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A) Résumé

1. Contexte

La physiopathologie de I'artériopathie diabétique a fait I'objet de nombreuses études qui ont révélé
I'importance des voies de |'ostéogenese et de la glycation. Ces nouvelles connaissances s’averent
prometteuses, notamment dans une perspective thérapeutique. Mais peu d’études se sont
intéressées a |'artériopathie des membres inférieurs en présence de diabéte.

2. Objectifs

L'objectif principal est d’étudier I'association entre marqueurs de remodelage osseux, glycation
avancée et calcification artérielle des membres inférieurs en présence de diabéete afin de pouvoir par
la suite et sur la base d'un bon niveau de preuves, mettre en place des protocoles a visée
thérapeutique ciblant spécifiquement ces mécanismes physiopathologiques. Le processus ciblé est |a
calcification artérielle, particulierement prévalente en présence de diabéte, mais dont la localisation
aux membres inférieurs est encore peu étudiée en clinique. Nous étudions également la relation de
la calcification artérielle avec de nombreux autres paramétres, notamment des marqueurs
inflammatoires, I'adiponectine, le métabolisme phosphocalcique et la neuropathie diabétique.

3. Méthodologie

Notre protocole est intitulé DIACART (« DIAbete et Calcification ARTérielle »). Il s’agit d’'une étude
transversale et prospective menée par le groupe hospitalier universitaire Pitié-Salpétriere (GHPS) a
Paris, sous la direction du Professeur Agnes Hartemann, cheffe du service de diabétologie. J'ai été le
médecin responsable des visites d’inclusion. Ma thése se décline en 3 parties: la 1° partie
s’'intéresse aux données actuelles de la littérature sur I'artériopathie diabétique : épidémiologie,
facteurs de risque, traitement, physiopathologie ; la 2° partie décrit la mise en ceuvre du protocole
DIACART et présente les résultats de la partie transversale de cette étude. La 3° partie présente les 3
études ancillaires au protocole DIACART, qui ont donné lieu a 3 articles dont I'un a été accepté pour
publication le 3.02.2013, alors que les 2 autres ont été soumis en mars 2013 et sont en revue.

4. Résultats et conclusion

Les résultats transversaux de notre étude suggerent que I'ostéoprotégérine (OPG), la fétuine A et la
glycation avancée sont impliquées dans le processus de calcification des artéres des membres
inférieurs chez les patients diabétiques. Par ailleurs, nous observons une relation positive trés forte
entre adiponectine et artériopathie périphérique. Notre étude confirme également le lien connu
entre calcification artérielle et différents marqueurs et/ou facteurs de risque cardiovasculaire (RCV) :
age, sexe, durée du diabete, tabagisme, neuropathie, néphropathie, rétinopathie. L’analyse
prospective apportera des notions complémentaires quant aux liens dynamiques de ces variables
avec la calcification artérielle, aidera a préciser leur réle comme marqueurs et/ou facteurs de RCV, et

permettra peut-étre la mise en place d’essais thérapeutiques ciblant ces mécanismes.



B) Premiére partie : données de la littérature

1. Introduction

Le diabete de type 2 augmente le RCV d’un facteur 3 a 5 par rapport a la population non diabétique
(1,2). Les complications cardiovasculaires comprennent les atteintes coronarienne, cérébrale et
périphérique (membres inférieurs).

L'artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI) est ainsi une complication majeure de la
macroangiopathie diabétique. Sa prévalence et son taux de complications, notamment les
amputations majeures, restent particulierement élevés chez les patients diabétiques, d’une part en
raison du caractere souvent silencieux de la pathologie dans cette population jusqu’a un stade
critique, notamment du fait de la neuropathie sensitive souvent présente de facon concomitante a
|’artériopathie, et d’autre part en raison du probable manque d’efficacité sur AOMI des traitements
actuellement recommandés en prévention cardiovasculaire. Alors que la mortalité coronarienne a
considérablement diminué ces dernieres années grace a une meilleure prise en charge, en particulier
médicamenteuse, des facteurs de risque cardiovasculaires (FRCV), la population diabétique vieillit et
se retrouve d’autant plus exposée aux complications de I’AOMI. En effet, la polymédication utilisée
pour la maladie coronarienne ne semble pas montrer la méme efficacité sur I’AOMI que sur les
|ésions des artéres coronaires, et fait supposer que la physiopathologie de I’AOMI différe, du moins
partiellement, de celle de la maladie coronarienne.

Ainsi, il devient de plus en plus important d’améliorer la compréhension des mécanismes de I’AOMI,
dans le but d’en réduire la prévalence et les complications, et de pouvoir développer de nouveaux

traitements.

2. Données épidémiologiques : un probléme de santé publique

L’AOMI concerne 50% des patients diabétiques de type 2 apres 20 ans d’évolution du diabéte ; par
rapport a la population générale, ces patients ont un risque multiplié par 4 a 10 de développer une
AOMI, par 4 de présenter une ischémie critique de membre, et par 10 a 20 d’amputation (4,5).
L'AOMI représente par ailleurs le principal facteur de risque d’amputation majeure dans cette
population (6). L'atteinte infra-poplitée, fortement associée au diabéte, conduit d’ailleurs bien plus

fréquemment a une amputation que I'atteinte supra-poplitée (7).

3. Traitement actuel de ’AOMI

Si la maladie coronarienne reste la premiere cause de déces des patients diabétiques de type 2, son

issue mortelle a pu étre considérablement diminuée ces derniéres années grace a I'amélioration de



la prise en charge, en particulier médicamenteuse (antiagrégant plaquettaire, statine, bloqueur du
systeme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), B-bloquant) (8,9). Ce traitement, bien prouvé et
codifié pour la maladie coronarienne, n’a cependant pas démontré la méme efficacité sur 'AOMI ; il
existe en effet peu d’études de qualité sur le traitement de I’AOMI : si une méta-analyse et de petites
études de faible niveau de preuve suggerent une amélioration de la symptomatologie de claudication
intermittente par les antiagrégants plaquettaires et la simvastatine (10-12), I’étude CAPRIE (13)
montre, chez des patients diabétiques, une meilleure efficacité du clopidogrel par rapport a I’aspirine

sur les événements coronariens et cérébraux, mais pas sur ’AOMI.

4. Facteurs de risque de ’AOMI chez les patients diabétiques

L'UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study), étude de référence du diabete de type 2 qui
évalue l'effet d’'un traitement intensif du diabete sur la morbi-mortalité, permet de renforcer les

éléments de preuve du role des principaux F RCV chez les patients diabétiques (14-16).

4.1. Hyperglycémie

Le lien entre hyperglycémie et complications microvasculaires du diabéete est clairement démontré
par les grandes études thérapeutiques randomisées DCCT (Diabetes Control and Complications Trial),
pour le diabéte de type 1 (17,18), et UKPDS, pour le diabéte de type 2 (15). L’hyperglycémie joue trés
probablement un réle important dans les complications macrovasculaires également : I'UKPDS
montre en effet que chaque augmentation de 1% de I’'hémoglobine glyquée (HbAlc) est associée a
28% d’AOM en plus a 6 ans, de fagcon indépendante de I'age, du tabagisme, du HDL et de la tension
artérielle systolique (TAS) (14); plusieurs autres études associent fortement I’hyperglycémie au
risque coronarien (19-23). Contrairement aux complications microvasculaires, inexistantes en-
dessous d’un taux d’HbAlc de 6.2%, on n’observe pas d’effet seuil, mais au contraire une relation
linéaire entre glycémie et complications macrovasculaires ; ainsi, plus 'HbAlc est basse, plus le RCV
est faible. De plus, les pics glycémiques post-prandiaux semblent favoriser le stress oxydatif et
augmenter ainsi le RCV (24). Malgré ces observations, on manque d’'un degré de preuve suffisant
démontrant que le contrdle strict de la glycémie prévienne de maniére efficace les complications
macrovasculaires du diabéte, les études récentes s’avérant globalement négatives (25-27).

Plusieurs mécanismes expliquent le réle pathogéne de I’hyperglycémie dans la physiopathologie de
|'artériopathie : glycation non enzymatique ; hyperagrégabilité plaquettaire par augmentation de
I'inhibiteur de I’activateur du plasminogéne 1 (voie des hexosamines); prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLV) ; activation de la protéine kinase C; dysfonction endothéliale
favorisant la vasoconstriction par baisse de la synthése d’oxyde nitrique (NO) et par augmentation de

I’endothéline-1 (28,29).



L'insuline semble également jouer un réle dans la calcification artérielle ; mais les mécanismes sont
complexes, car elle peut a la fois inhiber la calcification (par activation de la voie de la PI3-kinase) et
la stimuler (par inhibition de I'OPG et augmentation du transport intracellulaire de phosphate)

(30,31).

4.2. Hypertension artérielle (HTA)

L’'UKPDS montre une relation linéaire entre TAS et complications macrovasculaires (16). Les patients
sont randomisés en 2 groupes : contrdle « strict » (objectif de tension artérielle (TA) <150/85mmHg,
TA obtenue 144/82mmHg) et contréle moins « strict » (objectif TA <180/105mmHg, TA obtenue
154/87mmHg). Le premier groupe présente une réduction de 44% des accidents vasculaires
cérébraux (AVC) et de 49% du taux d’AOMI (non significatif : p=0.17), alors que le risque d’AOMI
augmente de 25% dans le second groupe. Les complications macrovasculaires sont plus fortement
associées a la TAS qu’a I’hyperglycémie et le risque de complications est doublé lorsque la TAS passe
de <120mmHg (médiane a 114mmHg) a >160mmHg (médiane a 168mmHg). Ces éléments suggerent

que la TAS contribue au risque d’AOMI.

4.3. Dyslipidémie

La dyslipidémie du diabéte de type 2 associe des anomalies quantitatives avec baisse du HDL et
hypertriglycéridémie, a des anomalies qualitatives avec particules LDL petites et denses, connues
pour étre particulierement athérogénes en favorisant |'oxydation du LDL et la glycation des
apolipoprotéines ; le taux de LDL est en revanche souvent normal ou légérement augmenté (32).
L’'UKPDS montre une augmentation de 22% du risque d’AOMI par baisse du HDL de 0.1mmol/I (14).

Si cette dyslipidémie correspond au spectre d’action des fibrates, les études de prévention
cardiovasculaire par ces médicaments sont cependant décourageantes, bien que I'étude ACCORD
suggere un bénéfice cardiovasculaire d’un traitement combiné de simvastatine et fénofibrate chez
les hommes diabétiques avec triglycérides élevées et HDL bas (32). Néanmoins, les statines, dont
I’efficacité en prévention cardiovasculaire est démontrée (33), restent le traitement de premier choix
chez les patients diabétiques de type 2 en prévention primaire ou secondaire, quel que soit le taux

de LDL (34).

4.4. Tabagisme

Alors que le LDL est le principal facteur de risque coronarien et I'hypertension artérielle (HTA) celui
d’AVC, 'AOMI est connue pour étre la « maladie du fumeur ». L'UKPDS montre un risque relatif de

2.90 (intervalle de confiance 95% : 1.46-5.73) d’AOMI chez les fumeurs par rapport aux non-fumeurs,



en analyse multivariée (14). Le tabagisme est donc un facteur de risque d’AOMI majeur chez les
patients diabétiques de type 2 également, avec une association bien plus importante que celle
retrouvée pour I’'HbAlc, le HDL ou la TAS. Le RCV lié au tabagisme semble encore accru par I'insulino-

résistance et les anomalies lipidiques associées au diabete de type 2 (35,36).

4.5. Insuffisance rénale chronique (IRC)

Le diabete est la premiére cause d’insuffisance rénale chronique (IRC) terminale (37). La mortalité
élevée des patients en IRC terminale (5-10% par an) est d’origine cardiovasculaire dans plus de 50%
des cas (38,39), et I'association entre complications cardiovasculaires et IRC est majorée en présence
de diabete, d’un facteur 2 chez I’'homme et d’un facteur 3 chez la femme (40). Si les FRCV classiques
contribuent a expliquer cette surmortalité, d’autres éléments se surajoutent lors d’IRC:
inflammation systémique chronique, augmentation du stress oxydatif, urémie avec anomalies du
métabolisme phosphocalcique (41).

Quarante-huit pourcent des patients en IRC préterminale présentent une AOMI (42), et les
complications de cette derniére (plaie avec risque d’amputation) sont accrues par les modifications

hémodynamiques liées a la soustraction liquidienne en dialyse (40).

5. Physiopathologie de ’AOMI chez les patients diabétiques (40,43,44)

Alors que la physiopathologie de la maladie coronarienne est bien décrite, il existe peu d’études de
bonne qualité sur 'AOMI spécifiguement. Or, les mécanismes impliqués sont probablement
différents, du moins en partie. Si le tabagisme, principal facteur de risque d’AOMI, et les autres FRCV
classiques provoquent principalement une atteinte des troncs artériels proximaux, le diabéte est
guant a lui associé a une atteinte distale infra-poplitée, des troncs jambiers essentiellement, alors
que les artéres des pieds sont souvent préservées (13,45,46). De plus, la calcification artérielle est
plus précoce en présence de diabete (47,48), et plus fréquente lors d’atteinte infra-poplitée
(45,46,49,50).

Deux pathologies artérielles coexistent en présence de diabete : I'athérosclérose et I'artériosclérose.
Elles sont néanmoins étroitement liées et partagent de nombreux mécanismes, raison pour laquelle
on parle parfois d’ « artérioathérosclérose » (40). Les principales différences entre ces deux

pathologies sont décrites ci-dessous et résumées dans le tableau 2.

5.1. Athérosclérose

L'athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique de I'intima des arteres, de progression

lente et en plusieurs stades (tableau 1); elle débute dans I'enfance et atteint principalement les

10



arteres élastiques de gros et moyen calibres, avec des lésions focales (« patchy ») (51,52). Les
facteurs de risque principaux sont bien connus: HTA, dyslipidémie (augmentation du LDL en

particulier), diabéte, tabagisme, age, sexe masculin.

Tableau 1 : stades de développement de I'athérosclérose selon la classification de Stary (52).

Type | Terminologie Description

I Lésion initiale Lipoprotéines dans I'intima, lipides dans les macrophages
(Iésions microscopiques)

Il Stries lipidiques Lipoprotéines dans I'intima, lipides dans les macrophages et les CMLV
(Iésions macroscopiques)

1l Pré-athérome Il + dépots lipidiques extracellulaires

v Athérome Il + noyau lipidique ; lésions structurales massives de I'intima

Vv Fibro-athérome IV + dépdbts importants de collagéene ; CMLV sur le noyau lipidique

\ Lésion compliquée | IV ou V + thrombus et/ou hématome dans la plaque

La figure 1 schématise les mécanismes de développement de I'athérosclérose, développés dans le
texte ci-dessous.

L'HTA, responsable d’un stress hémodynamique prédominant, pour des raisons mécaniques, aux
bifurcations artérielles, provoque I'apoptose de cellules endothéliales, conduisant a une dysfonction
de I'endothélium, point de départ de la Iésion athérosclérotique. Les agressions répétées liées
notamment au tabagisme, au diabete et aux radicaux libres, contribuent a cette dysfonction
endothéliale qui favorise la vasoconstriction (par baisse du NO, inflammation locale et augmentation
du stress oxydatif et de la réponse vasoconstrictrice a I'’endothéline-1 et a I'angiotensine-Il) et
entraine un déséquilibre entre pénétration et élimination des particules LDL qui s’accumulent et
s’oxydent alors dans le sous-endothélium. Le LDL oxydé (LDLox) stimule la sécrétion de molécules
d’adhésion par les cellules endothéliales, permettant le recrutement de monocytes et de
lymphocytes T circulants responsables d’une réaction immuno-inflammatoire locale contre le LDLox,
avec un role prépondérant du tumor necrosis factor a (TNF-a) et de I'interleukine 6 (IL-6) (51,53). Les
macrophages, dérivés des monocytes sanguins, phagocytent le LDLox grace a leurs récepteurs
scavenger (« éboueur »), se transforment en cellules spumeuses et sécretent des cytokines, du
facteur tissulaire, des métalloprotéinases matricielles et des espéces réactives d’oxygeéne ; certaines
de ces cellules, en réponse notamment au TNF-a et au TNF related apoptosis inducing ligand (TRAIL),
meurent par apoptose, libérant des corps apoptotiques qui contribuent a former le corps nécrotique
de I'athérome (54). D’autres cellules spumeuses activent les lymphocytes T qui les stimulent en

retour par interactions cellulaires et par I'intermédiaire de I'interféron gamma (IFN- y), engendrant
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un véritable cercle vicieux d’auto-aggravation de lI'athérome, auquel contribue la sécrétion de
monocyte-colony stimulating factor (M-CSF) par les CMLYV et les cellules endothéliales (51).

Les CMLV migrent de la média vers I'intima et sécretent des protéines de la matrice extracellulaire,
conduisant a une hyperplasie intimale et a la formation d’une chape fibromusculaire, un mécanisme
cicatriciel qui stabilise la plague d’athérome.

Finalement, diverses cellules acquierent un phénotype ostéoblastique ou chondrocytaire, et
provoquent la calcification de I'intima par un mécanisme assimilé a une ossification surtout de type
endochondral (53) ; ce phénomene est tardif et évident essentiellement dans les Iésions de stades IV
et V selon la classification de Stary (52).

La chape fibromusculaire, la calcification de la plaque et le remodelage vasculaire provoquent une

sténose de la lumiere artérielle, responsable d’'une ischémie chronique.

Figure 1 : Mécanismes impliqués dans I’athérogenése.

Par ailleurs, la plaque peut a tout moment devenir instable, c’est-a-dire se compliquer d’un thrombus
responsable d’un accident ischémique aigu (syndrome coronarien aigu (SCA), AVC, ischémie aigué de
membre), dont la manifestation clinique dépend du degré d’occlusion artérielle (90% des cas sont
infracliniques) (40). Le processus repasse ensuite a un mode d’évolution chronique lentement
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progressif. L'instabilité de la plague est augmentée par un contenu élevé en macrophages et en
lipides dans I'athérome, de méme que par les forces de cisaillement liées a I'HTA et a un débit
sanguin élevé (55). La formation du thrombus peut étre secondaire soit a une rupture de plaque (60-
70% des cas), soit a une érosion endothéliale superficielle (30-40% des cas, phénomeéne plus fréquent

chez les patients diabétiques) (40).

5.2. Artériosclérose ou médiacalcose

Il s’agit d’'une augmentation de I'épaisseur et de la rigidité des artéres par remodelage de la matrice
extracellulaire, dysfonction endothéliale et calcification de la média, avec comme conséquence une
perte d’élasticité et de compliance artérielles. La physiologie de Windkessel s’en retrouve
perturbée (56,57) : en effet, en conditions normales, les variations pulsatiles du flux artériel sont
transformées en flux continu, permettant un apport de sang homogéne et régulier en périphérie. En
revanche, dans les arteres rigidifiées, le flux pulsatile ne peut plus étre transformé en flux continu,
provoquant une accélération de la propagation de I'onde de pouls en périphérie et un retour
prématuré des ondes de réflexion, responsables d’'une HTA systolique avec hypertrophie
ventriculaire gauche secondaire et finalement insuffisance cardiaque.

La rigidification dilate les grosses artéres avec baisse consécutive de la TA diastolique (TAD) qui, avec
I’hypertrophie ventriculaire gauche, diminue la perfusion coronaire et favorise ainsi I'ischémie
myocardique (57). Le RCV est accru par l'augmentation de la pression différentielle
systolodiastolique ; par ailleurs, 'augmentation de la pression de pulsation est un fort facteur
prédictif cardiovasculaire (56,58).

La calcification de la média ressemble a un mécanisme d’ossification membranaire par
dédifférentiation des CMLV en cellules a phénotype ostéoblastique avec perte de leur capacité
contractile (40). Les CMLV proliferent et dégradent I'élastine, de sorte que le collagéne devient le
composant principal de la matrice extracellulaire, contribuant a la rigidification artérielle, ce d’autant
plus lorsqu’il est glyqué (29).

La rigidification artérielle est un phénomene précoce lors d’anomalie du métabolisme glucidique, ;
elle survient en effet déja dans les états prédiabétiques et précéde les complications micro- et
macrovasculaires cliniques (56).

Chez les patients diabétiques de type 2, la médiacalcose est associée a une augmentation de la
morbi-mortalité cardiovasculaire et du risque d’amputation, multiplié par 5.5 (5,45,59-61). Elle
constitue le meilleur facteur prédictif d’amputation (61) et, dans des cas séveres, peut se compliquer
d’une ischémie critique de jambe ou d’une amputation méme en I'absence d’athérosclérose (62).

Les facteurs de risque principaux de I'artériosclérose sont le diabete, I'age, I'IRC, le sexe masculin et

la neuropathie autonome (59,63).
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Tableau 2 : différences principales entre athérosclérose et artériosclérose (63-65).

Athérosclérose

Artériosclérose

Couche histologique

Intima

Média

Localisation Artéres élastiques de gros et Tous les types artériels ; arteres
moyen calibre. coronaires en général épargnées sauf
Surtout aux bifurcations et si IRC ou traitement par chélateurs du
rétrécissements artériels. phosphate a base de calcium (66).
Lésions Focales (« patchy »). Continues, circonférentielles,

étendues.

Mode de croissance

Excentrique et asymétrique.

Concentrique et symétrique.

Histopathologie

Plaques calcifiées sur noyau
lipidique.

Calcification des produits de
dégradation de la matrice
extracellulaire.

Voies impliquées

Calcification endochondrale.
RANKL, Runx2/Cbfal, Sox9.

Inflammation locale (TNF-a, IL-6).

Activation macrophagique.
LDLox, stress oxydatif.

Calcification membranaire.

BMP-2, Wnt — B-caténine.
Inflammation systémique de bas grade
(TNF-a).

Stress oxydatif.

Facteurs de risque

LDL, HTA, diabéte, tabagisme,
age, sexe masculin.

Diabéte, IRC, neuropathie autonome,
age, sexe masculin.

Répercussions

Sténoses artérielles
=> ischémie en aval
=>SCA, AVC, AOMI.

Sténoses artériolaires

=> ischémie en aval

=> SCA, AVC, AOMI distale.

Rigidité artérielle => |, compliance,
dilatation, HTA systolique,
hypertrophie ventriculaire gauche,
insuffisance cardiaque.

5.3. Calcification

Longtemps considérée comme un phénomeéne passif et dégénératif, la calcification artérielle est
maintenant reconnue comme un processus actif, régulé par de nombreux signaux métaboliques et
inflammatoires, dont la physiopathologie partage de nombreuses similarités avec le développement
et le métabolisme osseux (43,44,53,63,67), laissant entrevoir des perspectives thérapeutiques
prometteuses.

Le role de la calcification artérielle sur la stabilité de I'athérome n’est cependant pas parfaitement
clair : en effet, dans les stades tardifs de I'athérosclérose, I'inflammation locale est négligeable et la
calcification semble contribuer a stabiliser la plaque (51), alors que dans les stades initiaux, les
microcalcifications, instables dans une chape fibreuse fine et en-dessus de la plaque nécrotique,
semblent a I'origine de phénomeénes thrombotiques aigus (68). Cependant, on pense actuellement

gue, méme dans les stades avancés, la calcification artérielle contribue activement au RCV en
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diminuant I’élasticité et la compliance artérielles (69). On la considere comme un marqueur
d’athérosclérose précoce (70), avec, chez les patients diabétiques, un role probablement
prédominant dans la physiopathologie de ’AOMI, peut-étre méme plus important que celui joué par
la plaque d’athérome. En effet, la calcification artérielle est plus fréquente dans 'AOMI infra-
poplitée, atteinte typique du diabete (45,46,49,50), ou elle constitue un facteur de risque

indépendant d’amputation (61,71).

5.3.1. Ossification (44)

Il existe deux types d’ossification : membranaire (os plats), ou les cellules mésenchymateuses sont
directement transformées en ostéoblastes, et endochondrale (os longs), ou le cartilage est envahi
par des ostéoblastes qui le transforment en tissu osseux.

Les ostéoblastes produisent et sécrétent d’abord une matrice osseuse, I'ostéoide, puis des vésicules
prominéralisantes, les vésicules matricielles, qui, constituées d’ions et de phosphatases alcalines (PA)
et délimitées par une membrane cellulaire trilamellaire, favorisent les concentrations locales en
calcium et phosphate, constituant des niches pour le dépdt de cristaux d’hydroxyapatite : c’est le
début de la minéralisation ou calcification de la matrice osseuse.

L’os est un tissu vivant en constant renouvellement dont la calcification est régulée par de nombreux
médiateurs — activateurs et inhibiteurs — qui controlent les interactions entre ostéoblastes et
ostéoclastes et permettent un turnover osseux adéquat, avec enchainement des 6 phases suivantes :
repos, activation des ostéoclastes, résorption osseuse, activation des ostéoblastes, dépot de matrice
osseuse, calcification. Le pyrophosphate inorganique (PPi), I'ostéopontine, le receptor activator of
nuclear factor k B ligand (RANKL), la matrix gla protein (MGP) et la fétuine A s’opposent a
Iossification, alors que les bone morphogenic proteins (BMP) 2 et 4, la PA osseuse, le phosphate
inorganique (Pi), I'ostéocalcine, la sialoprotéine osseuse, 'OPG et divers facteurs de transcription

osseux (Runx2/Cbfal, Osterix, Sox9) stimulent la formation de I'os.

5.3.2. Calcification artérielle (28,43,44,53,63,65,67,69,72)

La processus de calcification artérielle est déclenché par I'inflammation et favorisé par un manque
d’inhibition de I'ostéogenése dans les arteres (72). Il semble en effet qu’en situation physiologique,
un certain taux d’inhibiteurs de la calcification soit nécessaire dans les tissus et la circulation pour
éviter la survenue spontanée de calcifications ; par ailleurs, il semble que I'expression simultanée de
collagéne de type | et de PA suffise a la formation de calcifications ectopiques (70).

Le stress oxydatif et les cytokines inflammatoires, au centre de la physiopathologie de
I'athérogenéese, semblent aussi a I'origine de la calcification artérielle par leurs effets stimulants sur

les CMLV ; ces dernieres sécretent alors des vésicules matricielles, se dédifférentient en cellules
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vasculaires calcifiantes (CVC), ou meurent par apoptose avec formation consécutive de corps
apoptotiques agissant comme des vésicules matricielles (53,69). Cette dédifférentiation, favorisée
par le TNF-a et I'H,0,, est inhibée par l'insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (70). L’apoptose est
favorisée par le RANKL et le TRAIL, eux-mémes inhibés par I'OPG (29). Les péricytes, les
myofibroblastes de I'adventice, et peut-étre des ostéoprogéniteurs médullaires, se dédifférentient
aussi en CVC (43). La leptine, adipokine dont les taux sont augmentés dans le syndrome métabolique,
accroit encore le stress oxydatif et I'inflammation en activant les cellules immunitaires (53).

En fonction de leur contenu, modulé par l'inflammation, en activateurs ou inhibiteurs de la
calcification (MGP et fétuine A notamment), les vésicules matricielles peuvent stimuler ou bloquer la
calcification (73,74). Les corps apoptotiques, chargés négativement, et les vésicules matricielles
pauvres en inhibiteurs de la calcification, constituent des niches propices a la formation de cristaux
d’hydroxyapatite.

La calcification artérielle est ainsi activée par les cytokines inflammatoires, des facteurs de
transcription ostéo-/chondrocytaires (Runx2/Cbfal, Osterix, Msx2, Sox9) et des protéines osseuses
procalcificantes (PA, ostéocalcine, ostéonectine, anda collagénes de type | et Il) exprimés par les CVC
(69,75). Une fois I’équilibre de la paroi artérielle modifié en faveur de la calcification, le processus
s’accélére rapidement par rétrocontréle positif ; en effet, les cristaux d’hydroxyapatite induisent une
réponse inflammatoire des macrophages et I'apoptose de ces derniers et de CMLV, avec formation
de nouvelles niches pour le dépot de cristaux d’hydroxyapatite (53,76). La calcification crée un « mur
osseux » dans les artéeres et serait ainsi initialement un mécanisme de défense contre I'inflammation
chronique, permettant d’isoler le corps du processus nocif (77).

L'évolution dépend ensuite de I'équilibre entre facteurs pro- et anticalcifiants (tableau 3 et figure 2).
Les facteurs suivants sont procalcifiants dans les arteres : cytokines pro-inflammatoires (notamment
IL-6 et TNF-a), stress oxydatif, facteurs de transcription ostéogéniques, protéines du choc thermique
(HSP70), RANKL, M-CSF, BMP-2 et 4 (activent la voie Wnt — B-caténine qui stimule la PA), Pi,
ostéocalcine, sialoprotéine osseuse, stress mécanique (pression intravasculaire élevée, déchirure
endothéliale), warfarine, IRC, dialyse. L’HTA systolique, caractéristique de la médiacalcose, contribue
au processus calcifiant par induction du NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) et des BMP, voire par augmentation du RANKL en réponse au stress mécanique, de
la méme maniére que les forces de cisaillement induisent I'expression du RANKL dans I'os (29). Les
facteurs suivants ont au contraire un role anticalcifiant : MGP, OPG, fétuine A, ostéopontine, PPi.

Sur le plan thérapeutique, les statines semblent empécher la progression de la calcification au stade
initial en diminuant l'inflammation, réduisant ainsi le principal stimulus de I'ostéogenése. En
revanche, dans des stades plus avancés, le stimulus inflammatoire étant alors pratiquement nul, elles

semblent inefficaces sur ce processus (72,81,82).
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Par ailleurs, si le remodelage osseux squelettique est bien connu, il est fort probable que les
calcifications artérielles puissent également régresser, grace a I'action d’inhibiteurs de la calcification
et de cellules de phénotype ostéoclastique. Plusieurs modeles murins montrent en effet que la
restitution locale de MGP permet la régression des calcifications artérielles (83—-86). De plus, des
cellules de phénotype ostéoclastique sont présentes dans les plaques d’athérosclérose, mais en
quantités relativement faibles car les stimuli qui activent les CMLV diminuent la différentiation
ostéoclastique des macrophages, provoquant un déséquilibre en faveur du phénotype
ostéoblastique et entravant ainsi la régression des calcifications artérielles (67). Finalement, les
ostéoclastes seraient des régulateurs physiologiques de la calcification vasculaire de fagon

indépendante de I'athérosclérose (87).

Figure 2 : Calcification artérielle : régulation par les voies de I'inflammation et de I'ostéogenése

(44,63).
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Tableau 3 : principaux facteurs favorisant ou empéchant la calcification vasculaire.

Procalcifiants Anticalcifiants

Cytokines pro-inflammatoires Cytokines anti-inflammatoires

Stress oxydatif

Facteurs de transcription ostéogéniques

BMP-2 et 4, PA

Macrophages, M-CSF CMLV

HSP70, déficit en vitamine K, traitement par MGP

anti-vitamine K (inhibe MGP)

RANKL, RANK, TRAIL OPG

Pi PPi

ostéocalcine, sialoprotéine osseuse Fétuine A, ostéopontine
AGEs / RAGE SRAGE

Facteurs mécaniques : pression intravasculaire
élevée, déchirure endothéliale

IRC, dialyse, I produit phosphocalcique

5.3.3. Le « paradoxe de la calcification » (44,69)

Figure 3 : Le « paradoxe de la calcification » (44,69).

L'association entre ostéoporose, IRC, athérosclérose et calcification cardiovasculaire, appelée
« paradoxe de la calcification », est connue depuis les années 1990 (88). Les mécanismes exacts ne
sont pas parfaitement clairs, mais I'inflammation semble jouer un rdéle prépondérant. En effet, les
cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-a en particulier) augmentent le stress oxydatif et

I’expression du RANKL dans I'os comme dans les artéres. Cependant, le RANKL stimule la calcification
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dans les arteres, alors qu’il augmente I'activité ostéoclastique dans I'os, avec comme résultat une
augmentation de la résorption osseuse, une libération sérique de phosphate et de calcium, une
augmentation du produit phosphocalcique sérique et donc une stimulation de la calcification
artérielle. L'effet paradoxal du RANKL sur I'os et les arteres est détaillé dans le chapitre spécifique.
Dans les arteres, le stimulus inflammatoire favorise également la calcification par augmentation des

BMP et des facteurs de transcription osseux. La figure 3 illustre ce paradoxe.

5.3.4. Inflammation et insulin-like growth factor 1 (IGF-1)

L'inflammation, elle-méme liée a la progression du diabéte et a I'insulino-résistance, semble jouer un
role d’autant plus important dans la physiopathologie artérielle en présence de diabéte, en
particulier par I'intermédiaire des peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR), du TNF-a et
de I'IL-6, principal activateur de la phase aigué de lI'inflammation et facteur prédictif de diabete
(40,89). Le PPAR-y, exprimé par les cellules spumeuses, protege contre I'athérosclérose par ses effets
anti-inflammatoires (90), alors que I'lL-6 et le TNF-a favorisent le développement et la progression
des lésions artérielles.

La protéine C-réactive ultrasensible (CRPus) est associée au syndrome métabolique, au RCV et a la
mortalité, mais pas toujours de facon indépendante des autres FRCV (91-96). Son role pathogene
n’est pas clair et son augmentation, probablement secondaire a celle de I'lL-6, n’est peut-étre qu’un
épiphénomene.

Alors que la majorité des données cliniques concernent les atteintes des artéres coronaires, une
étude montre néanmoins une augmentation significative de I'lL-6 et de la CRPus chez des patients
diabétiques avec versus sans AOMI, mais sans association avec la sévérité de 'AOMI évaluée par
I’ankle brachial index (ABI) (97). En revanche, les marqueurs inflammatoires ne semblent pas associés
a la calcification vasculaire, que ce soit au niveau périphérique (98) ou coronaire (99), suggérant un
role moindre de l'inflammation dans la pathogenése de la calcification vasculaire par rapport a
I'athérogeneése.

L'IGF-1, associé négativement a l'insulinorésistance et a l'insulinopénie, a des actions similaires a
I'insuline et présente des propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires bénéfiques contre
I'athérosclérose (100,101). Ses effets prolifératifs et anti-apoptotiques sur les CMLV stabilisent les
plagues d’athérome, mais peuvent néanmoins étre néfastes dans des stades précoces
d’athérosclérose, en favorisant I’hyperplasie néointimale (102-105). L'IGF-1 semble contrer Ia
calcification vasculaire en inhibant la différentiation, la prolifération et la calcification des CVC (103).
Si certaines études cliniques associent négativement IGF-1 et maladies cardiovasculaires, en accord
avec les données de la recherche fondamentale, d’autres trouvent des résultats opposés ou

I’absence de relation (102). Ces discordances peuvent provenir de I'hétérogénéité des critéres
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d’évaluation et/ou du fait que le dosage sérique de I'IGF-1 ne refléte probablement pas son activité
biologique (102). De plus, comme I'lGF-1 diminue physiologiquement avec I’dge, un score standardisé
doit étre utilisé pour les analyses (106). Finalement, il est probable gu’il existe une courbe en « U »
entre IGF-1 et RCV, avec des effets délétéres a la fois pour des valeurs trop basses et pour des valeurs

trop élevées d’'IGF-1.

5.4. Marqueurs du remodelage osseux

Le lien entre ostéogenése et artériopathie étant maintenant bien identifié, de nombreuses molécules

sont en cours d’étude. Les trois voies analysées dans I'étude DIACART sont détaillées ci-dessous.

5.4.1. Voie ostéoprotégérine (OPG) / receptor activator of nuclear factor k B ligand (RANKL) / RANK

5.4.1.1. Voie OPG / RANKL / RANK et métabolisme osseux

Le RANKL est une protéine produite par les ostéoblastes, les cellules stromales de la moelle osseuse
et les lymphocytes T activés (87) ; sa liaison a son récepteur principal (RANK) sur les ostéoclastes
déclenche la voie du NF-kB et induit, au niveau osseux, la formation, la différentiation, I’activation et
la survie des ostéoclastes, conduisant a une augmentation de la résorption osseuse (107). Il existe
deux formes du RANKL, I'une membranaire et I'autre soluble, cette derniére étant moins active (87).
L’expression du RANKL est induite par de nombreuses cytokines pro-inflammatoires, la vitamine D, la
parathormone (PTH), les glucocorticoides, les forces de cisaillement et I'hyperlipidémie (28,87).

L’OPG est une glycoprotéine de la superfamille du TNF qui est produite dans de nombreux tissus
(108). Son expression est induite par de nombreuses cytokines et par le 17B-estradiol ; en revanche,
les glucocorticoides, la ciclosporine A, la PTH, la vitamine D, la prostaglandine E, et l'insuline
suppriment son expression (29,87,108). L'OPG est un récepteur « leurre » pour le RANKL, empéchant
I'activation du RANK. Au niveau osseux, elle inhibe la différentiation des monocytes en ostéoclastes,
de méme que l'activation de ces derniers, contribuant a I'équilibre physiologique entre ostéolyse et

ostéosynthése (109).

5.4.1.2. Voie OPG / RANKL / RANK et calcification vasculaire

Dans les arteres normales, on retrouve I'OPG, produite par les CMLV et par les cellules endothéliales,
et le TRAIL, mais pas le RANKL. L'inflammation induit cependant I'expression de ce dernier dans les
artéres pathologiques (109,110). Par activation de son récepteur, le RANKL augmente I'expression du
BMP-4, facteur ostéogénique qui stimule la calcification des CMLV. Il favorise également le
chimiotactisme des monocytes humains, eux-mémes au centre de la physiopathologie de
I'athérogenese (111), et stimule la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF-a
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qui active la voie Wnt — B-caténine, effet contré par l'infliximab (anticorps anti-TNF) (28,87). In vitro,
la suppression du RANK, I'inhibition du NF-kB ou l'induction de I'OPG empéchent la calcification
artérielle induite par le RANKL (112). Les effets opposés du RANKL en fonction du type cellulaire
(CMLV dans les vaisseaux ; monocytes / ostéoclastes dans I'os) expliquent en partie le « paradoxe de
la calcification » discuté plus haut (44).

L'expression du TRAIL est élevée dans les lésions d’athérosclérose et son effet inducteur de
|"apoptose est bien montré, mais son role dans la calcification n’est pas clair (113).

Alors que les souris transgéniques pour I’'OPG et knockout pour le RANKL et le RANK développent une
ostéopétrose (114), la suppression de I'OPG provoque une ostéoporose due a un exces
d’ostéoclastes, ainsi que d’'importantes calcifications de I'intima et de la média, sans athérome, dans
lesquelles on retrouve le RANKL et le RANK (110,115).

Chez la souris, un traitement par OPG diminue les calcifications et augmente la chape fibreuse de
I’athérome, sans changer ni la taille ni le nombre de plaques, ni les concentrations vasculaires de
cytokines, ni les taux plasmatiques de cholestérol (116). Ainsi, I’'OPG semble stabiliser les plaques par
augmentation de la chape fibreuse et diminution de la métalloprotéinase matricielle 12 (117). Elle
pourrait néanmoins aussi avoir un effet néfaste par induction de la métalloprotéinase matricielle 9
qui augmente la formation d’anévrysmes et les hémorragies intra-plaques (118).

Une étude intéressante comparant des artéres humaines tibiales avec médiacalcose a des artéeres
mammaires internes saines, montre que le RANKL est fortement exprimé uniquement dans les zones
de médiacalcose et qu’il induit la calcification des CMLV méme en absence de milieu a haute
concentration phosphocalcique ; ce mécanisme est atténué par I'OPG (119).

En résumé, le RANKL serait procalcifiant au niveau vasculaire, alors que I'OPG, surnommée
« vasculoprotégérine », protégerait contre la calcification artérielle de plusieurs fagons :

1) inhibition de I'activation ostéoclastique induite par le RANKL au niveau osseux avec diminution
consécutive de la libération sérique de calcium et de phosphate (111) ;

2) inhibition locale de la calcification vasculaire induite par le RANKL dans les arteres (111) ;

3) inhibition de la calcification vasculaire induite par la vitamine D et par la warfarine (120), par un
effet similaire a celui des bisphosphonates (121) ;

4) inhibition de I'apoptose des CMLV induite par le TRAIL avec diminution consécutive de la

formation de corps apoptotiques (29).

5.4.1.3. Voie OPG / RANKL / RANK : études chez ’lhomme

In vivo, les taux sériques d’OPG sont associés positivement au diabéte, a ses complications
microvasculaires, a I'ostéoporose, ainsi qu’a l'incidence, la prévalence, la progression et la sévérité
des maladies cardiovasculaires (122-131). Chez les patients diabétiques, 'OPG est associée a
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I'ischémie myocardique silencieuse (125,127) et au score calcique coronaire (SCC) dont elle serait un
puissant facteur prédictif (99,132). Ainsi, elle pourrait devenir un nouveau marqueur de RCV,
particulierement utile lors de diabete de type 2 pour dépister les patients a risque d’ischémie
myocardique silencieuse.

L’association positive, apparemment paradoxale, entre calcification artérielle, ostéoporose et OPG,
reflete probablement un mécanisme incomplet de régulation contre le processus calcifiant et contre
la déminéralisation osseuse ; I'échec de cette contre-régulation semble provenir, du moins en partie,
d’une résistance a I'OPG, peut-étre secondaire a I'augmentation locale du RANKL.

Les données sur le RANKL sont plus discordantes. Plusieurs études transvesales associent
négativement le RANKL soluble (sRANKL) a la maladie coronarienne et a 'OPG (133-135). L'une
d’entre elles, portant en particulier sur des patients avec IRC sévere, ne retrouve néanmoins pas
d’association entre sRANKL et progression du SCC (135). La Framingham Study (3250 participants
suivis 4.6 ans en moyenne) associe le SRANKL négativement et I'OPG positivement a différents FRCV,
dont le diabéte, sans trouver de lien entre sRANKL et événements cardiovasculaires (136).
L’association négative entre sSRANKL et diabéte est retrouvée par d’autres auteurs (131).

Une étude prospective de 909 patients associe en revanche positivement le sSRANKL a la survenue
d’événements ischémiques aigus coronariens ou cérébraux, de facon trés significative et
indépendante de I'OPG et des principaux FRCV (p<0.001) (137), relation pas retrouvée dans une
grande étude cas-témoins (n=25663) (138). Une trés petite étude (n=27) trouve des taux d’OPG
significativement plus élevés chez des patients diabétiques versus témoins, et encore accrus en
présence de neuroarthropathie de Charcot au stade aigu, alors que le sRANKL et le rapport
SRANKL/OPG sont significativement augmentés uniquement dans le groupe de patients avec
neuroarthropathie de Charcot (119). Une augmentation de I'OPG sérique et de l'expression du
SRANKL par les lymphocytes T est retrouvée chez des patients avec angor instable versus patients
avec angor stable ou témoins (139), suggérant un role du RANKL dans I'instabilité de plaque.

Il existe peu de données cliniques sur ’AOMI. Une étude associe la présence d’AOMI aux taux d’OPG
et de TRAIL, et la sévérité de I’AOMI aux taux d’OPG, indépendamment du diabete, alors que les taux
de sRANKL ne sont pas différents (97). Dans une petite étude trés récente portant sur 58 diabétiques
sans IRC, les meilleurs facteurs prédictifs de calcification fémorale et infra-poplitée (évaluée par
scanner) a I'état initial sont I'dge, I'origine ethnique (blancs versus autre), la fonction rénale et la
présence d’une neuropathie (R® 0.74), tandis que I'association avec 'OPG devient significative
uniqguement aprés exclusion des facteurs démographiques (98). Les auteurs ne retrouvent en
revanche aucune association avec la fétuine A ou le SRANKL.

Ces résultats discordants concernant le sRANKL suggerent plusieurs hypothéses. L’association

négative entre sSRANKL et complications vasculaires, étonnante de prime abord d’aprés les données
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in vitro et animales, pourrait s’expliquer par le fait que le SRANKL ne serait pas directement corrélé a
I’expression locale de RANKL : une augmentation de son expression membranaire dans les Iésions
artérielles expliquerait une diminution de sa concentration sérique — le SRANKL étant moins actif que
le RANKL membranaire (87). Par ailleurs, certains auteurs mesurent le sRANKL total, alors que
d’autres ne dosent que sa forme libre, non complexée a I'OPG. De plus, le RANKL existe sous
plusieurs isoformes en fonction des tissus. Il faut donc étre prudent quant a l'interprétation de
dosages effectués au niveau sérique. Par ailleurs, I'OPG et le sRANKL sont liés, et il est donc
nécessaire d’évaluer non seulement ces deux marqueurs isolément, mais également le rapport
SRANKL/OPG qui semble mieux refléter le métabolisme osseux et donc possiblement le lien avec la
calcification vasculaire (44). Finalement, un réle du sRANKL plutét dans l'instabilité des plaques
pourrait expliquer certaines discordances, notamment entre les 2 grandes études prospectives
susmentionnées, I'une s’intéressant uniquement aux événements cardiovasculaires aigus, I'autre a la
fois aux complications stables et instables (137,138).

Les rares études cliniques sur le TRAIL soluble (sTRAIL) ne I'associent pas a la calcification artérielle,
mais ses taux semblent diminuer avec la gravité des lésions artérielles (113). Le sTRAIL refleterait
plutét l'inflammation et la malnutrition (association négative) que la calcification dont il ne
constituerait donc pas un bon marqueur (140).

En résumé, les études chez 'lhomme associent positivement 'OPG au RCV et a la calcification
artérielle, alors que les données sur le RANKL sont discordantes et nécessitent de nouvelles

investigations.

5.4.1.4. Voie OPG / RANKL / RANK et perspectives thérapeutiques

Le denosumab (Prolia®), anticorps humain monoclonal contre le RANKL, est déja utilisé pour traiter
I’ostéoporose chez les femmes post-ménopausiques a risque fracturaire élevé et chez les hommes
sous traitement hormono-ablatif pour un cancer de la prostate (141).

Une étude évalue ce traitement chez des souris transgéniques pour une forme chimérique murine-
humaine du RANKL (142). Les modeles sont traités par prednisolone versus placebo, puis par
denosumab versus placebo. La prednisolone induit une augmentation de la calcification aortique.
Dans les 2 groupes, le traitement par denosumab réduit le contenu calcique dans I'aorte et le ceeur,
avec diminution des dépdts minéraux dans 'aorte de 42%, surtout au niveau de la média. Par
ailleurs, le TRAIL n’est pas inhibé par le denosumab, suggérant un réle central du RANKL par rapport
au TRAIL dans le processus de calcification artérielle. Ainsi, le denosumab semble étre un traitement
prometteur, mais ses effets sur I'os pourraient néanmoins en limiter I'utilisation dans la pathologie
vasculaire, le diabete étant associé a I'ostéoporose et, en particulier lors d’IRC, a une ostéopathie

adynamique dans laquelle le blocage osseux du RANKL peut étre néfaste.
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L'OPG serait donc une meilleure cible thérapeutique que le RANKL. Une forme recombinante d’OPG

est actuellement a I'étude, en pathologie osseuse en particulier (143).

5.4.2. Fétuine A (a,-Heremans-Schmid glycoprotéine)

La fétuine A est une glycoprotéine sérique négative de la phase aigué de I'inflammation, synthétisée
par le foie (63). Ses taux sont abaissés lors de turnover osseux élevé (maladie de Paget par exemple)
et augmentés lors de turnover osseux bas (ostéogenése imparfaite par exemple) (144,145).

La fétuine A forme un complexe avec le calcium et le phosphate, responsable de 50% de la
solubilisation sérique de ces ions. Ce complexe, composé de 18% de minéraux, 80% de fétuine A et
2% de MGP, est nommé « calciprotein particle », par analogie aux « lipoprotein particles »,
apolipoprotéines qui solubilisent les lipides (par exemple LDL, HDL, VHDL) (146,147).

Le réle de la fétuine A dans I'artériopathie n’est pas parfaitement élucidé. Il semble en effet exister
un effet biphasique, d’abord proathérogene, puis antiathérogéne, en fonction du stade
d’athérosclérose.

Les effets proathérogénes initiaux de la fétuine A sont liés a son inhibition du récepteur a l'insuline,
avec insulino-résistance et dyslipidémie consécutives. Les souris knockout pour la fétuine A
présentent en effet une augmentation de la clairance du glucose, une meilleure sensibilité a
I'insuline, une résistance a la prise de poids et une diminution des acides gras libres et des
triglycérides (148). La fétuine A est associée au syndrome métabolique chez 'homme également et
prédit la survenue du diabéte de type 2 (149,150). De plus, elle favorise la fibrose et la production de
matrice extracellulaire (151).

Par la suite, la fétuine A semble antiathérogéne par sa stimulation de I'expulsion des vésicules
matricielles hors de I'athérome, par son effet anti-inflammatoire supprimant la sécrétion de TNF-a
par les macrophages (152,153), et par son inhibition de la calcification artérielle par solubilisation du
calcium et du phosphate et inhibition des BMP. Les souris knockout pour la fétuine A présentent en
effet d’'importantes calcifications des tissus mous (154). Ex vivo, les CMLV se calcifient de fagon
importante suite a une exposition a du calcium et a du phosphate, effet considérablement minimisé
par I'adjonction de sérum contenant de la fétuine A (73). De méme, l'incapacité d’empécher la
précipitation du calcium et du phosphate avec du sérum de patients hémodialysés, dont les
concentrations en fétuine A sont abaissées, est restaurée par |'adjonction de fétuine A purifiée
ramenant les taux sériques a la normale (155). Chez ces patients, la fétuine A est par ailleurs corrélée
négativement aux calcifications des vaisseaux et des tissus mous et a la mortalité (cardiovasculaire et
toutes causes confondues), soulignant le réle anticalcifiant de cette glycoprotéine (155-158). La
fétuine A pourrait ainsi étre un nouveau marqueur de RCV dans cette population, malgré I'absence
de relation avec la progression du SCC (135).
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Chez les patients non dialysés, les données cliniques sont discordantes. Si trois études ne trouvent
pas d’association significative entre fétuine A et calcification vasculaire (159-161), I'étude
multiethnique sur I'athérosclérose correle inversement la fétuine A au SCC de fagon transversale,
mais ne retrouve d’association ni avec la progression ni avec lI'incidence de la calcification coronaire
(162). D’autres auteurs associent négativement fétuine A et athéromes calcifiés chez des patients
diabétiques de type 2 sans néphropathie (163).

La fétuine A est associée négativement a I’AOMI définie par un ABI <0.9 (avec exclusion des patients
avec ABI >1.4) chez des patients diabétiques (164) ; mais il faut noter que les patients avec atteinte
coronaire sont exclus de cette étude, ce qui constitue un biais majeur, ces pathologies étant souvent
concomitantes ; le fait que seulement 5% de la population étudiée présente un ABI <0.9 souligne ce
biais ; ces résultats ne sont donc pas généralisables a I'ensemble des patients diabétiques.

Plusieurs auteurs trouvent au contraire une relation positive entre athérosclérose et fétuine A, avec
une association au risque d’'IM et d’AVC, aprés ajustement notamment pour le diabete (170), et au
SCC chez des patients avec néphropathie non dialysée (165,166). Par ailleurs, la fétuine A semble
corrélée positivement a la rigidité carotidienne (151), alors que I’association avec I'épaisseur intima-
média n’est pas claire (151,167).

Une étude retrouve des taux de fétuine A plus élevés chez des patients diabétiques ou non avec
AOMI peu sévere (stades Ill et IV de Fontaine exclus) par rapport a des patients diabétiques sans
complication macrovasculaire, alors que la corrélation est négative avec la médiacalcose, définie par
un ABI >1.4 et un oscillographe pathologique (168).

Plusieurs éléments peuvent expliquer les résultats discordants entre ces différentes études: 1)
I’absence de distinction entre I’atteinte de l'intima et de la média, et surtout entre les lésions
artérielles calcifiées ou non ; 2) les effets a la fois pro- et antiathérogénes de la fétuine A, résultant
en une courbe en « U» avec augmentation du RCV aussi bien avec des taux infranormaux
(diminution des effets anticalcifiants et anti-inflammatoires) qu’avec des taux supranormaux de
fétuine A (induction d’insulino-résistance et dyslipidémie) (163) — des taux « normaux » semblant
donc nécessaire pour balancer ces effets opposés; 3) I'association positive avec le syndrome
métabolique, qui peut biaiser I'association avec la calcification artérielle et rendre I'interprétation
des dosages difficile, en particulier chez les patients diabétiques. Finalement, I'association positive
pourrait étre une contre-régulation positive, mais insuffisante, comme réaction de défense contre la
calcification vasculaire.

En résumé, la fétuine A semble associée positivement au syndrome métabolique, a I'insulino-
résistance et au diabete, et négativement a I'IRC dialysée, alors que |'association avec les atteintes

macrovasculaires n’est pas claire.
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En raison de la relation en « U » entre RCV et fétuine A, une normalisation de ses taux sériques

pourrait représenter une nouvelle piste thérapeutique pour diminuer la calcification artérielle.

5.4.3. Fibroblast growth factor 23 (FGF-23)

Le FGF-23, produit dans I'os, régule le métabolisme phosphocalcique (44) : il inhibe la synthése de
PTH et la réabsorption de phosphate au niveau du tubule rénal proximal, et diminue les taux de
vitamine D active par inhibition de la 1-a-hydroxylase rénale et activation de la 24-hydroxylase
(169,170). Par ailleurs, I'effet phosphaturique diminuerait la dédifférentiation des CMLV en cellules
de phénotype ostéoblastique (44).

Le corécepteur Klotho, protéine transmembranaire exprimée dans le rein, est nécessaire a I'activité
du FGF-23 (171). l'inactivation du FGF-23 (172) ou de Klotho (171) chez la souris provoque un retard
de croissance par diminution de la minéralisation de lI'os cortical et du turnover osseux, un
vieillissement prématuré, des calcifications vasculaires étendues de la média et de l'intima, une
néphrosclérose, une absence de vasoréactivité a I'acétylcholine et a la noradrénaline, ainsi qu’une
augmentation des taux sériques de 1-25-OH-vitamine D et de phosphate. Ces anomalies, normalisées
par un régime pauvre en phosphate (173), soulignent l'importance de la régulation de la
phosphatémie par le FGF-23 dans la modulation de la calcification vasculaire notamment.

Une mutation inactivatrice du FGF-23 ou de Klotho est associée a la calcinose tumorale familiale avec
hyperphosphatémie (172,174). Au contraire, une surexpression du FGF-23 provoque ostéomalacie et
rachitisme hypophosphatémique (175).

Lors d’IRC, les taux de FGF-23 augmentent avec l'altération de la filtration glomérulaire, ce qui
pourrait étre la conséquence de I'hyperparathyroidisme secondaire et de I'hyperphosphatémie liées
a I'IRC et représenter un mécanisme compensateur pour diminuer les taux de PTH et de phosphate
(176). L'augmentation du FGF-23 prédit la progression de I'IRC, I'incidence de I’hémodialyse, la
mortalité et la progression du SCC (177-179). Le FGF-23 est par ailleurs associé a I’hypertrophie
ventriculaire gauche, peut-étre suite a l'inhibition de I’"hydroxylation de la vitamine D, puisque cette
vitamine régule le SRAA et la prolifération des cardiomyocytes (180,181).

Lle FGF-23 est associé a la rigidité artérielle lors d’IRC modérée, a des anomalies de vasoréactivité
(182) et a un profil métabolique défavorable (adiposité, dyslipidémie athérogéne) (183), mais les
mécanismes d’action restent mal connus.

Les études sur le lien entre FGF-23 et athérosclérose en I'absence d’IRC sont encore rares. Une
association positive avec la présence et/ou la sévérité de I'athérosclérose et avec les événements
et/ou la mortalité cardiovasculaires est retrouvée par certains (161,176,184,185), alors que

I’association avec la calcification vasculaire semble absente (159,186).
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En résumé, 'association positive entre FGF-23 et complications vasculaires est bien démontrée chez

les patients avec IRC, alors que les données restent éparses et discordantes en I'absence d’IRC.

5.5. Métabolisme phosphocalcique et risque cardiovasculaire (RCV)

L’élévation du produit phosphocalcique, I'hyperparathyroidisme secondaire et le déficit en vitamine
D sont associés a la calcification et aux maladies cardiovasculaires lors d’IRC (187). Il semble donc
cohérent de supposer que ces mémes anomalies soient associées au RCV chez les patients avec
fonction rénale normale, mais les données de la littérature restent discordantes. Il s’agit par ailleurs
d’une cible thérapeutique particulierement intéressante, puisque des traitements sont d’ores et déja
utilisés couramment en clinique pour modifier les différents paramétres du métabolisme

phosphocalcique.

5.5.1. Vitamine D

Le déficit en vitamine D, fréquent et facilement corrigeable, est associé au diabéte (types 1 et 2), a
I'insulino-résistance, au syndrome métabolique et a la dysfonction des cellules B pancréatiques avec
diminution de la production d’insuline (188—190). Un traitement substitutif quotidien de 1200mg de
calcium et 800Ul (20ug) de vitamine D diminue le risque de développer un diabéte de type 2 de 33%
par rapport a une substitution inférieure a 600mg de calcium et 400Ul de vitamine D (10ug) (191).

La vitamine D est corrélée négativement au RCV, de fagon indépendante et graduée (192-195). Par
ailleurs, des études épidémiologiques associent les maladies cardiovasculaires a la situation de
résidence (latitude élevée, altitude basse, environnement urbain) et a la saison hivernale (193,196),
facteurs influengant I’exposition solaire et par conséquent les réserves en vitamine D. En effet, chez
I’'hnomme, I'exposition aux rayons ultraviolets B est responsable de 80 a 90% de I'apport en vitamine
D, le reste provenant de I'alimentation (en particulier poissons gras, jaune d’ceuf, produits laitiers,
beurre, produits supplémentés en vitamine D) (197).

La vitamine D (cholécalciférol) nécessite deux hydroxylations pour étre active : la premiére dans le
foie en position 25 et la seconde dans les reins en position 1, sous le contréle de la PTH et de la 25-
OH-vitamine D circulante (calcifédiol). La 25-OH-vitamine D sérique détermine I'état des réserves
corporelles, stratifiées en déficit (<10ng/ml), insuffisance (10-30ng/ml), suffisance (30-100ng/ml) et
toxicité (>100ng/ml) ; les normes indiquées ici correspondent a celles utilisées dans le laboratoire de
biochimie endocrinienne du GHPS, car il n’existe pas de consensus sur ces valeurs (197).

En plus de son role essentiel dans le métabolisme phosphocalcique, la 1-25-OH-vitamine D (calcitriol)
régule de nombreux autres processus et semble protéger contre la calcification vasculaire. Des
récepteurs a la vitamine D sont en effet présents sur différentes cellules dont les cardiomyocytes et

les CMLV, sur lesquels le calcitriol exerce un effet antiprolifératif (180,198-200). D’autre part, la
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vitamine D augmente la synthése de MGP, qui elle-méme inhibe la calcification vasculaire (201), alors
gu’un déficit en vitamine D augmente les taux de RANKL (29) et de PTH. Par ailleurs, elle a un effet
favorable sur I'inflammation (202-204) et sur le métabolisme lipidique : baisse du VLDL et des
triglycérides, augmentation du HDL et de l'activité de la lipoprotéine lipase dans le tissu adipeux
(189,205). De plus, indépendamment du métabolisme phosphocalcique, la vitamine D régule de
facon négative le SRAA (181) et est corrélée inversement a la TA (189).

Des études animales suggerent cependant qu’un traitement par vitamine D favoriserait la
calcification vasculaire (83,84,206), mais avec des doses trés élevées, d’environ 10mg/j, alors que les
apports recommandés chez 'homme sont de 15ug/j, soit presque mille fois moindres (207). Par
ailleurs, ces calcifications sont réversibles a I'arrét du traitement (83). Des doses allant jusqu’a
100pg/j ne provoquent ni hypercalcémie ni taux toxiques de vitamine D chez I’homme (207), de sorte
gue les doses utilisées en clinique ne semblent pas a risque de favoriser la calcification vasculaire.

En résumé, la vitamine D protégerait contre la calcification vasculaire, par ses effets propres et par sa
régulation des taux de PTH. La substitution des patients présentant un déficit en vitamine D semble

donc particulierement importante pour ces deux raisons.

5.5.2. Hormone parathyroidienne (PTH)

L’hyperparathyroidisme, qu’il soit primaire ou secondaire a une IRC ou a un déficit en vitamine D par
exemple, est associé a une augmentation de la morbi-mortalité cardiovasculaire (187,208). Plusieurs
mécanismes sont évoqués : la PTH :

- augmente la contractilité cardiaque et les calcifications vasculaires, myocardiques et valvulaires;
elle est associée a la dysfonction endothéliale, a la dysfonction ventriculaire systolique et diastolique
(avec hypertrophie ventriculaire gauche et fibrose myocardique) et a 'HTA ;

- est associée a l'intolérance au glucose, a I'insulino-résistance et a la dyslipidémie (augmentation des
triglycérides et du cholestérol total, diminution de I'activité et de la production de la lipase
hépatique) (208-210) ;

- semble avoir un effet pro-inflammatoire par augmentation de la synthése hépatique et osseuse
d’IL-6, cytokine qui non seulement stimule la résorption osseuse par les ostéoclastes (effet recherché
par la PTH), mais favorise aussi I'athérogenése (211,212) ;

- augmente I'expression du RANKL (29).

Une étude prospective récente dans la communauté (suivi sur environ 10 ans) associe PTH et RCV de
facon indépendante, attribuant a la PTH 20% du RCV, méme en |'absence d’anomalie de la fonction
rénale et des taux de vitamine D, calcium et phosphate (213). Dans cette étude, la PTH prédit par

ailleurs la mortalité cardiovasculaire méme lorsque ses taux sont dans la limite de la norme.
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En résumé, la PTH serait un marqueur et/ou facteur de RCV. Mais en raison de son implication dans
le métabolisme phosphocalcique, elle peut parfois simplement refléter d’autres anomalies sous-
jacentes associées au RCV. Bien que la baisse des taux de PTH par parathyroidectomie (208) ou par
calcimimétique (214) diminue les événements cardiovasculaires lors d’hyperparathyroidisme
primaire ou secondaire, il n’existe pas d’évidence d’un bénéfice direct d’abaisser les taux de PTH

dans la population générale, que ce soit par substitution en vitamine D ou par calcimimétique.

5.5.3. Produit phosphocalcique

Si I'association entre produit phosphocalcique et RCV est bien connue lors d’IRC (187), elle semble
aussi exister en I'absence d’IRC, suggérant que le dosage de la calcémie et de la phosphatémie puisse

donner des informations pronostiques sur le RCV dans la population générale.

5.5.3.1. Phosphatémie

La phosphatémie est associée aux maladies cardiovasculaires (215-220). Dans I'étude prospective
Framingham Offsprings (suivi de 20 ans d’une population exempte d’IRC et de maladies
cardiovasculaire a I'entrée), la phosphatémie et le produit phosphocalcique sont associés
positivement a I’dge, a la CRPus, a I'index athérogéne (cholestérol total/HDL) et au RCV (risque relatif
1.31, intervalle de confiance 95% 1.05-1.63), et négativement a I'indice de masse corporelle (IMC) et
a la TAS (219), tandis qu’une autre étude associe négativement phosphatémie et syndrome
métabolique (221).

Alors que Foley corréle la phosphatémie au SCC (215), d’autres auteurs I'associent de fagon
beaucoup plus forte au risque d’AVC et de décés qu’aux accidents coronariens, ce qui semble
s’expliquer par des effets différents du calcium et du phosphate en fonction du type et de la
localisation des arteres (216).

En résumé, la phosphatémie semble associée positivement aux maladies cardiovasculaires
également en I'absence d’IRC. Plusieurs mécanismes expliquent cette relation : le phosphate :

- induit la dédifférentiation des CMLV en cellules de phénotype ostéoblastique et leur
calcification (78,222);

- diminue la synthése de vitamine D (223,224) et augmente les taux de PTH (225) ;

- augmente les taux d’ostéopontine, protéine quiinhibe la formation et la progression des

calcifications et favorise leur régression (78,226).
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5.5.3.2. Calcémie

Les données sur le lien entre calcémie et RCV sont discordantes. Alors que plusieurs études sont
négatives (219,227), le suivi de 2176 sujets dans la population générale pendant 30 ans associe
calcémie, phosphatémie et produit phosphocalcique au risque de déces (217), la calcémie étant
néanmoins surtout liée a la mortalité non-cardiovasculaire et la phosphatémie a la mortalité
cardiovasculaire.

Deux grandes études prospectives associent la calcémie a la mortalité, dont 58% d’origine
cardiovasculaire (228), et a I'HTA, la glycémie a jeun, la cholestérolémie et I'incidence des IM (229).
Par ailleurs, la supplémentation calcique semble augmenter les événements cardiovasculaires (230).
Au contraire de la phosphatémie, la calcémie est associée positivement a I'intolérance au glucose,
méme en 'absence d’IRC (210,229).

En résumé, la calcémie semble associée positivement au RCV, mais les données sont encore rares.

5.6. Voie de la glycation

5.6.1. Produits de fin de glycation (advanced glycation end products, AGEs) (231,232)

Comme discuté plus haut, I'hyperglycémie participe probablement de facon importante aux
complications macrovasculaires du diabéte. Bien que d’autres mécanismes soient impliqués, la voie
de la glycation avancée jouerait un réle central dans la toxicité liée a I'hyperglycémie chronique, les
AGEs participant a la « mémoire glycémique » qui explique I'impact délétére de I'hyperglycémie sur
les artéres plus de 15 ans apres la période d’hyperglycémie (233) — la formation d’AGEs étant
irréversible. Les modeles murins transgéniques montrent par ailleurs le réle de la glycation dans les
complications vasculaires du diabéete (234-237).

Au niveau biochimique, la glycation non enzymatique, ou réaction de Maillard (figure 4), consiste en
I’adjonction d’un groupe aldéhyde ou cétone d’un sucre sur une protéine ou un lipide, formant une
base de Schiff qui est ensuite réarrangée en produit d’Amadori (exemples : LDL glyqué, albumine
glyquée, HbAlc), plus stable, avec groupe carbonyl libre, a lui seul déja responsable d’effets
déléteres (238-240). Les produits d’Amadori peuvent étre dégradés en produits de glycation
intermédiaires (glyoxal, 3-deoxy-glucosone, methyl-glyoxal), qui résultent aussi directement de
|"auto-oxydation du glucose et sont lentement réarrangés pour conduire a la formation irréversible
d’AGEs.

Différents AGEs sont décrits : pentosidine, MG-H1 (methyl-glyoxal-hydroimidazolone-1), CML (Ne-
carboxyethyllysine), CEL (Ne-carboxymethyllysine), GH (glyoxal-derived hydroimidazolone), 3-DGH (3-
deoxyglucosone hydroimidazolone), GOLD (glyoxal lysine dimer), MOLD (methylglyoxal lysine dimer),

DOLD (3-deoxyglucosone lysine dimer), pyrraline, FFI (2-(2-furoyl)-485-furanyl-1H-imidazole), AFGP
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(1-alkyl-2-formyl-3,4-diglycosyl pyrrole). La CML, provenant de la glycoxydation des protéines ou de
la peroxydation lipidique, est I’AGE prédominant, retrouvé en quantités importantes dans les plaques
d’athérosclérose, les cellules spumeuses et le sérum des patients diabétiques (241-243).

Les facteurs-clés déterminant le taux de formation des AGEs sont le degré d’hyperglycémie, le type
de sucre (réaction plus rapide avec le fructose et le glucose-6-phosphate qu’avec le glucose),
I'importance du stress oxydatif environnant, le vieillissement naturel et le taux de turnover des
protéines — directement lié a la durée d’exposition de celles-ci aux sucres.

Le dosage sérique des AGEs est facilement réalisable, bien que coliteux et nécessitant une technique
sophistiquée, mais le résultat n’est pas forcément corrélé a leurs taux tissulaires (244,245). Les AGEs
cutanés semblent en revanche mieux refléter les AGEs tissulaires (246).

Les effets déléteres des AGEs peuvent étre subdivisés en deux grands groupes, selon qu’ils sont ou

non médiés par un récepteur.

Figure 4 : Glycation non enzymatique ou réaction de Maillard (231).

sucre: + protéine:
groupe aldéhyde groupe amine libre

base de produit )  AGEs:

glucos Schiff: d’Amadori: irréversible
auto- l

produits de glycation

Légendes: fleche a double sens verte: réaction réversible; fleche a sens unique
rouge: réaction irréversible.

5.6.1.1. Effets indépendants d’un récepteur

Certains AGEs, dits « cross-linking » (pentosidine, GOLD, MOLD, DOLD), conduisent a la formation de
ponts entre les fibres de collagéne de la matrice extracellulaire, les rendant résistantes aux
collagénases, ainsi qu’entre le collagéne et des éléments plasmatiques trappés dans les parois
vasculaires (immunoglobulines, LDL), de méme qu’entre deux molécules d’AGEs. Le collagéne est
particulierement concerné par la glycation en raison de sa longue demi-vie et donc de sa durée
d’exposition prolongée a I’hyperglycémie. Ces ponts augmentent la synthese de la matrice
extracellulaire (collagene, vitronectine, laminine) et en altérent la fonction, contribuant a rigidifier les
arteres. La calcification accroit encore la rigidification des artéres et semble provoquer un feedback
positif, avec développement d’un cercle vicieux (70).
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Par ailleurs, les AGEs provoquent I'adhésion de cellules circulantes a la paroi vasculaire et favorisent
la vasoconstriction par augmentation de la synthese d’endothéline-1, baisse de celle de
prostacycline, diminution de la production et inactivation du NO, et baisse de l'activité et
raccourcissement de la demi-vie de la NO synthase.

La glycation des lipides concerne I'apolipoprotéine B (apoB) et le LDL dont elle ralentit la clairance
par diminution de I'affinité du récepteur hépatique pour les formes glyquées de LDL ; elle augmente
le stress oxydatif et donc la formation de LDLox, en paralléle avec une expression accrue du
récepteur aux LDLox (LOX-1) par les macrophages. La liaison des AGEs aux érythrocytes augmente
également la production d’especes réactives d’oxygéne. Par ailleurs, le LDL glyqué diminue la
production de NO. Les effets sur le NO semblent particulierement relevant, puisque ce dernier est un
important facteur antiathérogéne par son action vasodilatatrice, son effet antiprolifératif sur les
CMLV et son inhibition de I'adhésion des leucocytes aux parois vasculaires et de I'adhésion et de

|'agrégation plaquettaires.

5.6.1.2. Effets dépendants d’un récepteur

Les AGEs sont principalement reconnus par le RAGE (receptor for AGEs), un récepteur de la famille
des immunoglobulines dont il existe deux formes, I'une transmembranaire et l'autre soluble
circulante (sRAGE).

La forme transmembranaire se trouve sur trois types cellulaires importants dans I'athérogeneése :
cellules endothéliales, CMLV, monocytes-macrophages. Le RAGE lie non seulement les AGEs, mais
également d’autres molécules pro-inflammatoires. La liaison des AGEs au RAGE conduit a leur
internalisation par endocytose. Alors que I'expression du RAGE est faible dans les tissus et vaisseaux
normaux, elle est induite par les lésions tissulaires et par les ligands du RAGE, engendrant un cercle
vicieux par rétrocontrole positif (232). Une variabilité interindividuelle de I'expression du RAGE
semble par ailleurs expliquer en partie la susceptibilité aux complications vasculaires du diabéte
(235).

L'activation du RAGE sur les cellules endothéliales augmente le stress oxydatif intracellulaire qui
active la voie RAS — MAPK — NF-kB, avec comme conséquences : augmentation de cytokines pro-
inflammatoires, du vascular endothelial growth factor et de molécules d’adhésion leucocytaires ;
effet procoagulant par augmentation du facteur tissulaire et diminution de la thrombomoduline ;
hyperperméabilité endothéliale par altération de I'actine et de la morphologie cellulaire ; diminution
de I'activité de la glyoxalase-l, enzyme qui empéche la formation d’AGEs en milieu hyperglycémique
(247).

L'activation du RAGE sur les CMLV stimule leur prolifération et leur production de fibronectine, ainsi
que la prolifération néointimale (248,249), favorisant la resténose ; les souris RAGE-/- présentent en

32



effet une réponse néointimale significativement réduite suite a une lésion vasculaire (250). Ce
mécanisme semble significatif dans les lésions myocardiques d’ischémie — reperfusion (251-253).

Les macrophages sont activés par la liaison des AGEs au RAGE, avec augmentation de leur
chimiotactisme et ralentissement de leur migration (apoptaxis) ; cela permet leur activation la ou les
AGEs sont présents, avec comme conséguence notamment une augmentation de cyclo-oxygénase 2
et de prostaglandine E;, molécules qui augmentent les métalloprotéinases matricielles qui elles-
mémes favorisent l'instabilité des plaques d’athérome.

L'activation des macrophages par la CML, via le RAGE, induit leur apoptose et la dédifférentiation des
CMLV en cellules de phénotype ostéoblastique (254).

Les AGEs se lient également a d’autres récepteurs que le RAGE (232). L'activation des récepteurs
scavenger de classe A des macrophages, ainsi que des AGE-R1, -R2 et -R3, n’induit pas de
transduction de signal cellulaire, mais semble antiathérogene en favorisant la clairance et la
détoxification des AGEs. En revanche, l'activation des récepteurs scavenger de classe B des
macrophages augmente le stress oxydatif et interfere avec la captation du HDL. Les AGEs
augmentent I'expression de LOX-1 et la captation du LDLox et du LDL glyqué par les macrophages

(affinité des récepteurs plus élevée que pour le LDL natif, contrairement aux récepteurs hépatiques).

5.6.1.3. AGEs et complications vasculaires du diabéte chez ’homme

Les AGEs sont associés a la durée et aux complications microvasculaires du diabéte (255-261). Si
|"association avec la macroangiopathie est décrite au niveau coronarien et carotidien lors de diabéte
de type 2 (262-265), les données sur ’AOMI sont encore éparses et demandent confirmation. Une
étude associe I'’AOMI, définie par un ABI <0.9 (médiacalcose exclue par échographie-doppler
artérielle des membres inférieurs (EDA)), aux taux de pentosidine et d’AGEs sériques chez des

patients diabétiques de type 2 et non diabétiques (266).

5.6.2. Récepteur soluble aux AGEs (sRAGE)

La forme soluble du RAGE, le sRAGE, résulte d’'une forme clivée du RAGE transmembranaire et de
plusieurs isoformes produites par épissage alternatif (endogenous soluble RAGE, esRAGE) (267). Son
role reste controversé. L’administration de sRAGE aux souris diabétiques apoE-/- suggére que ce
dernier agit comme récepteur « leurre », avec un effet antiathérogéne en empéchant la liaison des
AGEs au RAGE (234,268-270). Par ailleurs, I'’esRAGE tronqué en N-terminal ne semble pas lier les
AGEs et serait donc inactif, contrairement a I'isoforme tronquée en C-terminal qui pourrait quant a
elle s’avérer protectrice (267). S'il est possible de doser la fraction esRAGE du sRAGE, on ne dispose
en revanche pas encore de test permettant d’individualiser ses différentes isoformes. Un

déséquilibre entre les différentes isoformes peut expliquer la complexité des effets du sRAGE et les
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résultats divergents retrouvés dans la littérature quant aux relations avec les complications
vasculaires.

Le sRAGE est associé négativement a I'dge, a I'HTA, au tabagisme et a la résistance a l'insuline
(syndrome métabolique, intolérance au glucose, diabéte), association plus forte chez les patients
intolérants au glucose que chez les patients diabétiques, et qui diminue avec la durée du diabéte
(271).

Des taux abaissés de sRAGE semblent prédire les complications vasculaires (272). La Dallas Heart
Study (n=2571) associe négativement sRAGE et SCC, relation demandant néanmoins confirmation
dans certains sous-groupes de I'étude comme les patients diabétiques (273). Falcone aussi associe
négativement sRAGE et maladie coronarienne chez des patients non diabétiques (274) et Koyama
montre une corrélation inverse entre sRAGE et épaisseur intima-média carotidienne et fémorale —
mais significative uniquement chez les patients non diabétiques (271).

Chez les patients avec diabéete de type 2, le SRAGE est en revanche associé positivement a la rigidité
aortique (275), a la maladie coronarienne (276), a l'incidence et a la prévalence des événements
coronariens (272), aux taux d’AGEs et aux complications microvasculaires du diabéte (260,277,278),
soutenant I'hypothése d’une augmentation réactionnelle, bien qu’insuffisante, pour contrer
I"augmentation des AGEs. Le rétrocontréle positif induit par les ligands du RAGE transmembranaire
sur son expression pourrait également expliquer I'augmentation de la forme circulante.

Ainsi, les données concernant la relation entre sRAGE et RCV sont encore discordantes, et semblent

étre opposées en fonction de la présence ou non de diabéte.

5.6.3. Voie de la glycation et perspectives thérapeutigues

La mise en évidence du réle des AGEs dans les complications du diabéte ouvre la porte a de nouvelles
voies thérapeutiques. Chez la souris, l'injection de sRAGE permet d’arréter, voire de supprimer
I'athérosclérose (268,270), tandis que chez I'homme, des antagonistes du RAGE sont en
développement clinique pour le diabete et la maladie d’Alzheimer (272).
Les inhibiteurs de la formation ou de I'accumulation des AGEs, comme le LR-90, I'aminoguanidine
(pimagédine) ou I'ALT-946 (N-2-(acetamidoethyl)hydrozinecarboximidamide hydrochloride)
montrent des résultats prometteurs chez I'homme et chez I'animal (279-284), néanmoins
contrebalancés par un effet délétere par inhibition de la NO synthase ; de plus, ils semblent surtout
utiles au stade initial de la maladie diabétique et probablement inefficaces si les AGEs sont
accumulés depuis longtemps. Cette constatation conduit au développement d’agents permettant de
cliver les AGEs, tels que le PTB (N-phenacylthiazolium bromide) ou I’ALT-711 (alagebrium), et donc
probablement efficaces dans des stades plus avancés du diabete, comme cela a déja été démontré
chez I’'animal (282,285-288).
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Par ailleurs, une partie du bénéfice du traitement cardiovasculaire standard recommandé
actuellement est peut-étre obtenue par modulation de la voie de la glycation. Ainsi, les statines
semblent stabiliser la plague d’athérome en diminuant I’expression du RAGE (289,290), et diminuer
les concentrations d’AGEs (291), de méme que l'activation de plusieurs voies stimulées par ces
derniers (292-294). Les bloqueurs du SRAA diminuent la production de précurseurs carbonyl
réactifs (295) ; le ramipril réduit I'accumulation d’AGEs chez le rat (296), tandis que le périndopril
augmente le sRAGE et diminue les AGEs plasmatiques (297). Les agonistes du PPAR diminuent
I’'expression du RAGE, la prolifération cellulaire in vitro, I'hyperplasie néointimale (298) et la
captation de LDL glyqué par les macrophages, par diminution de la lipoprotéine lipase (299) ; tous ces
mécanismes semblent dépendant du RAGE.

In vitro et chez I'animal, la pyridoxamine (vitamine Bg) diminue la quantité d’AGEs dans le collagéne
et la formation d’AGEs, notamment en empéchant la transformation des produits d’Amadori en AGEs
(300-303).

Les AGEs proviennent également de I'alimentation : viande, fromage, jaune d’ceuf, aliments frits,
grillés ou cuits a température élevée ou pendant une durée prolongée ; au contraire, on retrouve peu
d’AGEs dans les hydrates de carbone (304). Chez les patients diabétiques, une alimentation riche en
AGEs est associée a une augmentation de leurs taux plasmatiques, des « cross-links », de diverses
voies induites par les AGEs, des marqueurs inflammatoires, du LDL et du LDLox (305,306). Par
ailleurs, I'excrétion des AGEs est diminuée lors de néphropathie diabétique, et une alimentation
pauvre en AGEs en ralentit la progression (307,308).

Le blocage complet des AGEs, bien que probablement réalisable en pratique clinique, semble
néanmoins incompatible avec la vie, qui nécessite un équilibre entre taux tolérables et déléteres

d’AGEs pour un vieillissement réussi.

5.7. Adiponectine

Plus gqu’une simple réserve énergétique, le tissu adipeux constitue un réel organe endocrinien dont
les implications dans les perturbations métaboliques telles que I'obésité, la résistance a I'insuline ou
le diabéte, sont bien démontrées (309-313). L’adiponectine, principale hormone produite par le tissu
adipeux, est associée inversement a l'insulino-résistance, au diabéete de type 2, a la dyslipidémie, a
I'HTA et a I'obésité viscérale (310,312—-315). Une adiponectine basse ne semble néanmoins pas étre
une cause, mais plutot une conséquence de l'obésité, et prédit la survenue du diabete de type 2
(316) ; en effet, toute perte de poids significative améliore non seulement la sensibilité a I'insuline,
mais augmente également I'adiponectine (290).

Les données animales suggeérent des effets protecteurs de I'adiponectine sur le systéeme
cardiovasculaire, peut-étre par inhibition de la production de TNF-a par le tissu adipeux (311). En
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effet, l'injection d’adiponectine améliore I'angiogenése et réduit I'inflammation, I'accumulation
lipidique dans les parois vasculaires, la prolifération intimale et la formation de thrombus (317-319).
Chez I'homme, la relation entre adiponectine et complications cardiovasculaires n’est pas claire ; en
effet, selon les études, on observe une association positive (320—-325), négative (326—-330) ou nulle
(331-333), qui semble dépendre du stade de la pathologie (310,321,334). Ainsi, chez des patients
sans maladie cardiovasculaire évidente, une adiponectine basse serait liée a un profil de risque
défavorable (insulino-résistance, HTA, dyslipidémie, obésité viscérale), suggérant un éventuel réle
protecteur de I'adiponectine contre la progression de I'athérosclérose et du syndrome d’insulino-
résistance. Au contraire, chez des patients a un stade plus avancé et compliqué (maladie
cardiovasculaire manifeste, insuffisance cardiaque, IRC), une adiponectine élevée refleterait un profil
de risque défavorable associé a un risque accru de déces. Elle pourrait alors étre liée a un mauvais
état général et nutritionnel — un IMC élevé étant associé a un bon pronostic chez ces patients;
néanmoins, elle pourrait aussi refléter, comme pour I'OPG, une tentative contre-régulatrice de
défense contre l'inflammation vasculaire et le stress oxydatif liés a I'athérosclérose (335,336).
L’association clinique aux marqueurs inflammatoires systémiques, notamment a la CRPus, est
cependant négative ou absente (321,337-339), mais ces résultats sont peut-étre expliqués par le fait
que les marqueurs sériques ne reflétent pas toujours adéquatement I'activité locale. Ce mécanisme
compensatoire pour essayer d’améliorer le profil de RCV serait néanmoins insuffisant pour contrer la
progression de la pathologie artérielle ; a ce stade, I'adiponectine serait donc un marqueur de RCV
accru. Ainsi, il faudrait peut-étre interpréter les taux d’adiponectine de fagon différente en fonction
du stade d’atteinte vasculaire. La figure 5 illustre ce paradigme.

D’autres explications possibles pour cette relation positive, comme une diminution de la clairance
rénale de I’hormone ou une perte de poids, physiologiques avec I’age, ne sont pas démontrées (356).
Plus récemment, Gaens (340) correle inversement CML sérique et adiposité viscérale. Il étudie des
adipocytes humains et des souris obéses diabétiques RAGE-/-, et montre que la CML circulante est
trappée dans le tissu adipeux, viscéral en particulier, par un mécanisme dépendant du RAGE, et que
son accumulation induit, par activation du RAGE, une diminution de I’expression d’adiponectine et de
cytokines anti-inflammatoires comme I'lIL-10, parallelement a une augmentation de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-6. Ce mécanisme peut s’avérer a la fois délétére, en contribuant a la
dysfonction adipocytaire associée a la résistance a l'insuline avec sécrétion de molécules pro-
inflammatoires, mais également salutaire, en empéchant les effets néfastes des AGEs dans d’autres
tissus, notamment vasculaires, et contribuer ainsi a expliquer le paradoxe de I'adiponectine.

Les données sur I’AOMI sont également discordantes, avec une association négative (341-344) ou

positive en fonction des études (345-347). Une adiponectine élevée semble prédire la mortalité chez
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des patients avec AOMI symptomatique, de facon indépendante des autres facteurs prédictifs
connus, a I'exception de I'amino-terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP) (334,348).
L'implication physiopathologique de I'adiponectine dans les complications vasculaires n’est donc pas
parfaitement démontrée et il reste possible qu’elle n’en représente qu’un épiphénomeéne.
Finalement, I'adiponectine influencerait le métabolisme osseux régulé par la voie OPG/RANKL/RANK,
ce qui expliquerait une partie du lien entre IMC et masse osseuse, bien que les résultats restent
discordants (349—-352). A notre connaissance, il n’existe par contre pas d’étude sur le lien direct entre
I’adiponectine et la voie OPG/RANKL/RANK dans la physiopathologie vasculaire.

En résumé, les données entre adiponectine et RCV sont encore discordantes, et nécessitent de

nouvelles études.

Figure 5 : le paradoxe de I’adiponectine (310).
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6. Score de calcification

La mesure du score calcique a été développée initialement pour les artéres coronaires il y a une
vingtaine d’années. Le but était de créer un outil rapide, sensible et standardisé, pour détecter et
quantifier la calcification artérielle, afin de mieux décrire la maladie coronarienne (353). Le SCC est
un facteur prédictif d’accident coronarien (99) et de mortalité toutes causes confondues (354),
indépendamment d’autres FRCV.

Le diabéte et le déséquilibre glycémique sont des facteurs de risque de progression du SCC
(47,48,99). La vitesse de progression du SCC est fortement corrélée au SCC initial, avec la progression
la plus rapide chez les patients avec SCC élevé au départ, reflétant probablement le cercle vicieux
impliqué dans le développement des calcifications artérielles, par rétrocontréle positif (99). La
répétition de cet examen d’imagerie semble donc surtout utile lors de score initial élevé. Le SCC est
par ailleurs corrélé a I'OPG chez les patients diabétiques, mais pas a la CRPus ni a I'lL-6 (99,132).

Ce principe est actuellement utilisé pour mesurer la calcification des artéres de jambe également
(score calcique infra-poplité, SCIP). Le SCIP exclut volontairement les régions aorto-iliaques et
fémorales car ce sont les lésions infra-poplitées qui sont particulierement associées au risque
d’amputation (7). Le SCIP est fortement associé a I'importance et au risque de péjoration de la
symptomatologie ischémique de ’AOMI et semble mieux prédire le risque d’amputation que I’ABI ou

les FRCV traditionnels (71) .
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C) Deuxiéme partie : étude DIACART

1. Justification scientifique

La premiere partie de ce travail a décrit I'importance de 'AOMI dans la population diabétique, ses
conséquences en termes de morbi-mortalité pour la santé de la population, sa prise en charge
actuelle, ainsi que les données de la littérature sur sa physiopathologie, en soulignant le caractere
encore lacunaire des connaissances et I'importance d’en améliorer la qualité. Il est en effet
nécessaire d’avoir des données solides avec un haut niveau de preuve avant de pouvoir démarrer des
études visant a développer ou tester de nouveaux moyens thérapeutiques ciblant les mécanismes
physiopathologiques récemment mis en évidence, comme les voies de |'ostéogenese et de la

glycation.

2. Hypothése de I'étude

Sur la base des données de la littérature sur la physiopathologie de I’AOMI, nous émettons
I’hypothése que les marqueurs du remodelage osseux et de la voie de la glycation avancée sont
associés a la calcification des arteres de jambe chez les patients diabétiques, de maniere

indépendante des FRCV traditionnels.

3. Objectifs de I’étude

L’objectif principal de la partie transversale de cette étude est de montrer un lien entre marqueurs
du remodelage osseux (OPG, sRANKL, fétuine-A, FGF-23), de glycation avancée (sRAGE, CML, MG-H1,
pentosidine) et calcification artérielle des jambes évaluée par scanner non injecté (SCIP).

Les objectifs secondaires sont d’étudier le lien entre calcification artérielle des jambes et
inflammation de bas grade (CRPus, IL-6, IGF-1), insulino-résistance (adiponectine), métabolisme

phosphocalcique (calcium, phosphate, PTH, vitamine D) et neuropathie périphérique et autonome.

4. Méthodologie

202 patients sont inclus entre le 8 novembre 2011 et le 9 juillet 2012. La taille de I’échantillon est
définie sur la base de I'hypothése de corrélation entre sRANKL et progression du SCIP a 2 ans,
estimée a 20% apres ajustement sur les covariables, et du nombre attendu de patients perdus de vue
(10%), pour obtenir une puissance de 80% avec un risque alpha de 5% (calcul par nQuery 7.0).
Les criteres d’inclusion, non exclusifs, sont :

- diabéte et coronaropathie (sténose >70% et/ou occlusion a la coronarographie et/ou

antécédent d’IM et/ou de revascularisation par stent et/ou pontage) ;

39



- diabéte et AOMI connue (sténose >70% et/ou occlusion a 'EDA) ;

- diabéte de type 2 chez un homme de >50 ans ou chez une femme >60 ans.
Les critéres d’exclusion sont :

- insuffisance rénale avec clairance de la créatinine <30ml/min selon la formule du

modification of diet in renal disease (MDRD), ;

- immunosuppression ;

- traitement anti-inflammatoire par voie générale ;

- traitement contre I'ostéoporose ;

- maladie inflammatoire ou infectieuse ;

- maladie menacgant le pronostic vital a court terme ;

- angioplastie et/ou pontage infra-poplité, ces derniers altérant I'interprétation du SCIP.
Les patients sont recrutés dans les services de diabétologie du Professeur Agnes HARTEMANN
(consultations ambulatoires et hospitalisations) et de cardiologie du Professeur Michel KOMADIJA
(consultations ambulatoires), au GHPS.
Les visites d’inclusion se déroulent au centre d’investigation clinique plurithématique Paris-Est du

GHPS et comprennent les éléments décrits ci-dessous.

4.1. Explications du déroulement et recueil du consentement par le médecin

Les patients donnent leur consentement éclairé a I'utilisation anonyme de leurs données et au
recueil de deux tubes de sang supplémentaires pour les analyses spécifiques au protocole
(marqueurs du remodelage osseux et de la glycation). Le comité d’éthique local (comité local de
protection des personnes) a donné son accord au préalable. Les autres examens effectués font partie
du bilan du diabete et sont pris en charge a 100% par la sécurité sociale frangaise, dans le cadre de

|"affection longue durée que constitue le diabete.

4.2. Recueil des données biométriques

La taille est recueillie par 'anamnése, le cas échéant mesurée. Les patients (pieds nus et habillés de
facon légére, avec déduction systématique de 500g pour les vétements) sont pesés sur une balance a
impédancemétrie qui mesure le pourcentage de masse grasse. Le tour de taille est mesuré et I'lMC

calculé.

4.3. Prélevements et dosages

L’équipe infirmiere du centre d’investigation clinique effectue un prélevement sanguin pour les

dosages suivants (patients a jeun) : glucose, HbAlc, créatinine (avec calcul du taux de filtration
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glomérulaire selon la formule du MDRD), lipides (triglycérides, cholestérol total, HDL, LDL calculé ou
mesuré en cas d’hypertriglycéridémie >2.2mmol/Il, calcul de I'index athérogéne), CRPus, IL-6, IGF-1,
adiponectine, albumine, calcium, phosphate, 25-OH vitamine D totale, PTH intacte (PTHi), protéines
du remodelage osseux (SRANKL, OPG, FGF-23, fétuine A), AGEs (CML, MG-H1, pentosidine), sRAGE.
Un échantillon urinaire, sans récolte de 24h, est recueilli pour doser la microalbumine, la créatinine
et 'urée, avec calcul du rapport albuminurie/créatininurie (ACR), considéré anormal si >3mg/mmol.
Les protéines du remodelage osseux sont dosées dans le laboratoire du Professeur Ziad Massy
(laboratoire INSERM ERI-12/EA4292, Amiens), les AGEs dans le laboratoire du Professeur Philippe
Gilléry (laboratoire CNRS UMR 6237, Reims), et SRAGE et les autres parametres biologiques dans le
laboratoire de biochimie du Professeur Dominique Rousselot, sous la direction de la Doctoresse
Michéle Fonfrede (GHPS).
Les méthodes suivantes sont utilisées :

- OPG totale : ELISA MicroVue, Quidel Corporation, San Diego, USA ;

- sRANKL (forme libre) : Human RANKL FlowCytomix Simplex, eBioscience, San Diego, USA ;

- Fétuine A : Fetuin-A ELISA, DIASource, Louvain-la-Neuve, Belgique ;

- FGF-23 : Human FGF-23 (C-Term) ELISA, Immunotopics, San Clemente, USA ;

- sRAGE : Quantikine Human RAGE Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis, USA ;

- AGEs : chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS,

Systeme API4000 (ABSciex), selon des méthodes développées par le laboratoire (355).

4.4. Recueil des données cliniques par le médecin

En aveugle pour les résultats d’imagerie artérielle, je recueille les données anamnestiques et effectue

I’examen clinique de I'ensemble des patients.

4.4.1. Données anamnestiques

Les données suivantes sont recueillies par 'anamnése : sexe, date et lieu de naissance, année de
découverte du diabete, type de diabéte, traitement actuel (en cas d’insulinothérapie : année
d’introduction), statut tabagique (le cas échéant : unité paquets-années (UPA)), HTA, rétinopathie (le
cas échéant : traitement par laser), antécédent de plaie chronique du pied (définie par une durée >4
semaines) et de complications coronariennes (infarctus myocardique (IM), stent, pontage

coronarien) et cérébrales (AVC/AIT (accident ischémique transitoire)).
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4.4.2. Examen artériel

Les pouls pédieux et tibiaux postérieurs sont palpés. L'examen est considéré normal si tous les pouls
sont palpables. Les pressions de chevilles (pédieuses et tibiales postérieures) et humérales sont
mesurées avec une sonde doppler (Parks Medical Electronics), avec calcul de I’ABI pour chaque coté,
en utilisant le chiffre le plus élevé pour la pression humérale et le chiffre le plus bas pour la pression
de cheville, afin de privilégier la sensibilité du test (356). L’ABI est jugé normal entre 0.91 et 1.29,
anormal si 0.9, et ininterprétable si 1.3 (artéres incompressibles). Un ABI normal ne pouvant
exclure la présence d’une AOMI, chez les patients diabétiques en particulier (357,358), des examens

artériels complémentaires sont réalisés par imagerie.

4.4.3. Examen de la neuropathie périphérique

La neuropathie périphérique est évaluée par le test au monofilament, le neuropathy disability score

(NDS) et le Neuropad®.

4.4.3.1. Test au monofilament

La perception du monofilament de 10g de Semmes-Weinstein, qui évalue l'intégrité des grosses

fibres myélinisées, est testée sur les quatre sites plantaires suivants, en évitant les zones

d’hyperkératose : 2°™ phalange de I'hallux, 1°® téte métatarsienne, 5°™ téte métatarsienne, talon.

Le test est considéré anormal en présence d’au moins deux erreurs sur les trois essais sur un méme

site. Le monofilament est changé apres un maximum de cinquante patients.

4.4.3.2. Neuropathy disability score (NDS)

Ce score est réalisé d’aprés sa description par Boulton (tableau 4) (359-361). La cotation se fait pour
chaque co6té, avec un maximum de 10 et un minimum de 0. La classification de la neuropathie selon
le NDS est la suivante : 0-2 = absente, 3-5 = débutante, 6-8 = modérée, 9-10 = sévere. Un NDS 26 est
utilisé pour définir la neuropathie périphérique. Ce seuil est choisi en raison de son association a une

augmentation du risque de plaie du pied (362).
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Tableau 4 : NDS d’apreés Boulton (359-361).

Test Description Cotation Fibres concernées

Vibration ou diapason de 128Hz sur I'apex de | O=normal : distingue la | fibres myélinisées de

pallesthésie I’hallux vibration de I'absence gros calibre (voie des
de vibration lemnisques médians)
1=anormal

Température tubes avec eau chaude ou eau O=normal : distingue le | fibres faiblement
froide sur le dos du pied chaud du froid myélinisées et non
1=anormal myélinisées de petit
calibre (faisceau
spinothalamique)

Piquer-toucher | application sur le dos de O=normal : distingue le | fibres faiblement
I’hallux, proximalement a piquer du toucher myélinisées et non
I'ongle, d’un coton-tige pour le | 1=anormal myélinisées de petit
toucher et d’un cure-dent pour calibre

le piquer (juste de facon a
déformer la peau)

Réflexes recherche des réflexes O=normal : réflexe fibres myélinisées de
achilléens avec un marteau a présent gros calibre (voie
réflexe 1=réflexe diminué : afférente) et

présent apres motoneurone (voie
manceuvre de efférente)

provocation
2=réflexe absent

4.4.3.3. Neuropad®

Le Neuropad®, test récemment commercialisé en Allemagne (Trigocare International GmbH, Wiehl-
Drabenderhéhe, Germany, www.neuropad.com), évalue la fonction autonome sudomotrice (petites
fibres cholinergiques de type C post-ganglionnaires du systeme nerveux sympathique). Il est associé
aux atteintes neurophysiologiques (363), a la sévérité de la neuropathie périphérique (364,365), et a
la neuropathie autonome cardiaque (NAC). Une méta-analyse confirme sa sensibilité élevée (85%) et
sa bonne valeur prédictive négative (VPN) (86%) pour le dépistage de la neuropathie périphérique,
alors que sa spécificité et sa valeur prédictive positives (VPP) sont modérées (56 et 50%
respectivement) (366).

Il s’agit d’un patch facile d’emploi que I'on colle sur la face plantaire du pied entre la 1% et la 2°™
téte métatarsienne, en évitant au maximum les zones d’hyperkératose, les pieds ayant été a I'air
pendant au moins 10 minutes. On évalue le changement de couleur du patch (de bleu a rose) ; un
virement complet de couleur en <6 minutes suggére |"absence de neuropathie périphérique (367).
Un seuil fixé a 10 minutes est trés sensible, mais modérément spécifique (368), alors qu’un seuil a 15

ou 20 minutes est plus spécifique et a une meilleure VPN (365). La durée jusqu’au changement de

couleur est corrélée a la sévérité du trouble de conduction nerveuse (363). Le test est tres
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reproductible (98%) et peut étre utilisé et interprété par les patients eux-mémes pour un pré-
screening de la neuropathie périphérique, du fait d’un taux élevé d’accord (90%) entre patients et
professionnels de soin concernant linterprétation du test (367,369,370). Ce test semble
diagnostiquer précocement la neuropathie périphérique (364,371), et son caractere visuel apporte
une valeur éducative additionnelle (372,373).

Dans I'étude DIACART, le changement de couleur est évalué de facon dichotomique a 10 et 20
minutes. L'état de kératose, la température et I’'humidité des pieds sont relevés en parallele.

Le Neuropad® est en principe contre-indiqué en présence d’AOMI, en raison de |'association de cette
derniére avec une sécheresse cutanée potentiellement responsable de résultats faussement positifs,
et I’AOMI constitue donc le plus souvent un facteur d’exclusion dans les études précitées. La
performance du Neuropad® n’a néanmoins jamais été étudiée spécifiqguement chez ces patients,
raison pour laquelle nous décidons de l'utiliser dans notre étude, en comparant sa performance

entre les patients avec et sans AOMI.

4.4.4. Examen de la neuropathie autonome cardiovasculaire (NAC)

La neuropathie autonome cardiovasculaire est évaluée par une électrocardiogramme au repos, par le
test d’hypotension orthostatique, qui évalue le systéme nerveux sympathique, et par les trois
épreuves standardisées de variabilité du rythme cardiaque décrites par Ewing et Clarke (374), qui
explorent le systéme nerveux parasympathique. Les tests sont effectués a distance de la prise de
stimulant (théine, caféine) et de médicament susceptible d’interférer avec les résultats

(vasodilatateurs, B-bloquants et autres antihypertenseurs).

4.4.4.1. Electrocardiogramme

Un tracé électrocardiographique de 15 minutes est enregistré au repos, en décubitus dorsal, avant la
réalisation des tests de NAC, au moyen d’un logiciel électrocardiographique informatisé (Cardinonics,
avec boitier CardioPlug). La durée de l'intervalle QT corrigé (QTc) est calculée automatiquement par

le logiciel apres 5 minutes d’enregistrement.

4.4.4.2. Test d’hypotension orthostatique et mesure de la tension artérielle (TA)

La TA est mesurée aprés 30 minutes de repos en décubitus dorsal et 1, 3 et 5 minutes apres le lever
rapide, avec un appareil automatique (WelchAllyn®) et un manchon adapté au périmeétre brachial, et
a distance de la prise d’excitant (théine, caféine) et de médication antihypertensive (en raison des
tests de NAC). Le test d’hypotension orthostatique est considéré anormal en présence d’une chute

de >20mmHg de la TAS et/ou de 210mmHg de la TAD a 1, 3 et/ou 5 minutes apreés le lever.
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4.4.4.3. Tests de variabilité de la fréguence cardiaque

Les tracés sont enregistrés par le logiciel et I'intervalle RR est mesuré manuellement sur ordinateur
et interprété en fonction de I’age (40). Les patients avec rythme électro-entrainé sont exclus de cette
analyse. La NAC est gradée entre absente (pas d’épreuve anormale), débutante (1 épreuve
anormale), confirmée (2 épreuves anormales) ou sévere (3 épreuves anormales). Les patients sont
classés entre NAC présente (1 test anormal) et absente (3 tests normaux). Les patients avec
résultats normaux mais pour lesquels nous ne pouvons effectuer ou interpréter I'ensemble des 3

tests ne sont pas retenus dans I’analyse et considérés comme données manquantes.

4.4.4.3.1. Epreuve de respiration profonde

Six cycles de respiration profonde sont effectués sur une minute (5 secondes pour chaque temps
respiratoire). Physiologiquement, la fréquence cardiaque accélere en inspiration et ralentit en
expiration. Le résultat est exprimé comme la moyenne des six rapports RR maximal (en expiration) /

RR minimal (en inspiration).

4.4.4.3.2. Epreuve d’orthostatisme

Ce test est effectué en méme temps que celui de I"hypotension orthostatique en demandant au
éme

patient de se lever rapidement. Le résultat est exprimé comme le rapport RR maximal (vers la 30

seconde aprés le lever) / RR minimal (vers la 15°™ seconde aprés le lever). Les patients de >70 ans

sont exclus de I’analyse, le rapport devenant alors ininterprétable (norme <1.0).

4.4.4.3.3. Epreuve de Valsalva

Ce test est effectué en position assise avec un embout buccal relié a un manomeétre de mercure, en
demandant au patient de maintenir une pression de 40mmHg pendant 15 secondes. Le test est
répété trois fois d’affilée, avec 45 secondes de repos entre chaque manceuvre. Le résultat est
exprimé comme la moyenne des trois rapports RR maximal (aprés relachement) / RR minimal
(pendant la phase active). Le test n’est pas effectué chez les patients présentant une rétinopathie

proliférante ou lasérisée.

4.5. Recueil des données d’imagerie

Deux types d’imagerie, un scanner infra-poplité natif et une EDA, sont réalisés au maximum dans le

mois suivant ou précédant la visite d’inclusion.

45



4.5.1. Scanner des jambes : score calcique infra-poplité (SCIP)

Le scanner infra-poplité est réalisé dans l'unité de radiologie vasculaire du Professeur Philippe
CLUZEL (service de radiologie du Professeur GRENIER, GHPS). L’examen dure 15 minutes par patient,
dont moins de 15 secondes d’irradiation, correspondant a une dose d’environ 1.0mSv, sans injection
de produit de contraste. Un scanner 128-MD (Somatom Definition flash, Siemens Healthcare,
Forchheim, Allemagne) est utilisé pour I'acquisition de coupes en direction craniocaudale du bas de
la rotule a la cheville. Un protocole d’examen standardisé est utilisé avec tube de voltage de 120kV,
temps de rotation de 0.28 secondes, produit courant-temps dans le tube de 56mAs, détecteur de
collimation de 128x0.6mm, section épaisseur/incrément de 1mm/1mm, kernel de reconstruction
B35f et produit dose-longueur de 179.8+/-59.3mGy x cm. L’analyse est réalisée par des radiologues
en aveugle pour I'EDA et I'examen clinique, avec le logiciel Heartbeat CaScore, Philips Healthcare,
Eindhoven, Pays-Bas. Sur des coupes transverses, les aires de calcification d’une densité de 2130
unités Hounsfield sur une surface de >1mm? sont identifiées automatiquement. Les scores de
calcification, déterminés selon la méthode décrite par Agatston (353), sont obtenus séparément pour
chacune des principales artéres infra-poplitées (poplitée distale, tibiale antérieure, tibiale
postérieure, péroniére) et additionnés pour obtenir un SCIP, qui ne permet néanmoins pas de

distinguer les calcifications de I'intima de celles de la média.

4.5.2. Echographie-doppler artérielle des membres inférieurs (EDA)

L'EDA est réalisée par 4 angiologues expérimentés sélectionnés, en cabinet d’angiologie ou dans le
service de chirurgie vasculaire du Professeur Fabien KOSKAS (GHPS), en aveugle pour le SCIP et
I’examen clinique. Lorsque les conditions d’analyse sont défavorables (trop de gaz intestinaux), 'EDA
est reconduite aprés un régime sans résidus.

L’AOMI est décrite selon une cotation établie avec les angiologues (annexe 1) afin d’évaluer les deux
composantes de I’AOMI — athérosclérose et médiacalcose — et d’en quantifier I'importance et les
répercussions hémodynamiques. Les angiologues joignent systématiquement un compte-rendu
détaillé de I'examen a cette fiche de description.

Les axes suivants sont individualisés de chaque c6té : étage aorto-iliaque, artere fémorale commune,
artere fémorale superficielle, artére fémorale profonde, tronc tibio-péronier, artere tibiale
antérieure, artere tibiale postérieure, artere péroniére, artére pédieuse.

L'artére est jugée normale en I'absence d’athérome et de médiacalcose. La répercussion
hémodynamique des lésions artérielles est évaluée en termes de degré de sténose (diameétre) et

classée en quatre grades de sévérité : <50%, 50-70%, >70%, occlusion.
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En combinant les résultats des deux cotés, I’AOMI est définie par la présence d’au moins une sténose
>70% et/ou occlusion. Un score de gravité de ’AOMI, adapté d’un score angiographique (358,375),
est calculé en cotant I'étage ilio-fémoral, les arteres poplitées, les troncs tibio-péroniers et les arteres
tibiales antérieures et postérieures, péroniéres et pédieuses : 0 point si pas de sténose ou sténose
<70%, 2 points si 21 sténose >70%, 3 points si 21 occlusion (score minimum 0, maximum 42).

La médiacalcose est gradée en 4 degrés d’importance : absente, débutante (calcifications « en
mottes », étagées: « +»), modérée (calcifications continues : « ++ »), importante (calcifications
majeures et lumiére absente : « +++ »). A partir de ces données, un score de médiacalcose infra-
poplitée est calculé, correspondant au nombre de « + » dans la colonne médiacalcose des deux cotés
sur les troncs tibio-péroniers et les artéres poplitées, tibiales antérieures, tibiales postérieures,

péronieres et pédieuses (score minimum 0, maximum 36).

4.6. Statistiques

Les analyses statistiques principales concernant les associations des différentes variables avec le SCIP
et ’AOMI sont réalisées par 'unité de recherche clinique Pitié-Salpétriere Charles-Foix, au moyen du
logiciel SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC), par l'interne Antoine PIERUCCI, sous la direction du
Professeur Alain MALLET.

Jeffectue des analyses statistiques secondaires avec les logiciels JMP10 (SAS Institute, Cary, NC) et
GraphPad 2012 pour Windows.

Pour toutes les analyses, une p-value <0.05 est considérée statistiquement significative. Pour la
construction des modeles multivariés, seules les variables avec une p-value <0.20 en analyse

univariée sont retenues.

4.6.1. Analyse descriptive

Les variables quantitatives sont décrites par la médiane et son étendue (minimum-maximum). Les
variables catégorielles sont décrites en termes d’effectifs et de pourcentages. La normalité des
variables est étudiée, ainsi que la possibilité d’amélioration de la distribution par transformation
logarithmique. Le cas échéant, les valeurs transformées sont utilisées pour les analyses univariées et
multivariées. Les valeurs biologiques indétectables sont remplacées par 0.1 pour permettre leur
inclusion dans les analyses. Afin de tenir compte de la diminution physiologique des taux d’IGF-1

avec I'age, le score standardisé suivant est utilisé : (log(IGF-1) + 0.00625 x dge — 2.555) / 0.104 (106).
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4.6.2. Analyse des facteurs associés aux lésions artérielles périphériques

4.6.2.1. Analyse univariée

La relation des variables d’intérét avec le SCIP et 'AOMI est étudiée en analyse univariée. Le
logarithme naturel du SCIP (In (SC+0.1)) est utilisé afin de normaliser sa distribution. Une régression
linéaire simple est utilisée pour les variables quantitatives et un t-test de Student pour les variables

qualitatives.

4.6.2.2. Analyse multivariée

Des modeles de régression linéaire multiple sont construits pour étudier la relation entre les
variables d’intérét et le SCIP, en utilisant une procédure pas a pas additive automatique, avec
modélisation des variables qualitatives binaires en variables continues. Le coefficient de
détermination ajusté (R? ajusté) est utilisé pour évaluer I'apport de chaque modéle.

Le modele 1 concerne la voie du remodelage osseux, le modéle 2 la voie de la glycation, le modele 3
les autres parametres cliniques ou biologiques d’intérét, et le modele 4 les paramétres de I'examen
artériel. Le modele 5 est construit a partir des modeéles 1, 2 et 3 en utilisant leurs scores centrés et

réduits (valeurs prédites) pour mettre a I’échelle et rendre comparables leurs coefficients.

4.6.3. Analyse des facteurs associés a I'adiponectine

4.6.3.1. Analyse univariée

La relation entre adiponectine et variables d’intérét est étudiée en analyse univariée. Une régression
linéaire simple est utilisée pour les variables quantitatives et un t-test de Student pour les variables

qualitatives.

4.6.3.2. Analyse multivariée

Un modele de régression linéaire multiple est construit par procédure pas a pas additive
automatique pour étudier la relation entre variables d’intérét et adiponectine, avec modélisation des

variables qualitatives binaires en variables continues.

4.6.4. Neuropad®

Des tableaux de contingence sont construits pour étudier la sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN

du Neuropad® a 10 et 20 minutes dans I'ensemble de la population et apres division en deux sous-
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groupes en fonction de la présence d’AOMI. Les proportions sont comparées par des tests de chi-

carré, Fisher ou McNemar, en fonction de I'analyse.

5. Résultats

5.1. Description de I’échantillon

L’échantillon est composé de 202 patients, dont 198 (98%) avec diabéte de type 2 et 161 (79.7%) de
sexe masculin. L’dge médian est de 65 ans (43-85) et la durée du diabéte de 13 ans (0-67).
Le tableau 5 présente les caractéristiques de la population.

Données anthropométriques : IMC 28.4kg/m? (17.1-48.8), tour de taille (femmes) 103.0cm (70.0-

145.0), tour de taille (hommes) 102.0cm (72.0-147.5), impédance (femmes) 40.6% (13.9-49.5),
impédance (hommes) 26.5% (8.1-50.9).
Comorbidités et antécédents : HTA 165 (81.7%), tabagisme actif 27 (13.4%), tabagisme sevré 94

(46.5%), tabagisme actif ou sevré 121 (59.9%), UPA lors d’histoire de tabagisme 30 (1-150),
coronaropathie 154 (76.2%), IM 83 (41.1%), pontage coronarien 38 (18.8%), stent coronaire 111
(55.0%), AVC/AIT 15 (7.4%), rétinopathie lasérisée 32 (15.8%), antécédent ulcération chronique du
pied 12 (5.9%).

Traitement : insuline 98 (48.5%), antidiabétique oral (ADO) avec ou sans insuline 174 (86.1%), ADO
sans insuline 105 (51.5%), antiagrégant plaquettaire 172 (85.1%), bloqueur du SRAA 162 (80.2%),
statine 180 (89.1%), B-bloquant 132 (65.3%).

Examen_artériel : palpation des pouls anormale 102 (50.5%), ABI >1.3 31 (15.3%), ABI <0.9 53

(26.2%), ABI 1.0 (0.4-1.3), SCIP 574 (0-47°305), AOMI 88 (44.0%), score d’occlusion 0 (0-26), score de
médiacalcose 24 (0-36).

Neuropathie périphérique: test au monofilament anormal 32 (25.8%), NDS 2 (0-10), NDS >6 32

(15.8%), pallesthésie anormale 19 (9.4%), perception anormale de la température 61 (30.2%),
perception anormale du piquer-toucher 78 (38.1%), Neuropad® anormal a 10 minutes 160 (79.2%),
Neuropad® anormal a 20 minutes 94 (46.5%).

Neuropathie autonome : hypotension orthostatique 27 (13.4%), NAC 91 (61.4%, n=148).

Autres mesures : QTc 415.5ms (358-574), TAS 125mmHg (92-200), TAD 71.5mmHg (55-198).

Laboratoire : microalbuminurie 22.3mg/l (1-11'249.4), albuminurie >200mg/l 25 (12.4%), ACR
>3mg/mmol 72 (35.6%), clairance selon MDRD 76ml/min (33-153), glycémie 7.8mmol/l (2.0-18.7),
HbAlc 7.5% (4.6-13.4), CRPus 1.2mg/I (0.1-10.7), IL-6 3.0pg/ml (0.6-310.7), IGF-1 139ng/ml (39-308),
IGF-1 standardisé -0.12 (-5.48-3.15), adiponectine 3.5mg/| (0.62-23), triglycérides 1.2mmol/I (0.4-
7.8), cholestérol total 3.6mmol/l (2.0-7.2), HDL 1.1mmol/l (0.3-2.4), LDL 1.8mmol (0.8-5.1), index
athérogene 3.4 (1.7-17.0), index athérogéne =5 26 (12.9%).
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Métabolisme phosphocalcigue et marqueurs du remodelage osseux : calcémie corrigée 2.3mmol/I

(2.0-2.7), phosphatémie 1.0mmol/l (0.6-1.5), PTHi 47.2pg/ml (12.7-152.5), 25-OH vitamine D totale
12ng/ml (3-42), OPG 6.08pmol/l (3.7-13.6), sSRANKL 8.1pg/ml (0.1-528.6), OPG/sRANKL 0.75nmol/pg
(0.02-122.1), FGF-23 21.3RU/ml (0.1-242.8), fétuine A 0.66g/l (0.16-2.32).

Voie de la glycation : sSRAGE 823.0pg/ml (227.1-3513.7), CML 0.15umol/g prot. (0.09-0.24), MG-H1

2.79umol/g prot. (1.07-13.16), pentosidine 0.86nmol/g prot. (0.34-7.64).

5.2. Analyse prédictive du SCIP et de ’AOMI

5.2.1. Analyse univariée

Le tableau 5 présente les résultats de I’analyse univariée pour le SCIP et I’AOMI.

Les variables suivantes sont associées positivement au SCIP : age, sexe masculin, diabéte de type 1,
UPA, coronaropathie, pontage coronarien, rétinopathie lasérisée, antécédent d’ulcération chronique,
traitement par antiagrégant plaquettaire, traitement par B-bloquant, AOMI, palpation des pouls
anormale, ABI 21.3, ABI <0.9, score d’occlusion, score de médiacalcose, test au monofilament
anormal, NDS, NDS 26, perception anormale de la température, perception anormale du piquer-
toucher, Neuropad® anormal a 20 minutes, microalbuminurie, ACR >3mg/mmol, adiponectine, PTHi,
OPG, CML, pentosidine.

Les variables suivantes sont associées négativement au SCIP : traitement par ADO, ABI moyen,
clairance selon MDRD, IGF-1, index athérogéene 25, calcémie corrigée, MG-H1.

Les variables suivantes sont associées positivement a 'AOMI : age, diabete de type 1, durée du
diabete, coronaropathie, rétinopathie lasérisée, antécédent d’ulcération chronique, traitement par
antiagrégant plaquettaire, SCIP, palpation des pouls anormale, ABI 0.9, score d’occlusion, score de
médiacalcose, test au monofilament anormal, NDS, NDS 26, perception anormale de la température,
perception anormale du piquer-toucher, TAS, microalbuminurie, ACR >3mg/mmol, adiponectine,
PTHi, pentosidine.

Les variables suivantes sont associées négativement a '’AOMI : impédance chez ’'homme, ABI moyen,

CRPus, index athérogéne, index athérogéne 25, MG-H1.

Tableau 5 : caractéristiques de la population et analyse univariée.

Variable (n=202) Distribution p-value SCIP | p-value AOMI
Age, années 65 (43-85) <0.001 0.02
Sexe masculin, n (%) 161 (79.7) <0.001 0.07
Diabéte de type 1, n (%) 4(2) 0.01 0.04
Durée du diabéte, années 13 (0-67) 0.05 0.04
Antécédents et comorbidités

HTA, n (%) 165 (81.7) ] 0.41 0.17
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Tabagisme actif, n (%) 27 (13.4) 0.75 0.83
Tabagisme sevré, n (%) 94 (46.5) 0.18 0.56
Tabagisme actif ou sevré, n (%) 121 (59.9) 0.18 0.62
UPA 30 (1-150) 0.04 0.19
Coronaropathie, n (%) 154 (76.2) <0.001 0.004
IM, n (%) 83 (41.1) 0.94 0.97
Pontage coronarien, n (%) 38(18.8) <0.001 0.08
Stent coronaire, n (%) 111 (55.0) 0.06 0.47
AVC/AIT, n (%) 15 (7.4) 0.09 0.30
Rétinopathie lasérisée, n (%) 32(15.8) 0.002 0.01
Antécédent d’ulcération chronique, n (%) 12 (5.9) 0.04 0.01
Traitement

Insuline, n (%) 98 (48.5) 0.18 0.07
ADO avec ou sans insuline, n (%) 174 (86.1) 0.009* 0.14*
ADO sans insuline, n (%) 105 (51.5) 0.18* 0.05*
Antiagrégant plaquettaire, n (%) 172 (85.1) <0.001 0.002
Bloqueur du SRAA, n (%) 162 (80.2) 0.29 0.27
Statine, n (%) 180 (89.1) 0.92 0.06
B-bloquant, n (%) 132 (65.3) 0.01 0.49
Vitamine D, n (%) 6(2.97) 0.43 0.70
Données anthropométriques

IMC, kg/m? 28.4 (17.1-48.8) 0.65* 0.13*
Tour de taille (femmes), cm 103.0 (70.0-147.5) 0.97 0.75*
Tour de taille (hommes), cm 102.0 (72.0-147.5) 0.82 0.15*
Impédance (femmes), % 40.6 (13.9-49.5) 0.28* 0.09*
Impédance (hommes), % 26.5 (8.1-50.9) 0.93* 0.02*
Examen artériel

SCIP 573 (0-47'305) - <0.001
AOMI, n (%) 88 (44.0) <0.001 -
Palpation des pouls anormale, n (%) 102 (50.5) <0.001 <0.001
ABI moyen 1.0(0.4-1.3) 0.009* <0.001*
ABI 21.3, n (%) 31(15.3) <0.001 0.46
ABI 0.9, n (%) 53(26.2) 0.03 <0.001
Score d’occlusion (0-42) 0 (0-26) <0.001 <0.001
Score de médiacalcose (0-36) 24 (0-36) <0.001 <0.001
Neuropathie

Test au monofilament anormal, n (%) 32 (15.8) 0.006 0.04
NDS, 0-10 2 (0-10) 0.002 <0.001
NDS >6, n (%) 32 (15.8) 0.001 0.001
Pallesthésie anormale, n (%) 19 (9.4) 0.05 0.58
Perception anormale de la température, n (%) 61 (30.2) <0.001 0.02
Perception anormale du piquer-toucher, n (%) 78 (38.1) 0.02 <0.001
Neuropad® anormal a 10 minutes, n (%) 160 (79.2) 0.06 0.37
Neuropad® anormal a 20 minutes, n (%) 94 (46.5) 0.04 0.86
Hypotension orthostatique, n (%) 27 (13.4) 0.06* 0.57
NAC, n (%) (n=148) 91 (61.4) 0.08 0.08
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Autres mesures

QTc, ms 415.5 (358-574) 0.23* 0.77*
TAS, mmHg 92 (125-200) 0.55 0.02

TAD, mmHg 71.5 (55-198) 0.80* 0.30*
Laboratoire

Microalbuminurie, mg/I 22.3 (1-11'249.4) 0.01 0.007
Albuminurie >200mg/I, n (%) 25(12.4) 0.40 0.68

ACR >3mg/mmol, n (%) 72 (35.6) 0.04 0.04

Clairance selon MDRD, ml/min 76 (33-153) 0.002* 0.28*
Glycémie, mmol/I 7.8 (2.0-18.7) 0.38* 0.24

HbA1lc, % 7.5 (4.-13.4) 0.17* 0.43

CRPus, mg/| 1.2 (0.1-10.7) 0.17* 0.02*
-6, pg/ml 3.0(0.6-310.7) 0.43 0.93

IGF-1, ng/ml 139 (39-308) 0.01* 0.71*
IGF-1 standardisé -0.12 (-5.48-3.15) 0.29* 0.82*
Adiponectine, mg/I 3.5(0.2-23) <0.001 0.001
Triglycérides, mmol/I 1.2 (0.4-7.8) 0.13%* 0.06*
Cholestérol total, mmol/I 3.6 (2.0-7.2) 0.07* 0.10%*
HDL, mmol/I 1.1 (0.3-2.4) 0.41 0.23*
LDL, mmol/!I 1.8 (0.8-5.1) 0.10* 0.05*
Index athérogéne 3.4(1.7-17.0) 0.13* 0.01*
Index athérogene 25, n (%) 26 (12.9) 0.02* 0.04*
Métabolisme phosphocalcique et marqueurs du remodelage osseux

Calcémie corrigée, mmol/I 2.3(2.0-2.7) 0.04* 0.68

Phosphatémie, mmol/I 1.0 (0.6-1.5) 0.55 0.33*
PTHi, pg/ml 47.2 (12.7-152.5) 0.005 0.01

25-OH vitamine D totale, ng/ml 12 (3-42) 0.20* 0.29*
OPG, pmol/I 6.08 (3.7-13.6), 0.02 0.19

SRANKL, pg/ml 8.1(0.1-528.6) 0.64 0.15*
OPG/sRANKL, nmol/pg 0.75(0.02-122.1), 0.35 0.09

FGF-23, RU/ml 21.3(0.1-242.8) 0.32 0.29

Fétuine A, g/l 0.66 (0.16-2.32) 0.05* 0.14*
Voie de la glycation

SRAGE, pg/ml 823.0(227.1-3513.7) 0.41 0.13

CML pumol/g prot 0.15 (0.09-0.24) 0.04 0.53

MG-H1, umol/g prot 2.79 (1.07-13.16) 0.02* 0.001*
Pentosidine, nmol/g prot. 0.86 (0.34-7.64) <0.001 <0.001

* association négative. Les p-values sont les résultats de I'analyse univariée ; en gras : p-values <0.05.

5.2.2. Analyse multivariée

Le tableau 6 présente les résultats des différents modeles multivariés.
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5.2.2.1. Modeéle 1 : voie du remodelage osseux

Les variables candidates pour ce modele sont: calcémie corrigée, phosphatémie, PTHi, 25-OH
vitamine D totale, FGF-23, fétuine A, OPG, sRANKL, OPG/sRANKL.

Les parameétres retenus dans le modele final sont : PTHi, fétuine A (log), OPG (log) et calcémie
corrigée, avec une association positive pour la PTHi et 'OPG, et une association négative pour la

fétuine A et la calcémie corrigée. Ces quatre parametres prédisent 7.7% de la variance du SCIP.

5.2.2.2. Modeles 2 et 2 bis : voie de la glycation

Les variables candidates pour ce modele sont : SRAGE, CML, MG-H1, pentosidine.

Seule la pentosidine (log) est retenue dans le modele final ; elle prédit 8.4% de la variance du SCIP
(p<0.001). Aprés ajustement sur I'age, le sexe et la durée du diabete (modele 2 bis), la pentosidine
reste significativement associée au SCIP (p=0.02). Ce dernier modéle prédit 21.5% de la variance du

SCIP.

5.2.2.3. Modele 3 : autres parametres cliniques ou biologiques

Les variables candidates pour ce modele sont : dge, sexe, durée du diabéte, HTA, tabagisme actif ou
passé, UPA, IMC, tour de taille, impédance, NDS 26, NAC, hypotension orthostatique, QTc, TAS, TAD,
clairance selon MDRD, microalbuminurie, ACR, CRPus, IL-6, IGF-1 standardisé, adiponectine,
glycémie, HbAlc, parametres lipidiques, traitement par antiagrégant, traitement par bloqueur du
SRAA, traitement par statine, traitement par B-bloquant, traitement par vitamine D.

Les parametres retenus dans le modele final sont: age, sexe masculin, NDS 26, adiponectine,
traitement par B-bloquant. L’association est positive pour tous les parametres. Ce modele prédit

32.5% de la variance du SCIP.

5.2.2.4. Modeéle 4 : examen artériel

Ce modele est construit pour valider le lien entre les examens habituels de I’AOMI et le SCIP. Les
variables candidates sont: palpation des pouls anormale, ABI >1.3, ABI <0.9, AOMI, score
d’occlusion, score de médiacalcose. Les parameétres retenus sont : palpation des pouls anormale, ABI

>1.3, AOMI, score de médiacalcose. Ce modele prédit 30.1% du SCIP

5.2.2.5. Modeéle 5 : analyse globale des modéles 1,2 et 3

Ce modele, construit a partir des modeles 1, 2 et 3, évalue si I'information apportée par les modeles
1 et 2 est redondante par rapport au modele 3, ce dernier incluant des facteurs de risque connus

d’artériopathie, ou si elle apporte une valeur supplémentaire pour expliquer la calcification artérielle
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infra-poplitée. Il permet également de comparer I'importance relative des modeles 1, 2 et 3, et

prédit 36.7% de la variance du SCIP. Le modele 3 apporte le plus d’informations, suivi du modeéle 1 et

finalement du modeéle 2.

Tableau 6 : modéles multivariés pour la prédiction du SCIP.

Modeéle 1 : voie du remodelage osseux

R? ajusté 0.077

Estimation p-value
PTHi 0.02 0.01
Fétuine A (log) -1.06 0.03
OPG (log) 2.13 0.03
Calcémie corrigée -4.52 0.04
Modeéle 2 : voie de la glycation R’ ajusté 0.084

Estimation p-value
Pentosidine (log) 2.43 <0.001
Modéle 2 bis : voie de la glycation avec ajustement R ajusté 0.215

Estimation p-value
Pentosidine (log) 1.63 0.02
Age 0.10 <0.001
Durée du diabéte 0.02 0.20
Sexe masculin 1.17 <0.001
Modeéle 3 : autres parameétres cliniques ou biologiques R’ ajusté 0.325

Estimation p-value
Age 0.11 <0.001
Sexe masculin 1.22 <0.001
NDS >6 0.95 <0.001
Adiponectine 0.25 <0.001
Traitement par B-bloquant 0.75 <0.001
Modéle 4 : examen artériel R’ ajusté 0.301

Estimation p-value
ABI >1.3 0.84 0.001
Palpation des pouls anormale 0.66 0.001
Score de médiacalcose 0.05 0.02
AOMI 0.87 <0.001
Modele 5 : analyse globale des modeéles 1,2 et 3 R? ajusté 0.367

Estimation p-value
Modele 1 : voie du remodelage osseux 0.53 0.01
Modeéle 2 : voie de la glycation 0.30 0.14
Modele 3 : autres parametres cliniques et biologiques 0.88 <0.001
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5.3. Adiponectine

5.3.1. Analyse univariée

Le tableau 7 présente les résultats de I'analyse univariée pour I'adiponectine.

Les variables suivantes sont associées positivement a I'adiponectine : age, sexe féminin, durée du

diabéte, tabagisme actif, tabagisme actif ou sevré, AOMI, ABI >1.3, SCIP, HDL, sRAGE, CML,

pentosidine, phosphatémie, PTHi, SRANKL.

Les variables suivantes sont associées négativement a I'adiponectine : traitement par ADO, clairance

selon MDRD, triglycérides, index athérogene, index athérogene 25, fétuine A.

Tableau 7 : analyse univariée des facteurs associés a I'adiponectine.

Variable Sens du lien p-value univariée
Age + <0.001
Sexe féminin + 0.02
Durée du diabéte + <0.001
IMC - 0.09
Tour de taille - 0.07
Impédance - 0.22
Traitement par insuline + 0.90
Traitement par ADO - 0.002
Traitement par ADO sans insuline - 0.87
Traitement par antiagrégant plaquettaire + 0.15
Traitement par bloqueur du SRAA - 0.24
Traitement par statine - 0.75
Traitement par B-bloquant - 0.72
Traitement par vitamine D - 0.69
TAS + 0.23
TAD - 0.32
ABI + 0.43
AOMI + 0.001
ABI >21.3 + 0.04
ABI £0.9 + 0.43
SCIP + <0.001
Tabagisme actif + 0.03
Tabagisme actif ou sevré - 0.04
UPA - 0.89
Microalbuminurie 0.37
Albuminurie >200mg/ml + 0.50
ACR >3mg/mmol 0.70
Clairance selon MDRD - 0.005
Triglycérides - <0.001
Cholestérol total + 0.71
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HDL + <0.001
LDL - 0.88
Index athérogene - <0.001
Index athérogéne >5 - 0.003
IGF-1 standardisé + 0.48
HbAlc - 0.87
sRAGE + 0.03
CML + 0.01
MG-H1 - 0.41
Pentosidine + <0.001
Calcémie corrigée - 0.63
Phosphatémie 0.03
PTHi + 0.01
25-0OH vitamine D totale - 0.39
OPG + 0.18
sRANKL + 0.009
FGF-23 + 0.09
Fétuine A - 0.04

5.3.2. Analyse multivariée

Le tableau 8 présente le modele multivarié pour I'adiponectine. Les parameétres retenus dans le

modele final, ajusté sur la durée du diabete, le tour de taille et la clairance selon MDRD, sont : age,

sexe féminin, tabagisme actif, SRAGE (log), pentosidine (log), triglycérides (log), HDL (log), SRANKL et

SCIP. Dans ce modele, qui prédit 33.8% de la variance de I'adiponectine, seuls I'age, la pentosidine, le

HDL, le sRANKL et le SCIP restent significatifs, alors que les relations avec les triglycérides et le SRAGE

atteignent la imite de la significativité (p=0.08 et 0.09 respectivement).

Tableau 8 : analyse multivariée des facteurs prédictifs de I’adiponectine. R ajusté 0.338.

Variables Estimation p-value
Age 0.06 0.004
Sexe féminin 0.35 0.12
Tabagisme actif -0.33 0.17
SRAGE (log) 0.72 0.09
Pentosidine (log) 1.31 0.04
Triglycérides (log) -1.86 0.08
HDL (log) 6.99 0.001
sRANKL 0.009 0.03
SCIP 0.17 0.004
Durée du diabéte 0.01 0.48
Tour de taille -0.003 0.81
Clairance selon MDRD 0.00007 0.99
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5.4. Neuropad®

Le tableau 9 présente les performances du Neuropad® a 10 et 20 minutes dans I'ensemble de la
population et chez les patients avec ou sans AOMI. Hormis la VPP, les résultats ne sont pas
significativement différents entre les patients avec ou sans AOMI. A 10 minutes, le test a une bonne
sensibilité et une bonne VPN, alors que la spécificité et la VPP sont faibles. A 20 minutes, la sensibilité

est plus faible, au profit d’'une augmentation significative de la spécificité (p<0.0001).

Tableau 9 : performances du Neuropad® a 10 et 20 minutes dans I’ensemble de la population et

chez les patients avec ou sans AOMI.

Tous AOMI Pas d’AOMI p-value*

Neuropad® a 10 minutes

Sensibilité 93.8 91.3 100.0 1.00
Spécificité 23.2 20.0 25.2 0.46
VPP 18.9 28.8 10.5 0.003
VPN 95.1 86.7 100.0 0.13
Neuropad® a 20 minutes

Sensibilité 68.8 73.9 55.6 0.41
Spécificité 57.7 61.5 55.3 0.52
VPP 23.7 40.5 9.8 0.001
VPN 90.7 87.0 934 0.32

*p-value pour la différence entre les sous-groupes avec et sans AOMI.

6. Discussion

L'objectif principal de la partie transversale de I'étude DIACART est d’évaluer I'association de la
calcification vasculaire infra-poplitée, mesurée de facon originale par le SCIP, a de multiples
parametres. L’évaluation distincte des différentes voies d’intérét a pour but d’améliorer la
compréhension de la physiopathologie de la calcification vasculaire infra-poplitée en mettant en

évidence le role propre des différentes variables étudiées.

6.1. Marqueurs du remodelage osseux

6.1.1. Voie OPG/RANKL/RANK

Alors qu’il existe passablement d’études cliniques sur le lien entre OPG et calcification coronaire, les
données sur I’AOMI sont rares. Dans notre étude, I'OPG est associée de fagon indépendante au SCIP,
suggérant que les observations faites au niveau coronaire puissent s’étendre aux artéres
périphériques. Comme discuté dans la premiere partie de ce travail, il s’agit probablement d’une

augmentation réactive, bien qu’insuffisante, contre le processus Iésionnel vasculaire. Par ailleurs, la
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possible résistance a I'action de 'OPG en présence de lésions artérielles, probablement due a une
augmentation locale de RANKL dans les artéeres, peut expliquer que des taux supranormaux d’OPG ne
suffisent pas a endiguer la pathologie.

De facon intéressante, l'association n’est pas significative avec I'’AOMI, suggérant un rble
prédominant de I'OPG dans le processus calcifiant spécifiquement, plus que dans la formation de
I"athérome.

Ainsi, 'OPG pourrait représenter un nouveau marqueur de RCV, non seulement pour les atteintes
coronaires, mais également pour les lésions périphériques. Si ces données sont confirmées de
maniere prospective, il sera possible d’initier des essais thérapeutiques ciblant ce mécanisme,
notamment par substitution en OPG recombinante, a des doses probablement supra-physiologiques
afin de contrer la résistance susmentionnée.

Bien que dans notre étude sRANKL ne soit pas associé a la calcification périphérique, nous constatons
néanmoins que |I'exclusion des 8 patients présentant des valeurs aberrantes de SCIP (identifiées par
le calcul statistique de la distance de Mahalabonis) fait apparaitre une association positive entre
SRANKL et SCIP (p=0.02). Cette association reste significative aprés ajustement sur I'dge, la durée du
diabéte, le sexe, la clairance rénale, I'adiponectine, 'OPG et les parametres du métabolisme
phosphocalcique, suggérant que le RANKL puisse jouer un role différent en fonction du degré de
calcification artérielle. On peut ainsi supposer que, chez les patients avec SCIP tres élevés, le
processus calcifiant est achevé et que le RANKL n’est plus impliqué a ce stade. Nos données
prospectives aideront a supporter ou infirmer cette hypothese.

D’autres explications peuvent contribuer a I'absence d’association entre sRANKL et SCIP dans notre
étude : manque de puissance, données transversales, dosage sérique ne reflétant peut-étre pas
I'activité locale de RANKL dans les arteres, la forme membranaire étant plus active que la forme

soluble (87).

6.1.2. Fétuine A (a,-Heremans-Schmid glycoprotéine)

Les données sur fétuine A et atteintes macrovasculaires sont encore discordantes, probablement en
raison du réle a la fois néfaste (insulino-résistance) et protecteur (anticalcifiant) de cette protéine
dans la physiopathologie vasculaire. Nous associons fétuine A et SCIP de fagon négative et
indépendante. Cela suggére que, dans une population a haut RCV, I'effet anticalcifiant de la fétuine A
prédomine sur I'effet insulino-résistant et contribue a protéger les patients avec SCIP faible contre la
progression de la calcification. Ceci expliquerait, du moins en partie, le fait que les patients avec les
arteres les plus calcifiées sont ceux dont les atteintes progressent de la fagon la plus importante et la
plus rapide, aussi bien au niveau coronaire qu’au niveau périphérique (98,99). Nos données
prospectives contribueront a étayer cette hypothése. De fagon intéressante, comme pour I'OPG,

58



I’association n’est pas significative avec I’AOMI, suggérant un role prédominant de la fétuine A contre

le processus calcifiant, plus que dans le développement de I'athérome.

6.1.3. FGF-23

Comme d’autres auteurs, nous ne trouvons pas d’association entre FGF-23 et calcification
périphérique dans notre population exempte d’IRC sévére, suggérant que le role du FGF-23 dans la
physiopathologie vasculaire prédomine lors d’IRC, notamment par sa régulation de la phosphatémie.
Un manque de puissance et la limite des données transversales peuvent néanmoins contribuer a
|'absence d’association observée; il sera ainsi intéressant d’étudier cette relation de facon

prospective.

6.1.4. Métabolisme phosphocalcique

Les études concernant le lien entre calcémie et maladie cardiovasculaire en |'absence d’IRC,
discutées en premiére partie de ce travail, trouvent une association positive ou nulle. Nous
observons au contraire une relation négative significative entre calcémie et calcification vasculaire,
alors que la calcémie n’est pas associée a I’AOMI. Cette observation suggere une hypothese
intéressante : les patients avec SCIP élevé présenteraient une vulnérabilité particuliere a la
calcification vasculaire, probablement d’origine multifactorielle ; leurs artéres présenteraient une
avidité élevée pour le calcium, qui serait alors trappé dans les lésions. Ce mécanisme pourrait étre
primaire et donc a 'origine des Iésions, ou secondaire et alors déclencher un véritable cercle vicieux :
plus les lésions s’aggravent, plus le calcium y est capté; la calcémie baisse consécutivement et
déclenche un hyperparathyroidisme secondaire avec aggravation des calcifications par les effets
propres de la PTH. L’association positive entre PTHi et SCIP corrobore cette théorie.

L'absence de données précédentes similaires et les limites des données transversales ne nous
permettent néanmoins pas de conclure. Il est par ailleurs intéressant de noter que 97% de nos
patients présentent une calcémie dans les limites de la norme ; il semble donc exister un lien entre
calcémie et calcification vasculaire méme en I'absence de valeurs sériques anormales, comme pour la
PTH (213).

Nous associons positivement PTHi et calcification vasculaire, en cohérence avec les données
physiopathologiques et cliniques discutées en premiére partie de ce travail. Alors que 37% de nos
patients présentent un déficit et 67% une insuffisance en vitamine D, nous observons des valeurs
supranormales de PTHi chez seulement 25% de nos patients. La PTHi est néanmoins inversement
corrélée a la vitamine D (r=-0.37, p<0.0001), mais pas a la calcémie (r=0.07, p=0.34). L’augmentation
de la PTHi semble donc ici plutot liée a la vitamine D qu’a la calcémie, bien que nous ne puissions

exclure que son augmentation ait eu comme premiére cible la calcémie et ait précisément permis le
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maintien de valeurs normales de cette derniére. Il semble donc particulierement important de
substituer la carence en vitamine D chez ces patients, pour ses effets propres et pour abaisser la PTH.
Un traitement direct par parathyroidectomie ou calcimimétique n’a pas fait ses preuves en |'absence
de taux anormaux de PTH et il faut pour l'instant le réserver aux cas d’hyperparathyroidisme
réfractaire, aprés substitution correcte en vitamine D et recherche et traitement d’autres causes
d’élévation de la PTH.

En dépit du role suggéré du phosphate dans la physiopathologie vasculaire, nous ne I'associons pas

de facon significative au SCIP ou a I’AOMI dans notre population exempte d’IRC.

6.2. Glycémie et glycation

Le DCCT et I'UKPDS démontrent [Iassociation entre hyperglycémie et complications
macrovasculaires, en utilisant I'HbAlc comme marqueur de |‘exposition glycémique. Nous
n’observons en revanche pas de relation entre glycémie a jeun, HbAlc, SCIP et AOMI, probablement
en raison du caractére ponctuel de l'information fournie par la glycémie a jeun et I'HbAlc, un
marqueur de glycation intermédiaire reflétant I'exposition glycémique uniquement des 2 a 3 mois
précédant le dosage. La glycémie a jeun et I'HbAlc sont donc probablement plus utiles et
interprétables de facon prospective.

Contrairement a I’'HbAlc, les AGEs, dont la formation est irréversible et concerne des protéines a
longue durée de vie, refletent une exposition plus durable a I'hyperglycémie. Chez nos patients, la
CML est associée positivement au SCIP, et la pentosidine au SCIP et a 'AOMI. La pentosidine a elle
seule explique 8.4% de la variance du SCIP, ce qui est relativement important pour un seul marqueur.
Il est intéressant de noter que cette association demeure significative aprés ajustement sur |'age et la
durée du diabéte, paramétres que I'on sait associés a la glycation.

De facon étonnante, le MG-H1 est associé négativement au SCIP et a ’AOMI en analyse univariée.
Nous n’avons pas connaissance de données similaires, mais cet AGE a été peu étudié de facon isolée.
Une explication possible est I'origine différente des 3 AGEs étudiés : en effet, alors que la CML et la
pentosidine sont produites par réduction simple de sucres, en passant par la formation de base de
Schiff et de produit d’Amadori, il semble que le MG-H1 soit formé par liaison directe de composés
carbonyl réactifs (355). Ainsi, le lien avec les complications du diabéte pourrait étre différent pour
ces 3 AGEs, mais cela demande confirmation. Une explication alternative est le fait que le dosage
sérique ne refléte pas directement les taux tissulaires d’AGEs (244) ; un dosage sérique global des
AGEs semble par ailleurs mieux corrélé aux complications du diabéte que la mesure de CML ou de

pentosidine isolément (255).
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Alors que les données de la littérature sont encore discordantes sur le lien entre sRAGE et
artériopathie, nous ne trouvons pas d’association entre sRAGE et SCIP ou AOMI; un éventuel
manque de puissance et les limites des données transversales ne permettent pas de conclure.

En résumé, le lien tres significatif et important entre SCIP et pentosidine suggére que la calcification
vasculaire est fortement liée a I'imprégnation glycémique de longue durée. Ceci s’avere important
cliniquement en raison des perspectives thérapeutiques, puisque des thérapies ciblant les AGEs ont
déja montré des résultats chez I'animal et pourraient avoir un impact préventif et thérapeutique

important dans la pathologie vasculaire diabétique (232).

6.3. Adiponectine

Nous associons I'adiponectine positivement et de facon trés significative au SCIP et a 'AOMI, de
facon indépendante de I'dge et du sexe notamment. Puisque notre population est a haut RCV, ces
résultats sont en accord avec le paradigme discuté en premiere partie de ce travail, suggérant qu’a ce
stade l’adiponectine reflete un profil de risque défavorable ou une augmentation réactive
insuffisante contre le processus inflammatoire athérosclérotique. Nous ne retrouvons cependant pas
de lien avec les marqueurs inflammatoires systémiques, en cohérence avec les données de la
littérature discutées plus haut.

Nous confirmons néanmoins I'association de l'adiponectine avec le sexe féminin et avec des
marqueurs de RCV favorables (HDL élevé, triglycérides et rapport athérogéne bas, pas d’antécédents
tabagiques), alors que I'association inverse connue entre obésité viscérale et adiponectine atteint la
limite de la significativité. Nous ne relions cependant pas I'adiponectine a la TA, a I'HbAlc, a la
microalbuminurie ou au traitement par insuline. Par ailleurs, I'association avec la fonction rénale
disparait aprés ajustement sur I'age.

A noter, dans I'ensemble de notre population, les valeurs d’adiponectine sont globalement basses
par rapport a la norme (2,5-6,1mg/l). Par ailleurs, I'absence de population contréle non diabétique
limite nos conclusions. On peut supposer que la relation soit similaire dans une telle population, mais
avec des taux d’adiponectine globalement plus élevés.

L’association positive que nous observons entre adiponectine et AGEs (CML et pentosidine) est
cohérente avec les données de Gaens (340) discutées en premiere partie de ce travail, et pourrait
donc étre expliquée, du moins en partie, par un piégeage des AGEs moins important dans le tissu
adipeux des patients avec adiponectine élevée ; cette hypothese est soutenue par I'association
inverse entre adiponectine et obésité (tour de taille, IMC), bien qu’a la limite de la significativité dans
notre étude.

Les relations entre AGEs, sRAGE et adiponectine sont par ailleurs indépendantes de I'age, mais la
relation avec la CML et le SRAGE disparait en faveur de la pentosidine en analyse multivariée et apres
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ajustement sur la durée du diabéte, suggérant, comme pour le lien avec le SCIP, une association
nettement plus significative pour la pentosidine que pour les autres marqueurs; cela demande
néanmoins confirmation.

Alors que des études suggerent que les bloqueurs du SRAA et les statines augmentent les taux
d’adiponectine (376—379), nous ne mettons en évidence aucune relation significative chez nos
patients ; il faut néanmoins noter la proportion importante de patients recevant ces médicaments
dans notre étude, peut-étre a I'origine d’'un manque de puissance.

Finalement, nous associons l'adiponectine aux marqueurs osseux (phosphate, PTHi, sRANKL et
fétuine A). La relation avec le SRANKL, qui reste significative en analyse multivariée, peut étre liée a la
pathologie vasculaire, mais également au métabolisme osseux, puisque |'adiponectine agit sur les
cellules osseuses par la voie OPG/RANKL/RANK. La relation négative entre adiponectine et fétuine A
est en accord a la fois avec les effets bénéfiques anticalcifiants de la fétuine A et avec le fait que ces
deux marqueurs — fétuine A élevée et adiponectine basse — sont associés a I'insulino-résistance. Ces
relations pourraient contribuer a expliquer I'association positive entre adiponectine et complications
vasculaires, par activation de facteurs procalcifiants (SRANKL) et diminution de facteurs
anticalcifiants (fétuine A), et méritent donc qu’on s’y intéresse de plus prés.

En résumé, nous associons |'adiponectine de facon positive aux complications vasculaires
périphériques, a un profil de RCV favorable, a 'dge et a certains marqueurs de glycation et du
remodelage osseux. Le role propre de chacune de ces associations reste hypothétique et il est
nécessaire de clarifier si la relation observée entre adiponectine et complications vasculaires n’est
gu’un épiphénomene, ou si cette hormone a un réel role — protecteur ou néfaste — dans la
pathogenese vasculaire chez des patients a haut RCV en particulier. Des données prospectives, qui
seront notamment apportées par notre étude, sont nécessaires pour mettre en évidence un éventuel
lien de cause a effet et pour évaluer I'intérét du dosage de I'adiponectine comme marqueur prédictif

des complications vasculaires périphériques.

6.4. Inflammation et IGF-1

Nous n’observons pas de relation significative entre SCIP et CRPus, IL-6 ou IGF-1 standardisé, en
cohérence avec des données transversales au niveau coronarien (99). Seul I'lGF-1 non standardisé est
associé au SCIP, mais cette relation disparait apres ajustement sur I'age, ajustement indispensable en
raison de la diminution physiologique d’IGF-1 avec I'age (106), corrélation retrouvée chez nos
patients également (r=-0,23, p<0.001).

Etonnamment, ’AOMI est associée négativement a la CRPus, suggérant une hypothese : dans notre
population a haut RCV, les patients avec AOMI auraient atteint un stade lésionnel sévére, ou le role

de I'inflammation de bas grade serait moindre, alors que le processus inflammatoire serait encore
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actif chez les patients ne présentant pas encore de sténose significative. Des données prospectives
sont nécessaires pour étayer cette hypothese. Cela suggere aussi que I'inflammation de bas grade
puisse jouer un role moins important dans la pathogenése de la calcification vasculaire que de
I’athérome. Par ailleurs, les statines et les bloqueurs du SRAA semblent diminuer la CRPus (378,380—
382); bien que nous n’observions pas cette association, il est néanmoins possible que la médication
biaise les valeurs de CRPus dans notre population.

Il est également probable que les dosages sériques ne traduisent pas adéquatement l'activité
vasculaire locale et que le dosage d’IGF-1 ne refléte pas son activité biologique réelle (102).
Finalement, il faut noter que 77% de nos patients présentent des valeurs normales de CRPus
(<3mg/l), 92% d’'IL-6 (<6.45pg/ml) et 75% d’IGF-1 (55-186ng/ml), tandis que 2% et 33% ont des
valeurs d’IGF-1 infranormales et supranormales respectivement. Ainsi, I'état d’inflammation de bas
grade ne semble pas prédominant dans notre population. L’évaluation transversale et I'absence de

population controle saine limitent nos conclusions.

6.5. Autres facteurs de risque cardiovasculaires (FRCV)

6.5.1. Age et sexe

Nous confirmons I’association connue entre lésions artérielles périphériques, age et sexe masculin.

6.5.2. Type, durée et traitement du diabéte

Nous confirmons I'association entre durée du diabete et lésions artérielles périphériques.

Alors que les rares patients avec diabéte de type 1 présentent un SCIP plus élevé que ceux avec
diabéte de type 2, ces résultats semblent biaisés par la durée du diabéte dont la médiane (minimum-
maximum) se situe a 45 ans (40-67) pour le diabéete de type 1 et a 13 ans (0-40) pour le diabéete de
type 2. L'association entre type de diabéete et SCIP disparait en effet apres ajustement sur la durée du
diabete. Des résultats analogues sont observés pour '’AOMI.

L'association entre traitement par ADO et SCIP disparait aprés ajustement sur la durée du diabéte.
Les modalités de traitement antidiabétique sont en effet fortement corrélées a la durée du diabete :
les patients avec une histoire de diabéte plus longue ont plus souvent de I'insuline (p<0.001), ceux
avec une histoire plus courte plus souvent des ADO (p<0.001). Ces observations sont cohérentes avec

le fait que I'insulino-résistance augmente avec la progression de la pathologie diabétique.

6.5.3. Tabagisme

L'UKPDS, qui montre un risque relatif d’AOMI de 2.90 chez les fumeurs, évalue I’/AOMI uniquement
par I'ABI, la palpation des pouls et la symptomatologie clinique de claudication intermittente (14).
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Dans notre étude, nous associons le tabagisme non seulement a un ABI <0.9 (p=0.01 pour le
tabagisme actif et p=0.005 pour les UPA) et a une palpation des pouls anormale (p=0.02 pour le
tabagisme actif et p<0.01 pour les UPA), mais aussi au SCIP, alors que la relation avec I’AOMI n’est
pas significative. Cela suggere qu’en présence de diabete, le tabagisme joue un réle prédominant
dans le développement des calcifications vasculaires, mais cela demande confirmation par une

évaluation prospective.

6.5.4. HTA et dyslipidémie

Nous ne mettons pas en évidence d’association entre SCIP et TA ou dyslipidémie, a I'exception d’'une
relation inverse avec l'index athérogene. L'AOMI est en revanche associée non seulement a I'index
athérogene (négativement), mais aussi a la TAS (positivement).

Ces résultats doivent néanmoins étre interprétés avec prudence en raison du taux élevé de patients
sous médication antihypertensive et/ou hypolipémiante. Par ailleurs, la prescription de statine, de B-
bloquant et/ou de bloqueur du SRAA en indication de prévention secondaire mais en I'absence d’HTA
ou d’anomalie notable du bilan lipidique, est fréquente dans notre population. Cette approche,
efficace sur les lésions coronariennes en particulier, explique trés probablement nos résultats non
concluants. De plus, aprés ajustement sur la coronaropathie, I'association entre SCIP et traitement
par antiagrégant ou par B-bloquant disparait, bien que le traitement par B-bloguant soit retenu dans
le modéle multivarié. Finalement, il ne faut pas oublier que des valeurs lipidiques normales,
notamment pour le LDL, n’excluent pas la présence d’une dyslipidémie qualitative, bien décrite chez

les patients diabétiques (particules LDL petites et denses, particulierement athérogénes).

6.5.5. Données biométriques

L'IMC, le tour de taille et I'impédance ne sont pas associés au SCIP de facon significative.
L'impédance chez ’'homme, qui est par ailleurs corrélée positivement a I'lMC et au tour de taille de
facon trés significative (p<0.0001 pour les deux), est néanmoins associée négativement a I’AOMI.

L'IMC a été associé inversement a ’AOMI chez les patients avec antécédent de tabagisme, mais
positivement chez ceux sans cet antécédent, suggérant que le tabagisme, facteur de risque majeur
d’AOMI, puisse biaiser la relation entre AOMI et adiposité — les fumeurs étant souvent moins adipeux
que les non fumeurs (383). La relation que nous observons entre AOMI et impédance persiste
cependant apres ajustement sur le tabagisme ; de plus, elle est également présente dans I'analyse du
sous-groupe de patients n’ayant jamais fumé (p<0.02). Ainsi, le tabagisme ne semble pas tout
expliquer. Il est possible que les mécanismes de piégeage des AGEs récemment mis en évidence par

Gaens (340) et discutés en premiére partie, contribuent a expliquer cette relation inverse.
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Ylitalo, au contraire, associe positivement obésité et AOMI, sans ajuster sur le tabagisme (384). Nos
populations ne sont cependant probablement pas comparables, la prévalence de ’AOMI n’étant que
de 11% dans son étude, alors qu’elle est de 44% dans la né6tre ; par ailleurs, seuls 15.5% de ses

patients sont diabétiques.

6.6. Traitement

Nous observons une relation positive entre SCIP et traitement par antiagrégant plaquettaire ou B-
bloquant, alors que I'association n’est pas significative pour le traitement par bloqueur du SRAA ou
statine. L'AOMI est quant a elle associée positivement au traitement par antiagrégant plaquettaire,
alors que la relation avec le traitement par statine atteint la limite de la significativité. Bien que ces
médicaments aient fait leurs preuves en prévention cardiovasculaire primaire et secondaire, en
particulier au niveau coronarien, deux études prospectives montrent néanmoins une association
positive entre progression du SCC et traitement par statine, B-bloquant ou bloqueur du SRAA
(99,385). Nos résultats, dont I'interprétation est néanmoins limitée par le caractére transversal de
I’étude, vont dans le méme sens, suggérant I'échec de cette médication a protéger contre les lésions
artérielles périphériques. L'interprétation doit néanmoins rester prudente en raison du nombre
important de patients traités et du fait que l'on prescrit plus fréquemment un traitement
antiagrégant en présence d’AOMI connue, ce qui peut biaiser les résultats. Nos données prospectives
aideront a clarifier ces questions. Finalement, nous devons noter que la durée depuis l'initiation du
traitement et la compliance médicamenteuse ne sont pas analysées et peuvent donc également

constituer un biais.

6.7. Autres complications vasculaires

La coronaropathie est associée de facon significative au SCIP et a 'AOMI, en cohérence avec le
caractére systémique bien connu de I'atteinte artérielle. Nous confirmons également |’association
entre atteinte macrovasculaire périphérique et complications microvasculaires (rétinopathie,

néphropathie, neuropathie).

6.7.1. Neuropathie

6.7.1.1. Neuropathie périphérique

La neuropathie périphérique est associée au SCIP et a ’AOMI, en accord avec les données sur son
lien avec la calcification vasculaire (29) et la rigidité artérielle (386). Le Neuropad® évaluant la

fonction des fibres cholinergiques sympathiques, sa relation avec le SCIP est cohérente avec
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I'observation historique qui révele le développement d’importantes calcifications vasculaires
périphériques suite a une sympathectomie lombaire (387).

Chez nos patients, les examens des petites fibres nerveuses sont plus souvent anormaux (30.2% pour
la perception de la température et 38.1% pour le piquer-toucher) que ceux des grosses fibres
nerveuses (9.4% pour la pallesthésie et 15.8% pour le test au monofilament), en cohérence avec une
atteinte initiale des petites fibres chez les patients diabétiques (388). Ces différents tests semblent
néanmoins associés au SCIP et a 'AOMI de fagon similaire, a I’exception de la pallesthésie qui atteint
seulement la limite de la significativité pour le SCIP. A noter que la pallesthésie n’a été évaluée que
de facon qualitative, expliquant probablement le faible pourcentage de patients présentant un test
anormal.

Par ailleurs, tous les patients avec antécédent d’ulcération chronique présentent une AOMI et/ou
une neuropathie périphérique, confirmant que ces deux pathologies constituent les principaux
facteurs de risque d’ulcération du pied (389), et qu’il est donc essentiel de les dépister et d’en

améliorer les connaissances physiopathologiques.

6.7.1.1.1. Neuropad® et AOMI

Les performances du Neuropad®, aussi bien a 10 minutes qu’a 20 minutes, ne different pas
statistiquement entre les patients avec et sans AOMI dans notre étude, a I'exception de la VPP qui
est plus élevée chez les patients avec AOMI, tres probablement en raison de la prévalence plus
élevée de la neuropathie périphérique dans ce sous-groupe de patients. Ainsi, nos résultats
suggerent que le Neuropad® peut également étre utilisé en présence d’AOMI, ce qui est
cliniguement important puisqu’il est particulierement nécessaire de dépister la neuropathie
périphérique chez les patients avec AOMI, en raison du risque podologique accru par la présence
simultanée de ces 2 complications du diabéte.

Nous avons publié un article a ce sujet dans Diabetic Medicine (390).

6.7.1.2. NAC

L'association de la NAC au SCIP et a I’AOMI en analyse univariée atteint la limite de la significativité,
en accord avec des observations préalables qui font de la NAC un marqueur prédictif de mortalité et
de RCV (391).

De fagon plus étonnante, nous observons une relation négative entre hypotension orthostatique et
SCIP, a la limite de la significativité. Cette association apparemment paradoxale pourrait étre
expliquée par une efficacité plus importante de la réaction adrénergique a I'orthostatisme en
présence d’arteres rigidifiées par la calcification. L’hypotension orthostatique est néanmoins trés peu

spécifique de la neuropathie autonome diabétique, les causes en étant tres variées : médication
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(antihypertenseurs, neuroleptiques et antidépresseurs tricycliques notamment); déshydratation ;
trouble neurologique, cardiovasculaire ou endocrinien. Par ailleurs, I'étiologie reste indéterminée
dans un tiers des cas (392). Cette association doit donc étre interprétée de facon prudente. De plus,
I’hypotension orthostatique est plus fréquente chez les femmes (393), ce qui peut biaiser la relation

négative avec la calcification vasculaire, cette derniere étant associée au sexe masculin.

6.8. Examen artériel

L'examen clinique, I'EDA et le SCIP permettent une évaluation détaillée de I'artériopathie
périphérique. Le SCIP est associé de fagcon significative a tous les parametres d’évaluation de
|'artériopathie périphérique : palpation des pouls anormale, ABI moyen, ABI <0.9, ABI 21.3, présence
d’AOMI a I'EDA, score d’occlusion, score de médiacalcose. Ainsi, bien qu’il n’évalue que la
calcification vasculaire, celle-ci semble bien corrélée aux occlusions artérielles. Ces résultats
confirment la validité du SCIP dans I'évaluation globale de I'artériopathie périphérique. Les limites en
sont I'absence d’évaluation directe des sténoses et occlusions artérielles, ainsi que I'impossibilité de
distinguer les calcifications de I'intima et celles de la média. Alors que le SCIP apparait associé au
risque d’amputation et en constitue un meilleur facteur prédictif que I’ABI (71), sa valeur prédictive
des complications de I’AOMI (ischémie, amputation) doit néanmoins étre confirmée pour préciser

son utilité clinique dans I'évaluation de ’AOMI (71).

7. Points forts et limites de I’étude DIACART

L’étude DIACART présente plusieurs points forts. Les différents tests sont réalisés par un nombre
restreint d’examinateurs (réduction du risque de biais interobservateur), en aveugle pour les
résultats des autres types d’examens. Les différents criteres d’exclusion évitent des biais liés a des
parametres pouvant influencer nos variables d’intérét (IRC sévére et traitement contre I'ostéoporose
notamment). Un examen trés détaillé de la neuropathie et de I'artériopathie périphérique, ainsi que
le dosage de nombreux parametres biologiques, permettent une évaluation poussée des
complications neurologiques et artérielles des membres inférieurs dans notre population diabétique
a haut RCV.

Un certain nombre de limites doivent néanmoins étre mentionnées. L’évaluation par SCIP ne permet
pas de distinguer les calcifications de I'intima de celles de la média. Le caractére transversal des
analyses présentées ici ne permet ni une évaluation dynamique du processus de calcification
vasculaire (calcifications anciennes ou nouvelles, processus calcifiant actif ou non), ni de conclure a
des relations de cause a effet. Nous étudions une population a haut RCV, en majorité des patients

avec coronaropathie, ce qui limite la généralisation des résultats. Nous n’avons pas de groupe
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contrdle. La taille de I’échantillon, bien que calculée au préalable selon notre hypothese prospective

principale, peut néanmoins limiter la puissance de I'analyse de certains parametres.

8. Suite de I’étude DIACART et objectifs du suivi

Les données présentées ici constituent la partie transversale de I'étude DIACART. Les patients seront
revus deux ans apres leur inclusion, avec répétition du SCIP et des analyses biochimiques.
L’association entre ces dosages et le SCIP a l'inclusion et a deux ans sera évaluée, de méme que
|'association entre la vitesse de calcification (progression du SCIP pendant les deux années) et ces
dosages a l'inclusion.

Cette analyse prospective permettra d’évaluer la calcification artérielle de facon dynamique, d’en
étudier les facteurs prédictifs de progression — en particulier marqueurs du remodelage osseux et de
glycation avancée et adiponectine — et de suggérer d’éventuels liens causaux qui devraient

contribuer a améliorer les connaissances physiopathologiques de cette complication vasculaire.

9. Conclusion de I’étude DIACART

Le but de I'étude DIACART est d’améliorer la compréhension de la physiopathologie de
I"artériopathie périphérique chez les patients diabétiques. Le processus ciblé est la calcification
artérielle, particulierement prévalente en présence de diabéete, mais dont la localisation aux
membres inférieurs est encore peu étudiée en clinique.

Nos résultats suggerent que I'OPG, la fétuine A et la glycation avancée sont impliquées dans le
processus de calcification des arteres des membres inférieurs. Par ailleurs, nous mettons en évidence
une relation positive tres forte entre adiponectine et artériopathie périphérique, en cohérence avec
des données récentes. Notre étude confirme également le lien connu entre calcification artérielle et
différents marqueurs et/ou facteurs de RCV (dge, sexe, durée du diabéte, tabagisme, neuropathie,
néphropathie, rétinopathie).

Ces résultats ont été présentés sous forme d’un poster au congrés annuel de la Société Suisse
d’Endocrinologie et de Diabétologie (SSED, Berne, 22-23.11.2013).

L'analyse prospective apportera des notions complémentaires quant aux liens dynamiques de ces
paramétres avec la calcification artérielle, aidera a préciser leur réle comme marqueurs et/ou
facteurs de RCV, et permettra peut-étre la mise en place d’essais thérapeutiques ciblant ces

mécanismes.
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E) Annexes

Annexe 1 : échographie-doppler artérielle des membres inférieurs (EDA), étude DIACART

- Coter séparément
1) le degré de sténose : mettre une croix dans la case correspondante de normal a occluse.
2) la présence de plaque(s) : + si présence, - si absence
3) la médiacalcose :
- pour absente

+ pour débutante = calcifications « en mottes », étagées
++ pour modérée = calcifications continues
+++ pour importante = calcifications majeures et lumiére plus visible

- Sténose>70% (diameétre) = rapport des vitesses systoliques sténose/amont>4
- Merci de joindre un compte-rendu détaillé habituel

Jambe droite

Normal | Sténose(s) Sténose(s) Sténose(s) Occluse | Plaque(s) | Médiacalcose
<50% 50-70% >70%

Etage aorto-iliaque D

Fémorale commune

Fémorale superficielle

Fémorale profonde

Poplitée

Tronc tibio- péronier

Tibiale antérieure

Tibiale postérieure

Péroniere

Pédieuse

Jambe gauche

Normal | Sténose(s) Sténose(s) Sténose(s) Occluse | Plaque(s) | Médiacalcose
<50% 50-70% >70%

Etage aorto-iliaque D

Fémorale commune

Fémorale superficielle

Fémorale profonde

Poplitée

Tronc tibio- péronier

Tibiale antérieure

Tibiale postérieure

Péroniere

Pédieuse
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Annexe 2 : liste des abréviations

ABI ankle brachial index

ACR rapport albuminurie / créatininurie

AFGP 1-alkyl-2-formyl-3,4-diglycosyl pyrrole

AGEs advanced glycation end products (produits de fin de glycation)
AIT accident ischémique transitoire

ALT-711 alagebrium

ALT-946 N-2-(acetamidoethyl)hydrozinecarboximidamide hydrochloride
AOMI artériopathie oblitérante des membres inférieurs
apoB apolipoprotéine B

AVC accident vasculaire cérébral

BMP bone morphogenic protein

CEL Ne-carboxymethyllysine

CML Ne-carboxyethyllysine

CMLV cellule musculaire lisse vasculaire

CRPus protéine C-réactive ultrasensible

cvc cellule vasculaire calcificante

DCCT Diabetes Control and Complications Trial

3-DGH 3-deoxyglucosone hydroimidazolone

DOLD 3-deoxyglucosone lysine dimer

EASD European Association for the Study of Diabetes
EDA échographie-doppler artérielle des membres inférieurs
FFI 2-(2-furoyl)-485-furanyl-1H-imidazole

FGF fibroblast growth factor

FRCV facteur de risque cardiovasculaire

GH glyoxal-derived hydroimidazolone

GHPS groupe hospitalier universitaire Pitié-Salpétriere
GOLD glyoxal lysine dimer

HTA hypertension artérielle

HbAlc hémoglobine glyquée

HDL high density lipoprotein

HSP heat shock protein

IFN interféron

IGF insulin-like growth factor



INSERM
IRC
LDL
LDLox
LOX
MAPK
MDRD
MG-H1
MGP
MOLD
NAC
NDS
NF-kB
NO
NT-proBNP
OPG
PA

Pi

PPi
PPAR
PTB
PTH
QTc
RAGE
RANK
RANKL
RCV
RR
SCA
ScC
SCIp
SFD

interleukine
infarctus myocardique

indice de masse corporelle

institut national de la santé et de la recherche médicale

insuffisance rénale chronique

low density lipoprotein

low density lipoprotein oxydées
lectin-like oxidized LDL receptor
mitogen-activated protein kinase
modification of diet in renal disease
methyl-glyoxal-hydroimidazolone
matrix gla protein

methylglyoxal lysine dimer
neuropathie autonome cardiaque

neuropathy disability score

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

oxyde nitrique

amino-terminal pro-B-type natriuretic peptide
ostéoprotégérine

phosphatase alcaline

phosphate inorganique

pyrophosphate inorganique

peroxisome proliferator-activated receptor
N-phenacylthiazolium bromide
parathormone

intervalle QT corrigé

receptor for advanced glycation end products
receptor activator of NF-kB

receptor activator of NF-kB ligand

risque cardiovasculaire

intervalle RR

syndrome coronarien aigu

score calcique coronaire

score calcique infra-poplité

Société Francophone du Diabete
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SRAA
SRAGE
SRANKL
SSED
TA
TAD
TAS
TNF
UKPDS
UMR
UPA
VHDL
VPP
VPN

systeme rénine-angiotensine-aldostérone

soluble receptor for advanced glycation end products
soluble receptor activator of NF-kB ligand

Société Suisse d’Endocrinologie et de Diabétologie
tension artérielle

tension artérielle diastolique

tension artérielle systolique

tumor necrosis factor

United Kingdom Prospective Diabetes Study

unité mixte de recherche

unité paquets-années

very high density lipoprotein

valeur prédictive positive

valeur prédictive négative
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G) Troisieme partie : études ancillaires au protocole DIACART

1. Résumé des articles et contribution scientifique

L'étude DIACART a donné lieu a trois études ancillaires. Jai effectué moi-méme les analyses
statistiques et rédigé les trois articles correspondants qui ont été relus par le Professeur Agneés
Hartemann et le Docteur Olivier Bourron.

Le premier article, « Influence of peripheral arterial occlusive disease on the Neuropad® test
performance in patients with diabetes », a été accepté le 3.02.2013 par Diabetic Medicine et paraitra
en mai 2013 dans la version online de ce journal peer-reviewed. Dans cet article, nous étudions la
performance du Neuropad® chez les patients avec et sans AOMI, et montrons que ce test est tout
aussi fiable en présence ou en absence d’AOMI. En effet, malgré I'association de I'AOMI a la
sécheresse cutanée, nous ne mettons pas en évidence une fréquence accrue de tests faussement
positifs chez les patients avec AOMI. Nous suggérons donc I'utilisation du Neuropad® également en
présence d’AOMI qui ne devrait, dés lors, plus représenter une contre-indication a son utilisation.
J'ai présenté ce sujet oralement au congres annuel de la SSED (Berne, 23.11.2013), et il fera 'objet
d’un poster au congrés de la Société Francophone du Diabete (SFD, Montpellier, 26-29.03.2013).
Dans le deuxieme article, « Relationship between peripheral vascular calcification and accuracy of
pulse palpation and ankle brachial index as screening methods for peripheral arterial occlusive
disease in patients with diabetes », soumis a Diabetic Medicine le 04.03.2013, nous montrons, de
maniere nouvelle et objective grace a la mesure du SCIP, que la calcification artérielle est fortement
liée aux résultats faussement négatifs de I’ABI et de la palpation des pouls pour dépister ’AOMI. Ce
sujet a également fait I'objet d’'une communication orale au congrés annuel de la SSED (Berne,
23.11.2013), et sera proposé pour une présentation au congrés de I'European Association for the
Study of Diabetes (EASD, Barcelone, 23-27.09.2013).

Dans le troisieme article, « Association of circulating advanced glycation end products and soluble
receptor for advanced glycation end products with peripheral neuropathy in type 2 diabetes », soumis
a Acta Diabetologica le 07.03.2013, nous étudions pour la premiere fois la relation de la neuropathie
périphérique aussi bien avec les AGEs qu’avec le sRAGE, et mettons en évidence une association
positive indépendante; cela suggére un réle important de la voie de la glycation dans la
physiopathologie de la neuropathie périphérique diabétique. Ce sujet a par ailleurs été accepté
parmi les six meilleurs résumés pour une communication orale a la 81°™ Assemblée annuelle de la

Société Suisse de Médecine Interne Générale ; il sera de plus proposé pour une présentation au

congres 2013 de I'EASD.

97
























3. Relationship between peripheral vascular calcification and accuracy of pulse palpation and ankle

brachial index as screening methods for peripheral arterial occlusive disease in patients with

diabetes — a cross-sectional study

Submitted to Diabetic Medicine on March 4™ 2013, under review.

Running title: Vascular calcification and screening for arteriopathy in diabetes.

C.E. AUBERT"?, P. CLUZEL**, S. KEMEL®, P.-L. MICHEL®, F. LAJAT-KISS®, M. DADON®, A. HARTEMANN™"?,
0.BOURRON™.

'Diabetes and Metabolic Diseases Department, AP-HP, Pitié-Salpétriere Hospital, Paris, France;
’Internal Medicine Department, Fribourg Cantonal Hospital, Fribourg, Switzerland; *University Pierre
and Marie Curie, Paris, France; 4Radiology Department, AP-HP, Pitié-Salpétriere Hospital, Paris,
France; >Cardiology Department, AP-HP, Pitié-Salpétriere Hospital, Paris, France; ®Vascular Surgery

Department, AP-HP, Pitié-Salpétriére Hospital, Paris, France.

Corresponding author:

Carole Elodie AUBERT

E-mail: caroleaubert@bluewin.ch

Novelty statement:

° Screening for peripheral arterial occlusive disease is very important in patients with diabetes.
Pulse palpation and ankle brachial index are recommended for this purpose. However, their
accuracy is bad in these patients, probably because of vascular calcification, but this has never
been directly studied.

° The novelty of our study was to objectively assess the relationship between vascular
calcification, measured by the mean of CT-scan, and sensitivity of pulse palpation and ankle
brachial index for screening peripheral arterial occlusive disease.

. We also aimed at assessing the usefulness of associating both tests in order to improve

accuracy of this screening.
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ABSTRACT

AIMS

Accuracy of pulse palpation and ankle brachial index is discussed for screening peripheral arterial
occlusive disease in patients with diabetes. Vascular calcification may indeed be associated with false
negative tests. The aim of this study was to objectively assess the association between peripheral
vascular calcification and false negative screening tests for peripheral arterial occlusive disease in
patients with diabetes.

METHODS

This was a cross-sectional study including 200 patients with diabetes (400 lower limbs). The main
exclusion criterion was severe renal disease. Peripheral arterial occlusive disease was diagnosed by
color duplex ultrasonography. Vascular calcification was assessed by CT-scan below-knee arteries
calcification score.

RESULTS

Accuracy of pulse palpation and ankle brachial index was low (69.5-72.5%) and not improved by
combining both. Below-knee arteries calcification score was significantly higher in patients with false
negative tests, than in those with true negative tests, for both pulse palpation and ankle brachial
index (p<0.0001 for all).

CONCLUSIONS

False negative results of pulse palpation and ankle brachial index for screening peripheral arterial
occlusive disease is associated with below-knee vascular calcification in patients with diabetes.

Combination of both tests does not improve accuracy.

Keywords: peripheral arterial occlusive disease, screening, ankle brachial index, pulse palpation,

vascular calcification.

Abbreviations: ABI, ankle brachial index; PAOD, peripheral arterial occlusive disease; PP, pulse

palpation.
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INTRODUCTION

Peripheral arterial occlusive disease (PAOD) is a main risk factor for major lower-limb amputation in
diabetes (1). In comparison with the general population, patients with diabetes have a 4-10 times
higher risk for PAOD and a 10-20 times higher risk for amputation (2—4). PAOD begins earlier,
progresses more quickly, and is associated with poor prognosis and reduced life expectancy in the
presence of diabetes (2,5-7). As the concomitant presence of peripheral neuropathy may mask
intermittent claudication, PAOD is often asymptomatic in patients with diabetes (2,8). Screening for
PAOD is therefore particularly important in this population, to make a better selection of which
patients need further vascular evaluation, more intensive treatment, as well as educative measures,
in order to reduce the prevalence and burden of diabetic foot disease.

Foot pulses palpation (PP) and ankle brachial index (ABI) are simple methods for PAOD screening and
diagnosis, that are recommended by the International Working Group on the Diabetic Foot (9) and by
the American Diabetes Association (10). An ABI £0.90 is highly sensitive and specific for PAOD in the
general population (11). However, there is concern about the reliability of these screening tests in
the presence of diabetes. Vascular calcification, which is particularly frequent in diabetes, increases
artery wall rigidity and may therefore make pulses difficult to palpate and ABI pathologically high or
falsely normal, with the consecutive risk of underestimating PAOD prevalence (12—-15). The 0.90 ABI
threshold may therefore be inappropriate in the presence of diabetes (12,16—18). Nevertheless, to
the best of our knowledge, the association between vascular calcification and accuracy of PP and ABI
for PAOD screening has never been directly assessed. Furthermore, PP and ABI have mostly been
studied separately in patients with diabetes, and data about the performance of their combination
are missing.

The novelties of our study were therefore 1) to objectively assess the relationship between
peripheral vascular calcification and sensitivity of PP and ABI for PAOD screening, by the mean of CT-
scan below-knee arteries calcification score, which is a validated method to assess vascular
calcification (19-22), and 2) to assess the usefullness of associating PP and ABI in order to improve
the accuracy of PAOD screening in patients with diabetes.

PATIENTS AND METHODS

Patient population

This was a cross-sectional ancillary study to the DIACART (“Dlabéte et Calcification ARTérielle”) study
(being written) which aimed at studying the physiopathology of PAOD in a population with diabetes
and high risk for vascular complications (coronary artery disease, PAOD, age). Between November
2011 and July 2012, 200 patients (400 lower limbs) from the Diabetes and Cardiology Departments of
the Pitié-Salpétriére Hospital (Paris, France) were included in the study. The number of patients was

calculated according to the main outcome criteria of the DIACART study. In the DIACART study,
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inclusion criteria were: 1) diabetes with coronary artery disease and/or 2) diabetes with PAOD
and/or 3) type 2 diabetes with age >50 years for men and age >60 years for women. Exclusion criteria
were 1) an estimated glomerular filtration rate by the Modification of Diet in Renal Disease equation
<30ml/min and/or 2) a history of infrapopliteal angioplasty and/or bypass. The study was approved
by the local ethics committee and all patients gave written informed consent.

Clinical evaluation

Blood and urine samples were collected after an overnight fast. All clinical tests were performed by a
physician blinded to the results of color duplex ultrasonography and calcification score. Dorsalis pedis
and posterior tibial pulses were palpated. PP was defined as normal when both foot pulses could be
tasted. Dorsalis pedis, posterior tibial and humeral arterial pressures were measured with a Doppler
probe (Parks Medical Electronics). ABI was calculated separately for each limb by dividing the lowest
ankle by the highest humeral pressure, in order to increase sensitivity of the test (23). ABI was
considered abnormal when <0.90. Peripheral neuropathy was evaluated by the neuropathy disability
score, as previously described (24), and by the Semmes-Weinstein 10g-monofilament test (25).

All limbs were examined by the same physician, in order to avoid a bias linked to interobserver
variability, that has been reported previously (28). The physician was blinded to duplex
ultrasonography and CT-scan results, in order to avoid an influence bias.

Imaging

A detailed color duplex ultrasonography was conducted from the abdominal tree down to the foot
arteries. PAOD was defined as the presence of at least one >70% stenosis or occlusion in any studied
artery (aorto-ilio-femoral segment, popliteal artery, tibio-peroneal trunk, and anterior tibial,
posterior tibial, peroneal and dorsalis pedis arteries). Color duplex was performed by physicians
blinded to the results of calcification score and clinical examination.

Below-knee arteries calcification score was performed on a 128-slice multidetector CT scanner
(Somatom Definition Flash, Siemens Healthcare, Forchheim, Germany) and acquired without
contrast, in craniocaudal direction, from the bottom of the patella down to the ankle region. Analysis
was performed by radiologists blinded to the results of color duplex and clinical examination, using a
commercially available software package (Heartbeat CaScore, Philips Healthcare, Eindhoven,
Netherlands). On cross-sectional images, areas of calcification along below-knee arteries with a
density 2130 Hounsfield units attenuation and a surface >Imm?” were identified automatically.
Calcification scores, determined according to the method described by Agatston et al. (19), were
obtained separately for each of the main below-knee arteries (distal popliteal, anterior tibial,
posterior tibial and peroneal arteries) and summed to obtain the calcification score.

In order to avoid an influence bias, the angiologists were blinded to clinical examination and CT-scan

results, and the radiologists to clinical examination and duplex ultrasonography results.
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Statistical analysis

Data were assessed for normal distribution using the Shapiro-Wilk test. Continuous variables were
described as median (minimum-maximum). Categorical variables were described as frequency
(percentage).

Univariate linear regression was used to study the factors associated with calcification score.
Contingency tables were built to assess sensitivity, specificity, positive predictive value, negative
predictive value, likelihood ratios and accuracy of ABl and PP for PAOD screening. The McNemar test
was used to compare sensitivity and specificity.

Lower limbs with false negative and true negative results for ABl and PP were isolated and compared.
The non-parametric Mann-Whitney U test was used for continuous variables, and the X* test or
Fisher's exact test for proportions, as appropriate.

Patients with missing data for ABI, PP, duplex ultrasonography or CT-scan were excluded of the
study.

A p-value <0.05 was considered statistically significant. Data were analyzed using JMP 10 (SAS
institute) and GraphPad 2012 softwares for Windows.

RESULTS

Table 1 presents the characteristics of the population. 30 lower limbs had missing data for ABI, PP,
duplex ultrasonography or CT-scan, so that a remaining number of 400 lower limbs were analyzed,
without any missing data for the other variables of interest. PP was abnormal in 166 (41.5%), and ABI
in 77 (19.3%) lower limbs. Prevalence of PAOD was 32.5% (n=130).

Median calcification score was 248 (0-9216). Calcification score was negatively associated with
estimated glomerular filtration rate, and positively with age, diabetes duration, type 1 diabetes, male
gender, neuropathy disability score, abnormal monofilament test, PAOD, ABI <0.90, ABI >1.30,
abnormal PP, smoking history and urinary albumin/creatinine ratio >3mg/mmol.

ABI and PP performance for PAOD screening

Table 2 presents the performance of ABI, PP, and combination of both tests for PAOD screening.
Accuracy was 71.3% and 71.0% for ABI and PP respectively. Combination of both tests was still
associated with about 30% inaccurate results.

The sensitivity of ABI was low (35.4%), while its specificity was rather high (88.5%). PP was
significantly more sensitive than ABI (69.2%, p<0.0001), but less specific (71.9%, p<0.0001).
Considering both PP and ABI abnormal as an indicator for PAOD led to an increase in specificity
(92.2%), with a consequent loss of sensitivity (31.5%). Considering at least one test (PP and/or ABI)
abnormal was more sensitive (73.1%, p<0.0001), but less specific (67.8%, p<0.0001), than association
of both.
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Table 1. Characteristics of the population (n=400) and their association with below-knee arteries

calcification score.

Variable Distribution p-value*
Age (years) 64.5 (43-83) <0.0001
Diabetes duration (years) 13 (0-67) <0.0001
Men, n (%) 320 (80.0) <0.0001
Type 2 diabetes, n (%) 392 (98.0) <0.0001
Smoking history, n (%) 206 (51.5) 0.04
Hypertension, n (%) 328 (82.0) 0.15
Body mass index (kg/m?) 28.4(17.1-48.8) 0.43
Waist (cm) 102.0 (70.0-147.5) 0.69
Neuropathy disability score 2 (0-10) <0.0001
Abnormal monofilament test, n (%) 58 (14.5) 0.0009
ABI 1.06 (0.42-1.74) 0.08
ABI £0.90, n (%) 77 (19.3) 0.0001
ABI 21.30, n (%) 32 (0.08) 0.006
PP abnormal, n (%) 166 (41.5) <0.0001
PAOD, n (%) 130 (32.5) <0.0001
Calcification score 248 (0-9216) -
Glycated haemoglobin (mmol/l); (%) 58 (27-123); 7.5 (4.6-13.4) | 0.82
Estimated glomerular filtration rate (ml/min) 76.5 (33-153) 0.03
Urinary albumin/creatinine ratio >3mg/mmol, n (%) | 136 (34.0) 0.03

Data are median (minimum-maximum) or n (%).
*p-value for the association with below-knee arteries calcification score.
ABI, ankle brachial index; PAOD, peripheral arterial occlusive disease; PP, pulse palpation.

Table 2. Performance and accuracy of ABI, PP, PP + ABI (both tests abnormal), PP +/- ABI (at least

one test abnormal) for PAOD screening.

n=400 ABI PP PP+ABI PP +/-ABI
Sensitivity 35.4% 69.2* 31.5° 73.1°
Specificity 88.5% 71.9% 92.2° 67.8°
Positive predictive value 59.7 54.2 66.1 52.2
Negative predictive value 74.0 82.9 73.7 83.9
Accuracy 71.3 71.0 72.5 69.5
Likelihood ratio positive 3.07 2.46 4.03 2.27
Likelihood ratio negative 0.73 0.43 0.74 0.40

PAQOD prevalence: 32.5% (n=130).

Comparison between ABI and PP: *p<0.0001

Comparison between PP + ABI and PP +/- ABI: °p<0.0001.

ABI, ankle brachial index; PAOD, peripheral arterial occlusive disease; PP, pulse palpation.

Influence of calcification on accuracy of ABI and PP

Table 3 compares lower limbs with false negative and true negative results for ABI and PP
respectively. The calcification score was significantly higher in lower limbs with false negative results

than in those with true negative results obtained as well for ABI as for PP (p<0.0001 for all).
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Table 3. Limbs with normal ABI and limbs with normal PP. Comparison of calcification scores in

patients with false negative and true negative results for ABI and PP respectively.

Normal ABI, n=323 (80.5) Normal PP, n=234 (58.5)

False True p-value | False True p-value

negative, negative, negative negative,

n=84 (21.0) | n=239 (59.8) n=40 (10.0) | n=194 (48.5)
Calcification | 725 (0-6326) | 102 (0-7205) | <0.0001 | 625 (0-6326) | 71 (0-6452) <0.0001
score

Data are median (minimum-maximum) or n (%).
ABI, ankle brachial index; PP, pulse palpation.

DISCUSSION

Our data, obtained from a high number of observations, show that ABI and PP are little accurate for
PAOD screening in patients with diabetes, which is concordant with previous studies on smaller
samples (12,15,26). ABI has a particularly poor sensitivity; therefore, as a low ABI may relatively well
inform on the presence of PAOD, a normal result should not be used to exclude it.

To this day, PP and ABI have mostly been evaluated separately for PAOD screening in patients with
diabetes, while data on their combination are lacking. In our study, associating both tests was still
associated with about 30% unreliable results; this approach was therefore not more accurate than
each test in isolation. Considering both tests abnormal for suspecting PAOD led to an important drop
in sensitivity (38.1%), thus producing a high rate of false negative results, which is not tolerable for
PAOD screening: a high sensitivity is indeed the most important parameter in order to avoid missing
patients at risk for limb ischemia and needing preventive and educative measures, which could
reduce the prevalence of diabetic foot ulceration by 50% (27).

Therefore, as combination of ABI and PP does not seem to improve the performance of PAOD
screening in the presence of diabetes, we suggest examining regularly these patients with a safe
mean like color duplex ultrasonography, regardless of the results of these screening tests, in order to
avoid missing patients at risk for complications. However, a problem of this approach is the situation
in countries where duplex ultrasonography is not currently available, like in emerging countries,
where the burden of diabetic foot disease remains particularly high, and PAOD screening therefore
especially critical. Therefore, criteria should be determined to exactly define which patients are at
particularly high risk for PAOD and thus need this evaluation, and to assess how often
ultrasonography should be performed.

In a previous study, Williams obtained lower sensitivity for ABI in patients with peripheral
neuropathy than in those without, and hypothesized that this was due to vascular calcification (12).
In our study, we objectively assessed lower limb vascular calcification by the mean of CT-scan, and
we found that patients with false negative results had significantly higher calcification scores than

those with true negative results, as well for ABI as for PP; furthermore, the calcification score was
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positively and independently associated with peripheral neuropathy. Our results are therefore in
coherence with previous observations and objectively confirm the previous assumption that vascular
calcification would be responsible for inaccurate PAOD screening (11-13).

The current study has several strengths and limitations. The sample represents a large population,
compared with previous studies (12,15,26). The physician who performed clinical examination was
blinded to duplex ultrasonography and CT-scan results, the angiologists to clinical examination and
CT-scan results, and the radiologists to clinical examination and duplex ultrasonography results. All
limbs were examined by the same physician, which can have avoided a bias linked to interobserver
variability, that has been reported previously (28); however, PP would probably have been more
accurate if evaluated by at least two persons. Color duplex ultrasonography was performed by
angiologists experienced on assessing PAOD with this method; however, as it was performed by 4
different physicians, an interobserver bias cannot be excluded. Finally, our results provide from a
population at high risk for cardiovascular disease, so that they may not be generalized to all patients
with diabetes.

In conclusion, we showed that peripheral vascular calcification is associated with false negative
screening tests for PAOD in patients with diabetes. Therefore, ABI and PP should be used very
carefully in the presence of diabetes, since they may be inadequate to exclude PAOD. We therefore
suggest performing color duplex ultrasonography, every four years for example, regardless of the
clinical examination, in patients at high risk for PAOD. Although this approach is more expensive and
time-consuming than performing clinical examination with ABI and PP alone, these costs should be
compared with the potential impact on lowering the burden of diabetic foot disease. Nevertheless,
this approach remains problematic in emerging countries, where duplex ultrasonography is not
currently available, while complications of diabetic foot disease are particularly frequent. Finally,
further studies are needed 1) to define and validate criteria to select which patients should be
examined by duplex ultrasonography, 2) to assess how often duplex ultrasonography should be
repeated in these patients, and 3) to assess the cost-effectiveness and prospective impact of this
approach.
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ABSTRACT

AIMS

Pathogenesis of peripheral neuropathy is still discussed and nonenzymatic glycoxidation is one of the
contributing mechanisms. The aim of this study was to assess the respective relationship of
peripheral neuropathy with glycoxidation, compared with other identified risk factors, in patients
with type 2 diabetes.

METHODS

We included 198 patients with type 2 diabetes. Serum concentrations of 3 advanced glycation end
products (carboxymethyllysine, methyl-glyoxal-hydroimidazolone-1, pentosidine) and of their soluble
receptor (SRAGE) were measured. Peripheral neuropathy was assessed by the neuropathy disability
score and by the monofilament test, and defined as either abnormal monofilament test and/or
neuropathy disability score >6. Multivariate regression analyses were performed adjusting for
potential confounding factors for neuropathy: age, gender, diabetes duration, current smoking,
systolic blood pressure, waist, height, peripheral arterial occlusive disease, glycated haemoglobin and
lipid profile.

RESULTS

Prevalence of peripheral neuropathy was 20.7%. sRAGE was independently and positively associated
with severity and presence of peripheral neuropathy assessed by the neuropathy disability score or
by the monofilament test. Carboxymethyllysine was independently and positively associated with the
monofilament test. No significant association was found between peripheral neuropathy and methyl-
glyoxal-hydroimidazolone-1 or pentosidine. Waist, height, current smoking, glycated haemoglobin
and peripheral arterial occlusive disease were independently associated with peripheral neuropathy.
CONCLUSIONS

Carboxymethyllysine and sRAGE were independently associated with peripheral neuropathy. This
study confirms the relationship between advanced glycoxidation and peripheral neuropathy,

independently of other risk factors, in patients with type 2 diabetes.

Keywords: peripheral neuropathy, type 2 diabetes, advanced glycation, advanced glycation end

products, risk factors.

Abbreviations: AGEs: advanced glycation end products; CML: carboxymethyllysine; esRAGE:
endogenous soluble receptor for advanced glycation end products; HbAlc: glycated haemoglobin;
MG-H1: methyl-glyoxal-hydroimidazolone-1; NDS: neuropathy disability score; PAOD: peripheral
arterial occlusive disease; PN: peripheral neuropathy; sSRAGE: soluble receptor for advanced glycation

end products.
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INTRODUCTION

Peripheral neuropathy (PN) is an important long-term complication of diabetes: it affects up to 50%
of patients with type 2 diabetes (1), represents the main risk factor for foot ulceration (2,3) and
greatly affects quality of life when painful. PN may begin before the onset of diabetes: its prevalence
is higher in patients with impaired glucose tolerance or impaired fasting glucose than in healthy
subjects (4-6). Nevertheless, its pathogenesis is not yet fully understood (7) and the respective role
of hyperglycemia compared with other metabolic dysfunctions remains unclear (4).

Several mechanisms have been proposed to explain PN pathophysiology, among which
hyperglycemia, hypoinsulinemia, dyslipidemia, genetic factors, smoking, alcohol consumption,
autoimmunity and microvascular insufficiency (7). Hyperglycemia could be involved in PN
physiopathology through different ways, among which nonenzymatic glycation (8,9); the latter, in
association with oxidation (glycoxidation), leads to the irreversible formation of advanced glycation
end products (AGEs), like carboxymethyllysine (CML) or pentosidine (10,11). Unlike pentosidine, CML
also results from lipid peroxidation (11). Conversely, other AGEs, like methyl-glyoxal-
hydroimidazolone-1 (MG-H1), are directly formed by binding of reactive carbonyl compounds
(10,11).

The soluble forms of RAGE correspond to both a cleaved-form of the cellular receptor (SRAGE) and a
secreted splice variant, namely endogenous secretory RAGE (esRAGE) (12). As decoy receptors, they
bind AGEs without activating cellular signalling.

Experimental studies showed the role of AGEs in PN pathogenesis (17,18), but clinical data about PN
and AGEs (13-16), and specially about PN and sRAGE (17-19), are scarce and discordant in type 2
diabetes.

Novelties of our study were to evaluate the relationship of both AGEs and sRAGE with PN, and to
assess the respective relationship of PN with the glycation pathway compared with other previously

described risk factors for PN.

PATIENTS AND METHODS

Patient population

This was a cross-sectional ancillary study to the DIACART (“Dlabeéte et Calcification ARTérielle”) study
(being written) which aimed at studying the pathophysiology of peripheral arterial occlusive disease
(PAOD) in patients with diabetes and high risk for vascular complications (coronary artery disease,
PAOD, age). Over an 8-months period, we recruited 198 patients from the Diabetes and Cardiology
Departments of the Pitié-Salpétriere Hospital (Paris, France). Inclusion criteria were: type 2 diabetes
with 1) coronary artery disease and/or 2) PAOD and/or 3) age >50 years for men or >60 years for

women. Exclusion criteria were: 1) an estimate glomerular filtration rate by Modification of Diet in
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Renal Disease equation <30ml/min and/or 2) a history of infrapopliteal angioplasty and/or bypass.
The study was approved by the local ethics committee and all patients gave written informed

consent.

Biological measurements

Blood and urine samples were collected after an overnight fast. sSRAGE was measured with a
commercially available ELISA kit (Quantikine Human RAGE Immunoassay, R&D Systems, Minneapolis,
USA). CML, MG-H1 and pentosidine were determined by liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (API4000 system ABSciex, Les Ulis, France). AGEs concentrations were

expressed as a ratio to total protein concentrations.

Clinical evaluation

All patients were assessed by a physician blinded to the results of laboratory. The neuropathy
disability score (NDS) was performed as previously described (20); temperature perception was
tested with tubes of cold and warm water, pallesthesia with a tuning fork at 128Hz at the top of the
big toes, and pin-prick perception with a toothpick (for pain) and a cotton stretch (for light touch).
The NDS was used as a continuous variable to assess PN severity, and with a cutoff at 26 for PN
diagnosis. The Semmes-Weinstein 10g-monofilament (21) was applied three times randomly on the
following plantar sites of each foot: pulp of hallux, heel, and first and fifth metatarsal heads; inability
to perceive the monofilament at any site was defined as abnormal.

PAOD was evaluated by color duplex ultrasonography and defined as at least one >70% stenosis
and/or occlusion in any artery studied (aorto-ilio-femoral segment, popliteal artery, tibio-peroneal

trunk, and anterior tibial, posterior tibial, peroneal and dorsalis pedis arteries).

Statistical analysis

Continuous variables were described as median (minimum-maximum) and categorical variables as
number (percentage).

Data were assessed for normal distribution with the Shapiro-Wilk test. Skewed variables were
logarithmically transformed before performing analyses.

Linear and logistic regression analyses for continuous and categorical dependent variables
respectively were performed to determine factors associated with PN. Dependent variables were:
NDS, NDS >6, abnormal monofilament test. Independent variables were: age, gender, diabetes
duration, body mass index, waist, height, current smoking, systolic blood pressure, PAOD, glycated
haemoglobin (HbAlc), SRAGE, CML, MG-H1 and pentosidine. sSRAGE, CML, MG-H1 and pentosidine
were included in the multivariate analysis if the univariate p-value was <0.20. Each multivariate

model was adjusted for potential confounding risk factors for neuropathy: age, gender, diabetes
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duration, current smoking, systolic blood pressure, PAOD, waist, height, HbAlc, triglycerides, total
cholesterol, HDL cholesterol, LDL cholesterol.
A p-value <0.05 (two-sided) was considered statistically significant. Data were analyzed using JIMP 10

(SAS Institute) software for Windows.
RESULTS

Table 1 presents the clinical and biological characteristics of the 198 patients with type 2 diabetes
who were included. Median (minimum-maximum) age was 65 years (43-85) and diabetes duration 13
years (0-40). Thirty-one (15.7%) patients had a NDS 26 and 31 (15.7%) had an abnormal
monofilament test. Forty-one (20.7%) had either test abnormal.
Median sRAGE was 832pg/ml (217-3513), CML 0.15umol/g prot. (0.09-0.24), MG-H1 2.79umol/g
prot. (1.97-7.13) and pentosidine 1.10nmol/g prot. (0.34-7.64).

Table 1. Characteristics of the patients (n=198).

Variable Distribution
Age (years) 65 (43-85)
Diabetes duration (years) 13 (0-40)
Men, n (%) 158 (79.8)
Current smoking, n (%) 27 (13.6)
Hypertension, n (%) 263 (82.3)
History of foot ulceration, n (%) 11 (5.5)
Coronary artery disease, n (%) 150 (75.8)
PAOD, n (%) 85 (43.4)

Systolic blood pressure (mmHg)
Body mass index (kg/m?)

125 (92-200)
28.4 (17.1-48.8)

Height (cm) 171 (147-190)
Waist (cm) 102.0 (70.0-147.5)
NDS 2 (0-10)

NDS>6, n (%) 31 (15.7)
Abnormal monofilament test, n (%) 31 (15.7)

HbA1c (mmol/mol); (%) 58 (27-123); 7.5 (4.6-13.4)
Estimated glomerular filtration rate (ml/min) 76 (33-153)
Urinary albumin/creatinine ratio >3mg/mmol, n (%) 71(35.9)

Total cholesterol (mmol/I)

3.65 (2.02-7.23)

HDL cholesterol (mmol/l)

1.06 (0.31-2.38)

LDL cholesterol (mmol/l)

1.82(0.77-5.05)

Triglycerides (mmol/I)

1.27 (0.41-7.82)

SRAGE (pg/ml)

832 (217-3513)

CML (umol/g prot.)

0.15 (0.09-0.24)

MG-H1 (umol/g prot.)

2.79(1.97-7.13)

Pentosidine (nmol/g prot.)

1.10 (0.34-7.64)

Data are median (minimum-maximum) or n (%).

CML: carboxymethyllysine; HbAlc: glycated haemoglobin; MG-H1: methyl-glyoxal-hydroimidazolone-
1; NDS: neuropathy disability score; PAOD: peripheral arterial occlusive disease; sRAGE: soluble
receptor for advanced glycation end products.

119



Factors associated with PN

Table 2 presents univariate and multivariate regression analyses. The multivariate models explained
26% of the variance of the NDS, 24% of the variance of a NDS 26 and 22% of the variance of the

monofilament test.

Table 2. Factors associated with neuropathy, according to NDS, NDS26 and monofilament test, in

univariate and multivariate regression analyses.

NDS NDS>6 Monofilament test
univariate | multivariate | univariate | multivariate | univariate | multivariate

p-value p-value p-value p-value p-value p-value
Age 0.37 0.08 0.68 0.99 0.67 0.60
Diabetes duration 0.67 0.14 0.99 0.22 0.09 0.63
Gender (male) 0.30 0.47 0.54 0.42 0.90 0.59
Body mass index 0.21 0.22 0.97
Waist 0.02 0.05 0.04 0.04 0.16 0.08
Height 0.0004 0.001 0.01 0.02 0.06 0.06
Current smoking 0.01 0.02 0.12 0.14 0.12 0.22
Systolic blood 0.74 0.68 0.82 0.51 0.55 0.15
pressure
PAOD 0.0008 0.01 0.001 0.003 0.03 0.11
Log HbAlc 0.003 0.006 0.08 0.14 0.002 0.08
Log sRAGE 0.04 0.02 0.08 0.04 0.03 0.06
Log CML 0.09 0.66 0.53 0.001 0.03
Log MG-H1 0.47 0.14 0.14 0.41
Log pentosidine 0.41 0.73 0.24

All multivariate analyses are adjusted for age, gender, diabetes duration, current smoking, waist,
height, systolic blood pressure, PAOD, HbAlc, triglycerides, total cholesterol, HDL cholesterol and LDL
cholesterol.

Coefficient of determination (R?): 26, 24 and 22% for NDS, NDS>6 and monofilament test respectively.
CML: carboxymethyllysine; HbAlc: glycated haemoglobin; MG-H1: methyl-glyoxal-hydroimidazolone-1;
NDS: neuropathy disability score; PAOD: peripheral arterial occlusive disease; sRAGE: soluble receptor
for advanced glycation end products.

Presence of PN (NDS 26 or abnormal monofilament test)

No significant association was found between presence of PN and age, diabetes duration, gender,
body mass index, systolic blood pressure, current smoking, blood lipids (data not shown), MG-H1 and
pentosidine.

Waist, height and PAOD were independently associated with a NDS >6.

SRAGE was independently and positively associated with a NDS>6 (p= 0.04), while the relationship
with the monofilament test reached the limit of significance (p=0.06). CML was positively and

independently associated with the monofilament test (p=0.03).
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Severity of PN (NDS)

Height, current smoking, PAOD and log HbAlc were independently associated with the NDS (p<0.03
for all).

SRAGE was independently and positively associated with the NDS (p=0.02).
DISCUSSION

In this cross-sectional study, we assessed the associations of serum AGEs, sRAGE and several risk
factors with the prevalence and severity of PN in patients with type 2 diabetes and high risk for
vascular complications (coronary artery disease, PAOD, age).

Previous clinical data about SRAGE and PN are scarce and discordant. Humpert found no association
of PN with sRAGE or esRAGE, which may be due to a lack of power of the study (n=108) (19).
Conversely, in men with type 2 diabetes, EI-Mesallamy found higher sRAGE in patients without foot
ulceration compared with patients with foot ulceration or healthy subjects (17), while Witzke found
lower sRAGE in patients with diabetes and severe PN compared with controls (18). In our study,
SRAGE was associated with the presence and severity of PN, while complications of PN were rare
among our population (only 5.5% of our 198 patients had a history of foot ulceration).

Overall, these results suggest that sSRAGE, as a decoy receptor for AGEs, could initially increase to
counteract AGEs deleterious effects, although not enough to prevent the development of PN; it may
then decrease in complicated PN, as if the reactive mechanism was exhausted. But high sRAGE could
also result from an increased production of RAGE cleaved-form, as membrane-bound RAGE is
upregulated by AGEs stimulation (22); SRAGE concentration may thus be a marker of risk and reflect
AGEs’ noxiousness. Finally, high SRAGE may partially result from decreased renal clearance, although
little is known about its elimination (23). Further studies are thus warranted to clarify these
relationships and to determine whether sRAGE is only a marker of diabetes complications or if it has
real protective effects as in animal models, which may have therapeutic implications (24).

While the role of AGEs in PN pathophysiology has been shown in experimental studies (17,18),
clinical data are scarce. Two studies found higher skin autofluorescence (an extrapolation of AGEs
tissue accumulation) in patients with type 2 diabetes with microvascular complications, but without
isolating PN from retinopathy and nephropathy (13,14). AGEs were related to PN severity in a small
cross-sectional study (15), while prospective data associated skin autofluorescence with the
development of PN in primary care patients with a short history of diabetes (OR 1.50, 95% Cl 1.05-
2.14) (16).

In our study, we found an independent association between CML and the monofilament test.

Surprisingly, CML was not associated with the NDS. It is possible that CML better correlates with

121



large fibers PN, which is more specifically assessed by the monofilament test, but this hypothesis
warrants further evaluation.

Conversely, we found no association between PN and MG-H1 or pentosidine. This may be explained
by the fact that CML, unlike pentosidine and MG-H1, also directly arises from lipid peroxidation, and
could therefore reflect oxidative stress more than hyperglycemia (11). Moreover, AGEs are also
correlated to various other metabolic and age-related diseases, which may distort the relationship
with hyperglycemia (10).

Finally, our multivariate models explained only 22-26% of PN variance, although multiple risk factors
for PN were assessed. This further enhances the fact that PN pathogenesis is multifactorial, involving
several other mechanisms that we did not directly assess, like for example endothelial dysfunction,
oxidative stress, growth factors, immunity, polyol pathway or changes in aldose reductase or protein
kinase C activity (7).

Our study had several strengths: 1) clinical examination was performed by the same physician,
blinded to biological test results, avoiding both an interobserver bias and an influence by biochemical
results; 2) biological measurements were performed by professionals blinded to clinical evaluation;
3) a large number of factors associated with PN were assessed; 4) our multivariate models were
adjusted for all these potential confounding variables.

Nevertheless, we must mention some limitations: 1) we had no control population; 2) our patients
were selected as having a high risk for vascular complications, so that our results may not be inferred
to all the patients with diabetes; this selection most probably explains why age and male gender
were not found as risk factors for PN in our study; 3) we can only present associations and not cause-
to-effect relationships because of the cross-sectional nature of our study; 4) we measured serum and
not tissue AGEs.

In conclusion, we showed an independent association of PN with CML, sRAGE, waist, height,
smoking, HbAlc and PAOD. Our results confirm the important relationship of PN with glycoxidation

and glycemic balance in patients with type 2 diabetes, independently of many other risk factors.
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