LC/LP diet (-12.3%, p=0.03, Fig. 9A). We observed a significant decrease in
muscle CSA determined by CT-scan after 8 weeks of LC/LP diet (-4.8%, P=0.03, Fig. 9E),
whereas this parameter remained unchanged in the ST group (Fig. 2B). Similarly, a
significant reduction in retroperitoneal fat area occurred after 8 weeks of LC/LP diet (-48%,

P=0.03, Fig. 9F), while this parameter remained unaffected in the ST group (Fig. 9C).

Effects of LC/LP diet on muscle fiber size. Muscle fiber cross-sectional area (CSA)
histological analyses were performed both in biceps femoris and trapezius muscles. These
results are shown in Figure 10. We observed that muscle fiber CSA was significantly lower in
the LC/LP group compared to the ST group both in trapezius (P<0.001, Fig. 10A-C) and in
biceps femoris muscles (P<0.001, Fig. 10D-F).

Effects of LC/LP diet on plasma biochemical parameters. The data of plasma biochemical
analysis is presented in Table 13. Urea plasma level significantly decreased in the LC/LP
compared to the ST group (- 30.5%, p=0.008), while the plasma creatinine level significantly
increased (+14.5 %, p=0.017). Plasma albumin and glucose levels did not differ between
LC/LP and ST groups. ASAT levels were significantly lower in the LC/LP group compared to
the ST group (-48.3%, P=0.016), whereas LC/LP diet decreased plasma ALAT levels (-
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29.4%, P=0.05). Plasma CRP levels remained unchanged in LC/LP compared to ST groups

after 8 weeks of diet.

Effects of LC/LP diet on signaling pathways involved in energy metabolism and muscle
atrophy. LC/LP diet significantly increased the phosphorylation of AMPK both in trapezius
and biceps femoris (p=0.051, Figure 11B and D). COXIV and cytochrome c protein levels
remained unchanged after 8 weeks of LC/LP diet both in trapezius and biceps femoris
(Figure 11B and D). After 8 weeks diet, protein ubiquitination, as well as MuRF1 and MAFbx
mRNA and protein levels, did not differ between ST and LC/LP groups (Figure 11B and D,
Figure 12). Whereas phosphorylation of 4EBP1 and P70S6K protein remained unaffected
after 8 weeks of LC/LP diet, we observed a significant increase of Akt phosphorylation levels
both in trapezius and biceps femoris (P=0.05 and P=0.0087, respectively, Figure 11B and D).
Protein expression of Bax and Bcl-2 apoptotic factors did not differ between ST and LC/LP
groups whatever the skeletal muscle explored (Figure 11B and D). mRNA levels of myostatin
tended to decrease in trapezius muscle (Figure 12A), whereas no significant changes were

reported in biceps femoris (Figure 12B).

Effects of LC/LP diet on gut microbiota. The Chao 1 alpha diversity index was not
significantly different between ST group and LC/LP group. At T8, a significant decrease in
the Chao 1 index was observed in the LC/LP group. Statistically, no significant difference

was observed between the two groups regarding the Shannon index.

D. Discussion

The objective of the present study was to develop an experimental and innovative preclinical
preclinical model of protein-energy malnutrition, i.e. marasmus, in the Yucatan minipig, and
to characterize the skeletal muscle phenotype and the cellular mechanisms involved. We
observed that the LC/LP diet decreased body weight, abdominal fat mass and muscle mass
determined by CT-scan, as well as hypercreatinemia and hyporurea, supporting the validity of
our model to mimic the clinical picture of malnourished patients. The concomitant reduction
of muscle fiber CSA reported in both biceps femoris and trapezius, combined with CT-scan
data also support that our malnutrition model causes sarcopenia. To comfort this hypothesis,
we also aimed to measure muscle strength using the twitch technique (Childers et al. 2011).
Unfortunately, the results could not be correctly analyzed due to artifacts responsible for

important measure variability.
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The recent GLIM (Global Leadership Initiative on Malnutrition)consensus report defined that
a severe malnutrition occurs when a patient exhibit a body weight loss higher than 10% in the
last 6 months (Cederholm et al. 2019). In the present study, we observed a weight loss higher
than 10% in minipigs after 8 weeks of LC/LP diet, which supports a severe malnutrition state.
The longitudinal exploration of body composition by CT-scan also showed reductions both in
abdominal fat mass and in muscle CSA in LC/LP animals, which confirms this state of severe
malnutrition. In parallel, we measured the evolution of muscle fiber CSA in biceps femoris
and trapezius, two skeletal muscles with distinct contractile phenotypes. The trapezius
possesses indeed a majority of slow twitch fibers, whereas biceps femoris expresses a
majority of fast twitch fibers (Petersen et al. 1998). Here, we report that LC/LP animals
exhibited smaller muscle fiber CSA in both biceps femoris and trapezius, which is in
agreement with our CT-scan data. These results confirm that our malnutrition model leads to
muscle alterations compatible with sarcopenia. Our objective was to measure muscle strength
using the twitch technique(Childers et al. 2011). Unfortunately, the results are not presented
here due to artifacts responsible for important differences that did not allow interpretation of
the results.

We measured in plasma samples from minipigs the standard blood biomarkers commonly
used for diagnosing malnutrition during hospital stays. We first observed that LC/LP animals
displayed low plasma urea levels. Protein restriction is well known to affect urea-cycle
enzymes, and our results are in accordance with low levels of plasma urea reported in children
suffering from kwashiorkor (Srikantia et al. 1964; Taiwo and Thomas 1992), but also with
kinetics of plasma urea levels determined in rodent or pig models of low-protein diet
(Madeira et al. 2016; Masuoka et al. 2020). Loss of muscle mass is generally associated to
decrease in plasma creatinine levels in undernourished children and patients (Hari et al.
2007), bedridden patients (Bilancio et al. 2014) or sarcopenic older adults (Kameda et al.
2021). Contrary to these data, we observed in increase of plasma creatinine levels in samples
from animals exposed to 8 weeks of LC/LP diet. Such an increase could be explained by a
renal dysfunction concomitant to muscle mass loss.. Indeed, renal dysfunction is generally
reported in different forms of protein-energy malnutrition (Paniagua et al. 1980; Riva et al.
2021). We also observed that plasma albumin levels remained unchanged in LC/LP minipigs,
similarly to previous studies in malnourished animals with a low-protein diet (Hubert et al.

2000; Wada et al. 2018; Masuoka et al. 2020). All these data associated with the lack of
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change in plasma CRP levels support that our experimental model is a severe malnutrition
model close to marasmus, with no systemic inflammation.

Few scientific data are currently available concerning the cellular mechanisms involved in
sarcopenia related to protein-energy malnutrition. Deficit in cellular energy is associated with
an activation of the energy sensor AMP kinase (AMPK). In the present study, we first
observed an activation of AMPK both in biceps femoris and trapezius. These results
demonstrate that skeletal muscle is sensitive to the protein-energy deficit induced by our
experimental model, which is coherent with a recent study reporting also an activation of this
energy sensor in malnourished rats (Hirabayashi, Nakanishi, Tanaka, B.U. Nisa, et al. 2021).
In physiological situations like physical exercise, the transient energy deficit and concomitant
activation of AMPK promotes muscle adaptations to stimulate mitochondrial activity and
oxidative metabolism (Jdger et al. 2007). Under protein-energy malnutrition and chronic
energy deficit in skeletal muscle, we observed that both cytochrome ¢ and COV 1V protein
content, markers of mitochondrial density, remain unchanged in biceps femoris and trapezius.
The fact that the energy deficit is chronic, and not followed by substantial nutrient intake
conversely to exercise, probably contributes to explain this inability of skeletal muscles to
promote mitochondrial biogenesis under severe malnutrition. These results are finally in
accordance with the fact that marasmic patients (e.g. anorexia nervosa) exhibit clear
reductions of resting energy expenditure to adapt themselves to chronic underfeeding and
physical hyperactivity (de Zwaan et al. 2002; Marra et al. 2005).

The muscle atrophy we observed in minipigs after 8 weeks of LC/CP diet can be explained
both by reduced protein synthesis and/or increased proteolysis. Protein synthesis is mainly
regulated by the Akt/mTORCI signaling pathway that promotes translation initiation and
ribosomal protein synthesis respectively through the activation of 4EBP1 and p70S6K (Yoon
2017b). In the present study, we did not report any changes in activation of 4EBP1 and
p70S6K both in biceps femoris and trapezius. However, protein FSR is known to be reduced
in skeletal muscle of malnourished animals (Wykes et al. 1996b; Salles et al. 2017). The fact
that we explored 4EBP1 and p70S6K activation in basal state, and not challenged by insulin,
could in part explain the lack of changes we report in the present study. We cannot also
exclude that exploring these signaling pathways after 8 weeks of energy-protein restriction
could be too late to observe significant changes in skeletal muscles. Akt activation is known
to stimulate mTORCI1 to activate protein synthesis in response to insulin (Yoon 2017b). Here,
we observed an activation of Akt in biceps femoris and trapezius in malnourished minipigs.

The trends for downregulation of muscle mRNA myostatin levels we report in muscle of
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malnourished minipigs may play a role in Akt activation since this transforming growth factor
is recognized to negatively regulate the activity of Akt (Rodriguez et al. 2014). Even if
previous studies observed a similar activation of Akt in energy-restricted rodents (Gavete et
al. 2005; van den Hoek et al. 2019), this result should have impacted mTORCI1 signaling
pathways, and especially 4EBP1 and p70S6K. The activation of Akt in skeletal muscle from
undernourished minipigs suggest that muscle insulin sensitivity may be improved to allow a
better muscle glucose uptake via the action of Akt on GLUT4 translocation (Gavete et al.
2005). The lack of impact of Akt on protein synthesis could be explained by the concomitant
activation of AMPK, recognized as an inhibitor of muscle protein synthesis through the
down-regulation of mTOR signaling, and this downstream of the action of Akt (Bolster et al.
2002). Several mechanisms also contribute to proteolysis in atrophied skeletal muscle,
including the activation of calpains, caspases, ubiquitin-proteasome and autophagy-lysosome
systems (Pierre et al. 2016a). In the present study, we did not observe changes of
ubiquitinated proteins and the ubiquitinase ligase MuRF1 in undernourished minipigs.
Similarly to protein synthesis markers, we cannot exclude that proteolysis is mainly activated
during the first day and weeks of energy-protein restriction, and that exploring these signaling

pathways is too late after 8 weeks to observe this phenomenon.

In summary, our results support that our experimental minipig model of severe malnutrition is
valid to mimic changes in body weight, body composition and muscle mass occurring in
human protein-energy malnutrition. The standard blood biomarkers we measured suggest that
our model is close to marasmus and severe malnutrition observed in anorexia nervosa. This
study opens new perspectives to improve the understanding of sarcopenia occurring in severe

malnutrition, and improve the management of malnourished patients.
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Table 10 - Composition and nutritional values of the two isocaloric feeds used in the
experiments to feed the minipigs subjected to a standard diet (ST) or low-calorie/low-

protein (LC/LP) for 8 weeks

Standard feed Low-protein feed

Soft Wheat (%) 10 30,77
Barley (%) 33 10
Soft wheat bran (%) 25 25
Soybean hulls (%) 12 12
Dry beet pulp (%) / 5
Soybean meal 48 (%) 6 /
Unshelled sunflower meal (%) 10 /
Molasses (%) 1 1
Corn starch / 8,14
Sugar / /
Cellulose / 5
Sodium chlorure 0.6 0.6
Calcium carbonate 1.3 1.1
Dicalcium phosphate 0.6 0.89
Mineral vitaminic complement 0.5 0.5
Total 100 100
EM (MJ/kg) 10.33 10.37
EM (kcal/kg) 2470 2479
MAD/EN 15 8,63

EM: Metabolisable energy, MAD: Digestible Nitrogenous Matter, EN: Net energy
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Table 11 - Sequences of primers (5°-3) used for RT-qPCR

Gene Forward Reverse
MAFbx TCACAGCTCACATCCCTGAG GACTTGCCGACTCTCTGGAC
Mstn TCACGCTACGACGGAAACG AAGCAGCATTTGGGTTTTCCT
Murfl TGCGGTTACTCAGCTCAGTC AGCACGAAGACGAGAAAATC
Rpl 4 AGGAGGCTGTTCTGCTTCTG TCCAGGGATGTTTCTGAAGG

Hprtl  TACCTAATCATTATGCCGAGGATTT AGCCGTTCAGTCCTGTCCAT
Thpl  AACAGTTCAGTAGTTATGAGCCAGA AGATGTTCTCAAACGCTTCG
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Table 12 - List of primary antibodies used for Western blotting

Protein
4EBP1
Akt
AMPK
Bax
Bcl-2
COX 1V
Cytochrome ¢
HSC70
MurF1
p-4EBP] 746
P62
p-70S6K ™
p-AktSH7
p—AMPKThrm
Ubiquitine

Weight (kDa)
15-20
60
60
20
25
17
14
70
40
20
62
70,85
60
62

Reference
Cell Signaling, 9644
Cell signaling, 4685
Cell Signaling, 5832
Cell Signaling, 5023
Abcam, Ab7973
Cell Signaling, 4844
Santa Cruz, sc13156
Santa Cruz, sc7298
Abcam, ab172479
Cell Signaling, 2855
Cell Signaling, 5114
Cell Signaling, 9234
Cell Signaling, 9271
Cell Signaling, 2535
Cell Signaling, 3933

Source
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Mouse
Mouse
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit
Rabbit

Dilution

1:

1000

1:5000

1:
1:

1
1

1000
1000

:1000
:1000

1:5000
1:5000

1
1

:1000
:1000
:1000
:1000
:1000
:1000
:1000
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Table 13 - Biological analysis in plasma of minipigs subjected to a standard diet (ST) or

low-calorie/low-protein (LC/LP) for 8 weeks. Values are mean + SD. Significance was

checked using Mann-Whitney test.

VARIABLES ST group LC/LP group P-value
UREA (MG/L) 338.6+88.2 235.2+40.7 0.008
CREATININ 15.55+0.9 18.18«1.5 0.017
(MG/L)
GLUCOSE (G/L) 0.65+0.15 0.74+0.08 0.34
ALBUMINE (G/L) 46.39+3.2 44.72+5.7 0.77
ASAT (UI/L) 79.34+19.7 41.04+11.9 0.02
ALAT (UI/L) 55.2x13 38.97+7.4 0.05
CRP (nG/ML) 38.2+26.8 32.8+24.6 0.79
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FIGURE LEGENDS
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Figure 9 - Body weight and body composition of minipigs subjected to a standard diet
(ST) or low-calorie/low-protein (LC/LP) for 8 weeks. A-C: evolution of body weight,
muscle and retroperitoneal fat cross-sectional area (CSA) in ST animals (n=5). D-F: evolution
of body weight, muscle and retroperitoneal fat cross-sectional area (CSA) in LC/LP animals
(n=6). G: representative picture of CT-scan slices with in red, either the threshold for muscle
(from -29 to +150 HU) or fat (from -190 to -30 HU). The yellow delineations include
Longissimus dorsi, Psoas major and large muscle as well as abdominal muscles on the left
panel, and the retroperitoneal fat tissue on the right panel. Values are shown as paired
individual values and mean. Significance was checked using Wilcoxon test. *: significant

differences between S0 and S8 (p<0.05).
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Figure 10 - Muscle fiber size in minipigs subjected to a standard diet (ST) or low-
calorie/low-protein (LC/LP) for 8 weeks. A-C: muscle fiber cross-sectional area (CSA)
histological analyses and frequency distribution of muscle CSA in the trapezius after 8 weeks
of standard (n=5) or low-calorie/low-protein diet (n=6). D-F: muscle fiber cross-sectional
area (CSA) histological analyses in the biceps femoris after 8 weeks of standard (n=5) or low-
calorie/low-protein diet (n=6). Values are mean + SD. Significance was checked using Mann-

Whitney test. ***: significant differences between ST and LC/LP groups (p<0.001).
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Figure 11 - Energy metabolism and atrophy signaling pathways in skeletal muscle of
minipigs subjected to a standard diet (ST) or low-calorie/low-protein (LC/LP) for 8
weeks. Representative images of Western Blot performed in trapezius (A) and biceps femoris
(C). Total content or phosphorylation of signaling proteins involved in energy metabolism
and atrophy in trapezius (B) and biceps femoris (D). Data are presented as fold change in
LC/LP compared to ST group (mean+ SD, n=5-6). Significance was checked using Mann-
Whitney test. *: significant differences between ST and LC/LP groups (p<0.05).
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Figure 12- Expression of genes coding for myostatin, MurF1 and MAFbx in the
trapezius (A) and biceps femoris (B) muscles in minipigs subjected to a standard diet
(ST) or low-calorie/low-protein (LC/LP) for 8 weeks. Data are presented as fold change in
LC/LP compared to ST group (mean+ SD, n=5-6). Significance was checked using Mann-

Whitney test.
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XI.  Discussion et perspectives

Dans la 19 partie de ce travail, nous avons réalisé une étude clinique rétrospective mettant en
¢vidence une prévalence ¢€levée de la dénutrition chez les patients atteints de CIH (article
soumis). Ces sujets ont probablement un hypercatabolisme en lien avec la tumeur comme il
est mis en évidence chez les patients cancéreux (Fearon et al. 2011; Vazeille et al. 2017). Le
mécanisme conduisant a la cachexie cancéreuse est donc en lien avec un mécanisme central
responsable d’une anorexie et une augmentation du stress oxydatif secondaire au cancer. Il
s’agit donc d’un mécanisme différent de celui observé dans notre modele miniporc Yucatan
de dénutrition (Sarcopig) chez lequel 1’atrophie musculaire est secondaire uniquement a un
déficit d’apport protéino-énergétique. Le modele Sarcopig 1 est celui d’une dénutrition de
type marasmique similaire a celle qui est observée en contexte d’anorexie restrictive par
exemple.

L’¢tude de la composition corporelle chez nos patients n’a cependant pas mis en évidence
d’impact négatif de la masse musculaire abaissée sur le pronostic contrairement a ce que nous
aurions pu attendre au vu de la littérature abondante sur I’effet pronostique péjoratif de la
masse musculaire abaissée sur la survie dans de nombreux cancers. Comme nous I’avons vu
dans I’introduction, un biais majeur est I’absence de seuil d’index de surface musculaire
standardisé, ce qui rend les publications peu comparables entre elles (Amini et al. 2019).
L’instauration d’un seuil dans les nouvelles recommandations HAS de diagnostic de la
dénutrition est important et devrait permettre d’harmoniser les pratiques en France. Il est
important d’harmoniser les seuils au niveau international. Une revue récente de la littérature a
confirmé que malgré la diversité des index utilisés, la prévalence d’une surface musculaire
abaissée était ¢levée et existait dans de nombreux cancers (cesophagien, colorectal, gastrique,
hépatobiliaire, pancréatique, pulmonaire, mammaire) (McGovern et al. 2021). Nous avons

utilisé les seuils actuellement reconnus par I’HAS (Delarue et al. 2021).
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Nous avons également mis en €vidence que 1’augmentation de la graisse viscérale est un
facteur pronostique péjoratif a la fois sur la survie globale et sur la survie sans récidive. A
nouveau, il n’existe pas d’index standardis¢ de surface adipeuse. Il nous apparait
indispensable de pouvoir en établir un afin d’étudier précisément 1’effet du compartiment
graisseux sur le pronostic des cancers. La graisse viscérale et la graisse sous-cutanée ont donc
un impact pronostique différent. Contrairement a la graisse sous-cutanée, la graisse viscérale
est considérée, comme le muscle, comme un organe endocrine. Elle est capable de sécréter
des cytokines, des adipokines et la leptine. Elle est plus richement vascularisée que la graisse
sous cutanée et son drainage veineux s’effectue dans la veine porte. Elle est également une
réserve de cellules souches graisseuses qui vont augmenter 1’agressivité de la tumeur en
interagissant avec les adipocytes péritumoraux et les cellules tumorales. De plus, il a été¢ mis
en évidence que les cellules NK étaient remplacées par des macrophages. Le role de la graisse
viscérale semble donc tout aussi important dans le pronostic des cancers que celui du muscle
squelettique. Le développement d’un modele préclinique proche de ’Homme apparait donc
crucial pour approfondir la compréhension de ces mécanismes.

L’analyse pré-opératoire de la composition corporelle semble donc indispensable quel que
soit le type de tumeur. Elle n’est cependant pas réalisée de manicre systématique. Plusieurs
logiciels permettent d’établir une composition corporelle tomodensitométrique et ils
apparaissent fiables avec une faible variabilité inter-observateur et intra-observateur (van
Vugt et al. 2016). 1l s’agit cependant de logiciel semi-automatique comme celui que nous
avons utilis¢ dans ce travail de thése (ImageJ®). L analyse de la composition corporelle grace
a I’intelligence artificielle, rapide et fiable, permettra probablement de généraliser celle-ci

(Greco and Mallio 2021; Zou et al.).
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Une réflexion plus générale peut €tre faite quant a l'utilisation du terme ‘sarcopénie’ dans la
littérature. La plupart des publications mentionne le role pronostique péjoratif de la
« sarcopénie » sur la survie. Mais dans celles-ci la fonction musculaire n’est quasiment jamais
¢valuée. Finalement, il est plus juste de dire que c’est la présence d’une surface musculaire
abaissée qui est en lien avec une baisse de la survie. Il est également probable que 1’atrophie
musculaire dans le cadre d’une dénutrition aigué€ n’ait pas le méme impact que la présence
d’une I’atrophie musculaire chronique. De méme, les mécanismes de la sarcopénie dite
primaire, c’est-a-dire liée a 1’age, différent des mécanismes de la sarcopénie dans le cadre de
I’anorexie ou du cancer, dite secondaire. Les traitements de celles-ci ne seront donc pas
forcément les mémes. Ceci est donc a évaluer plus précisément.

La finalité est une optimisation de la prise en charge médico-chirurgicale des patients avec
notamment une prise en charge précoce personnalisée des le diagnostic de dénutrition et de
sarcopénie. Les différentes options thérapeutiques peuvent inclure un support nutritionnel
mais aussi la mise en ceuvre d’un programme d’activité physique adaptée. Les inhibiteurs de
la myostatine sont actuellement en cours d’étude pour le traitement de la sarcopénie
secondaire a 1’age (Kwak and Kwon 2019). Ils pourraient, si leur efficacité est reconnue, étre
utilisés comme traitement des le diagnostic posé. Des études prospectives randomisées
devront étre conduites.

Dans la 2™ partie de ce travail de thése, notre objectif était de mettre au point deux modéles
de dénutrition chez le miniporc Yucatan, ['un chez des animaux initialement
normopondéraux, ’autre chez des miniporcs initialement obeses. Nos modéeles pourront
permettre d’étudier notamment les conséquences de la dénutrition sur les différents organes

comme le foie. Au cours de Sarcopig 1 (état normopondéral) et de Sarcopig 2 (état obese), des

126



prélevements de foie, d’iléon, de jéjunum et de colon ont été effectués. Ces préleévements sont
en cours d’analyse afin de compléter la caractérisation des mode¢les.

Un des traitements curatifs des tumeurs hépatiques consiste en la résection chirurgicale, ou
hépatectomie. La limite de ce traitement est notamment le volume de foie restant estimé apres
hépatectomie. Celui-ci doit €tre supérieur ou égal a 20% chez les patients avec un foie sain, a
30% chez les patients ayant eu un traitement par chimiothérapie prolongée, ou 40% chez les
patients cirrhotiques afin d’éviter une défaillance hépatique post-opératoire (Abdalla et al.
2006). Plusieurs techniques permettent d’augmenter le volume du futur foie restant:
I’embolisation portale, qui est une technique de radiologie interventionnelle et la ligature de la
veine porte, qui est une technique chirurgicale (Madoff et al. 2005). L’embolisation portale a
été décrite pour la premiere fois par Kinoshita dans les années 80 (Kinoshita et al. 1986).
L’occlusion sélective d’une branche portale entraine une apoptose du coté homolatéral ce qui
va engendrer une régénération dans le foie controlatéral. Par exemple, une occlusion de la
branche portale droite (par embolisation ou par ligature) entrainera une régénération
controlatérale. La ligature portale par voie chirurgicale sera uniquement réalisée de fagon
concomitante a un autre traitement chirurgical sinon [’embolisation portale par voie
radiologique sera privilégi¢e du fait de son caractere non invasif.

Cependant, alors que la régénération du foie est connue depuis Prométhée, ses mécanismes
physiologiques restent encore méconnus. Parfois, le foie, aprés une hépatectomie, une
embolisation portale ou une ligature porte, sans que la raison en soit connue, n’arrive pas a
régénérer. Une récente méta-analyse a mis en évidence la survenue d’une insuffisance
hépatocellulaire post-opératoire dans 4,5% des cas malgré 1’hypertrophie obtenue par
I’embolisation portale (Wajswol et al. 2018). Le role de la dénutrition dans la régénération est
mal connu. Certaines €tudes suggerent qu’elle impacterait négativement la régénération du

foie. Il est donc apparu nécessaire d’avoir un modele animal préclinique permettant a la fois
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d’étudier les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la dénutrition mais aussi
permettant d’étudier la régénération du foie dans une situation de dénutrition. L’anatomie du
foie du porc est connue. La régénération du foie chez le porc a été étudiée notamment apres

hépatectomie de 15%, 50%, 65% et 70% (figure 7) (Kahn et al. 1988).

Figure 13 - Les différents types d’hépatectomies chez le porc (Kahn et al. 1988).

La régénération du foie chez le porc se déroule de facon similaire aux autres modeles
animaux, mais le pic de mitose hépatocytaire est obtenu a 72h chez le porc contre 24h chez le
rat (Kahn et al. 1988). La technique d’hépatectomie chez le porc est donc bien décrite, stre et
reproductible.

Le mode¢le miniporc Yucatan serait donc tout a fait intéressant pour 1’étude de la régénération
du foie chez des miniporcs dénutris et des miniporcs obéses dénutris notamment en raison de

sa proximité avec I’Homme sur le plan physiologique. Ce modele préclinique de dénutrition
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pourrait permettre de mieux étudier les conséquences métaboliques de la dénutrition, mais
aussi la régénération du foie en situation de dénutrition, ainsi que les interactions entre foie et
muscle. Chez I’ Homme, le réle de la dénutrition dans ’altération de la régénération du foie a
été suggéré dans quelques études.

Le foie a une propriété qui n’est connue chez aucun autre organe, celle de maintenir un ratio
volume du foie/ poids total du corps a 100% de ce qui est requis pour I’homéostasie du corps
(Michalopoulos and Bhushan 2021). Cette propriété du foie a maintenir un volume constant
adapté a chaque individu a été appelée hépatostat. Le concept de I’hépatostat est connu depuis
plus d’une dizaine d’années, mais les mécanismes sous-tendant celui-ci ne sont pas connus
précisément (Michalopoulos 2010). 11 a été¢ bien mis en évidence qu’apres hépatectomie
partielle, le foie retrouve apres régénération exactement le méme volume qu’avant la
chirurgie (Michalopoulos 2010; Michalopoulos 2014). De méme, apres la transplantation
hépatique d’un greffon plus volumineux que le foie natif, celui-ci va revenir exactement au
volume du foie natif. Il en est de méme en cas de transplantation d’un foie plus petit que le
foie natif, celui-ci va augmenter son volume pour atteindre le volume du foie natif (Kam et al.
1987; Van Thiel et al. 1987; Francavilla et al. 1994). 1l a également été mis en évidence que le
foie diminuait de taille en cas de dénutrition (cachexie ou perte de poids sévere), mais la
encore nous ne connaissons pas les mécanismes régissant cela (Michalopoulos and Bhushan
2021).

Le compartiment de I’organisme avec lequel interagit le foie pour ajuster a 100% son volume
apres hépatectomie ou transplantation hépatique n’est a I’heure actuelle pas connu
(Michalopoulos 2017). La régénération hépatique est un processus anabolique qui nécessite
de [D’énergie, ce d’autant qu’en méme temps qu’il régénére, le foie continue son

fonctionnement normal.
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La composition corporelle en masse musculaire ou en masse grasse a-t-elle un réle dans la
régénération du foie et dans 1’hépatostat ? Il existe quelques éléments dans la littérature
pouvant suggérer cela. Une étude chez les patients transplantés hépatiques a montré que la
présence d’une masse musculaire abaissée en préopératoire diminuait la régénération du
greffon a 1 mois (Pravisani et al. 2020). Dello et al. (2013) avaient mis en évidence une
diminution du volume fonctionnel du foie chez des patients avec masse musculaire abaissée,
mais ces résultats n’ont pas été¢ confirmés par d’autres études. Une autre étude réalisée chez
des souris knock-out pour la myostatine n’a pas mis en €vidence d’augmentation de la
régénération hépatique. Malgré 1’augmentation de la masse musculaire, il existait une
diminution du ratio entre le volume du foie et le poids du corps. Le compartiment musculaire
ne semblait donc pas étre I’interlocuteur du foie pour 1’hépatostat. En revanche, ces animaux
knock-out pour la myostatine avaient le méme niveau de masse grasse que le groupe controle
(Huang et al. 2012).

Plusieurs mécanismes surviennent apres une hépatectomie partielle. Il a €té notamment mis en
¢vidence une hypoglycémie puis la survenue d’une stéatose hépatique concomitante du pic de
mitose chez la souris, c’est-a-dire 24h apres une hépatectomie partielle de 70%. La
suppression de 1’hypoglycémie post-hépatectomie empéche la régénération du foie
(Weymann et al. 2009).

La signification de cette stéatose hépatique survenant transitoirement et précocement au cours
de la régénération hépatique n’est pas connue, mais il a par contre bien ét¢ démontré que la
suppression de I’adipogenese hépatique altérait la régénération du foie (Shteyer et al. 2004).
La présence d’une stéatose hépatique précoce est donc un phénomene normal et indispensable
a la régénération du foie. Une hypothese concernant la survenue de la stéatose hépatique post-
hépatectomie est qu’elle soit une source d’énergie pour la régénération du foie. Thevanther et

al. (2010) ont émis I’hypothése que I’hypoglycémie précoce survenant aprés hépatectomie

130



¢tait un signal permettant de déclencher la libération des acides gras stockés dans le tissu
adipeux périphérique. Les acides gras ainsi libérés du tissu adipeux périphérique seraient
responsables de la stéatose hépatique.

De nombreuses questions demeurent donc quant au lien existant entre la composition
corporelle, I’état nutritionnel et la régénération du foie. Notre modéle de miniporcs Yucatan
dénutris, caractérisé sur le plan de la composition corporelle et du phénotype musculaire,
pourra donc étre utilisé dans ce cadre.

Le modele de miniporcs obeses dénutris permettra également 1’étude de la relation inter-
organes : foie, muscle, tissu adipeux. Il existe peu de publications sur les conséquences de
I’obésité sur la fonction hépatique post-hépatectomie. Lodewick et al. (2015) avait mis en
é¢vidence une augmentation de la taille du foie chez les patients présentant une obésité

sarcopénique avec une diminution de la fonction hépatique.

Dans nos deux travaux de recherche, a la fois chez I’ Homme et chez I’animal, nous avons
constaté une finalit¢é commune a savoir 1’atrophie musculaire. Cependant, il est important de
souligner qu’elle résulte de deux mécanismes distincts. Dans 1’article 1, I’atrophie musculaire
surviendrait en réponse a I’hypercatabolisme engendré par la tumeur et a I’anorexie liée au
cancer. Dans Dlarticle 2, ’atrophie musculaire serait au contraire une adaptation du muscle
lui-méme a la restriction protéino-énergétique. Dans notre modele de miniporcs dénutris, les
biopsies musculaires n’ont été réalisées qu’apres 8 semaines de dénutrition. Nous n’avons
donc pas pu étudier précisément les mécanismes d’adaptation musculaire, mais uniquement
ses conséquences, a savoir la diminution de la masse musculaire et du diametre des fibres
musculaires. Sur le plan moléculaire, nous avons tout de méme pu observer une augmentation
de la phosphorylation d’AMPK et d’ Akt dans les muscles trapeze et biceps fémoris mais sans

augmentation de 4EBP1 et p70S6K. Il nous semble important de réaliser des biopsies
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musculaires répétées plus précocement dans ce modele afin d’analyser les mécanismes mis en
ceuvre. Ce modele nous semble correspondre a un modele préclinique de dénutrition protéino-
énergétique sévere de type marasme comme observé chez I'Homme dans I’anorexie mentale.
Un phénomeéne observé chez les patients atteints d’anorexie mentale est 1’autophagie du foie
(Kheloufi et al. 2014). Il serait donc intéressant d’analyser les prélevements hépatiques
réalisées a 8 semaines au moment de I’euthanasie pour tenter d’identifier ce phénomene.

Le rdole du microbiote dans la dénutrition est mal connu. Smith et al ont suggéré la
responsabilité du microbiote dans la survenue d’une dénutrition de type Kwashiorkor (Smith
et al. 2013b). Dans cette étude ils se sont intéressés a des jumeaux originaire du Malawi dont
I’un avait un phénotype Kwashiorkor et le second un phénotype nutritionnel normal. La
transplantation fécale chez des souris gnotobiotiques a entrainé une perte pondérale chez les
souris transplantées avec la flore des jumeaux dénutris lorsqu’elles étaient alimentées par une
alimentation pauvre en protéines. Lors de la réalimentation avec une alimentation
thérapeutique, elles ont repris du poids et leur microbiote s’est modifi¢. Cette étude suggere
que des métabolites issus du microbiote inhibent des enzymes du cycle de Krebs avec
altération du métabolisme énergétique (Smith et al. 2013). Le lien entre I’axe digestif, le
muscle et le microbiote intestinal est mal connu mais il est probable qu’ils communiquent
entre eux (de Sire et al. 2018). Il a été mis en évidence chez la souris que I’administration de
la bactérie Lactobacillus reuteri permettait de protéger contre la cachexie (Varian et al. 2016).
Ceci suggere un axe intestin-microbiote-muscle.

Dans le cas de la dénutrition induite par I’anorexie mentale, une dysbiose a été mise en
¢vidence chez I’Homme (Hanachi et al. 2019¢c; Di Lodovico et al. 2021; Galmiche et al.
2021). On ne sait pas si celle-ci est la cause ou la conséquence de I’anorexie mentale.

Le microbiote joue également un role crucial dans la régénération du foie. En effet, il a été

mis en évidence que celle-ci était inhibée chez des souris traitées par une antibiothérapie (Wu
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et al. 2015). Le foie est exposé aux bactéries du tube digestif par I’intermédiaire de la veine
porte. Il contient le plus grand nombre de cellules de Kiipffer et de cellules Natural Killer
(NK)) de I’organisme et il a été mis en évidence qu’une augmentation des cellules NK altérait
la régénération du foie (Wu et al. 2015). Chez les souris soumises a 1’antibiotique, le nombre
de cellules de Kiipffer augmentaient et les cellules NK étaient activées inhibant ainsi la
régénération du foie. Une autre étude a pu mettre en évidence la variation du microbiote en
fonction des différentes étapes de la régénération (Bao et al. 2020). Il serait donc intéressant
d’étudier les liens éventuels entre le microbiote, le foie, le muscle et le tissu adipeux en

situation de dénutrition, puis dans diverses conditions modulant cet axe.

A D’avenir, nous souhaitons mieux caractériser le modéle notamment sur le plan de la fonction
musculaire aprés optimisation de notre technique de twitch mais aussi sur 1’évolution du
comportement des animaux au cours de la dénutrition. D’éventuelles modifications dans la
fonction de barrieére intestinale mériteraient également d’étre recherchées dans ce modele.
Nous aimerions aussi caractériser le foie des miniporcs dénutris a la fois histologiquement et
par scanner. Ce modele animal, proche de la physiologie humaine, a été initialement
développé pour I’é¢tude de I’impact de la dénutrition sur régénération du foie ; celle-ci sera
réalisée dans un second temps. Ce modele permettra également d’étudier le rdle
physiopathologique du microbiote dans la dénutrition de type marasmique. Ainsi, la dysbiose
est-elle une conséquence ou une cause de celle-ci comme cela a pu étre suggéré dans la
dénutrition de type Kwashiorkor ? Ce modele permettra enfin d’étudier les effets de
traitements de la sarcopénie sur un modele animal plus proche de ’Homme que les rongeurs,
notamment les inhibiteurs de la myostatine ou les modulateurs sélectifs des récepteurs a

Androgénes (SARMs) (Rooks and Roubenoff 2019; Hardee and Lynch 2019).
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Ce nouveau modele animal de dénutrition permet d’ouvrir des perspectives pour augmenter la
compréhension des mécanismes responsables de la sarcopénie dans le cadre de la dénutrition,

mais aussi pour améliorer la prise en charge des patients dénutris.
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XIl. ANNEXES

Annexe 1 - Projets Sarcopig 1 et 2

9

||

—

esée b .. I . .
- e 0 2

: ‘ : - ' : ar
NP/OB-ST, N=5 : : ! i i | v oS
] ! ! ' I H 8’ r<|> )
NP/OB-HN, N=5 | | : : ! ! i | 238
! H H ! ! i O p ©v
NP/OB-HH, N=6 | : : : : i | | B 20

] | | 1 | :
Sem.1 ' Sem.2 ' Sem.3 ' Sem.4 A Sem.5 ' Sem.6 ' Sem.7  Sem.8 a

A
Prélévement " A
Prélévement
sang

(.\\ sang ('\\
., A Scanner X \
Prélévement -1 y

"-)‘( Prélévement "'/y

féces
féces Scanner X

—

Biopsie

D
»

'S

ST = Standard, HN = Hypocalorique Normoproté¢ique, HH = Hypocalorique Hypoprotéique, NP =

Normo-Pondéral

135



Annexe 2 - La composition des différents types d’aliments

Composition des aliments (en %).

EM: Energie Métabolique, MAD: Matiere Azotée Digestible, EN: Energie Nette

Aliment Standard

Aliment Hypoprotéique

Bl¢é tendre 10 30,77
Orge 33 10
Son de blé tendre 25 25
Coques de soja 12 12
Pulpe de betterave déshydratée - 5
Tourteau de soja 48 6 -
Tourteau de tournesol non décortiqué 10 -
M¢élasse de canne 1 1
Amidon de mais - 8,14
Cellulose - 5
Sel 0,6 0,6
Carbonate de Sodium 1,3 1,1
Phosphate bicalcique 0,6 0,89
COV INRA 0,5 0,5
Total 100 100
EM (kj) 10,33 10,37
EM (kcal) 2470 2479
MAD/EN 15 8,63
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Résumé :

La dénutrition est un probléeme de santé publique dans le
monde. Elle se manifeste par une perte de masse
musculaire. Celle-ci impacte négativement le pronostic de
nombreux cancers, notamment les cancers du foie.
L’obésité sarcopénique, dont la prévalence augmente, joue
également un rble pronostique péjoratif. La composition
corporelle par scanner sur une coupe axiale passant par la
3°™ vertébre lombaire est une des méthodes de diagnostic
de la dénutrition et de la sarcopénie. La tomodensitométrie
a l'avantage d’étre utilisée au cours du suivi des patients
atteints de cancer. Dans la premiére partie de cette thése,
nous avons évalué la prévalence de la diminution de
masse musculaire, puis limpact de la composition
corporelle sur la survie globale et la survie sans récidive
chez les patients opérés a visée curative de
cholangiocarcinome intrahépatique, 2°™ tumeur hépatique
primitive la plus fréquente. Nous avons mis en évidence
que la prévalence de la dénutrition pré-opératoire était
élevée et que c’est 'augmentation de la graisse viscérale
qui était un facteur de mauvais pronostic.

En l'absence de modéle standardisé de dénutrition
protéino-énergétique chez le gros mammifére, nous avons
eu pour second objectif de développer chez le miniporc
Yucatan un modéle de dénutrition de type marasmique,
proche de ce qui est observé dans I'anorexie restrictive
humaine. Les porcs sont des animaux proches de
'’Homme sur le plan physiologique, constituant un bon
modele d’étude de la composition corporelle et du
métabolisme musculaire. Une restriction protéino-
énergétique de 8 semaines a induit une perte de poids
supérieure a 10%, une baisse de la masse musculaire et
de la masse grasse, ainsi qu’'une diminution de la surface
des fibres musculaires. La restriction s’accompagne d’'une
stimulation de la phosphorylation de 'AMPK, (senseur
métabolique de la cellule) et de Akt sans activation de
4EBP1 and P70S6K dans les muscles trapezius et biceps
femoris, ainsi que d’'une tendance a la diminution de
'expression de la myostatine dans le trapezius. Il a
également été observé une diminution de I'alpha-diversité
du microbiote intestinal.

Ce modéle mime donc bien la dénutrition marasmique
humaine et pourrait notamment servir dans des études
précliniques explorant I'impact de la dénutrition sur la
régénération du foie.

Muscle, nutrition, primary liver tumors: from medico-surgical management to prognostic optimization
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Abstract: Malnutrition is currently a public health problem
around the world, and is characterized by a loss of muscle
mass. This negatively impacts the prognosis of many
cancers, especially liver cancers. Sarcopenic obesity, the
prevalence of which is increasing, also plays a negative
prognostic role.

The assessment of body composition by CT scan targeted
on the 3rd lumbar vertebra level is currently advised to
diagnose malnutrition. Computed tomography has the
advantage of being routinely used during the follow-up of
patients with cancer.

In the first part of our work, we assessed the prevalence of
decreased muscle mass and the impact of body
composition on overall survival and recurrence-free survival
in patients operated for curative treatment of intrahepatic
cholangiocarcinoma, the 2nd most frequent primary liver
tumor. We show that the preoperative prevalence of
malnutrition is high and that the increase of visceral fat area
is associated with worse survival.

In the absence of a standardized large mammal model of
protein-energy malnutrition, our second objective was to
develop a Yucatan minipig model of marasmic-type
malnutrition as observed in human restrictive anorexia.
Pigs are physiologically close to humans, allowing the
study of body composition and metabolism. An 8-week
protein-energy restriction induced a weight loss greater
than 10%, a decrease in muscle mass and fat mass, as
well as a decrease in the cross-sectional area of muscle
fibers. We observed activations of AMPK (energetic
sensor of the cell) and Akt both in biceps femoris and
trapezius without activation of 4EBP1 and P70S6K.
Myostatin  mMRNA levels tended to decrease in the
trapezius muscle, whereas no significant change was
reported in the biceps femoris A decreased alpha diversity
of the gut microbiota was reported.

This model therefore mimics human marasmic
malnutrition and could be used in particular in preclinical
studies investigating the impact of malnutrition on liver
regeneration.



