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TITRE:

Particularités de ’athérosclérose du sujet non diabétique, diabétique de type 2, et/ou stéatosique non
alcoolique: de la physiopathologie aux techniques d’imagerie non invasives.

RESUME:

L’athérosclérose est un probléeme de santé publique majeur puisque elle représente aujourd’hui la
principale cause de déces dans les pays occidentalisés. Il est donc important de comprendre les
mécanismes participant a la progression et aux complications de cette entité anatomoclinique. Nous
nous sommes attachés dans ce travail de thése a démontrer la place et I’apport potentiel de 1’imagerie
non invasive non expérimentale dans la mise en exergue des particularités de I’athérosclérose
carotidienne et/ou coronarienne, et dans la stratégie de dépistage de ses complications chez le sujet
non diabétique et diabétique de type 2, en fonction de I’existence ou non d’une stéatose hépatique non
alcoolique. Nous présentons notamment dans ce travail, issu en partie de I’exploitation des données
cliniques, biologiques et radiologiques de trois protocoles hospitaliers de recherche clinique, les
différentes publications scientifiques internationales auxquelles il a donné lieu.

TITLE:

Characteristics of atherosclerosis in nondiabetic, type 2 diabetic, and/or nonalcoholic steatosic
subjects: from pathophysiology to noninvasive imaging techniques.

SUMMARY:

Atherosclerosis is a major public health problem and is one of the major causes of death in the
developed western world today. It is therefore of utmost importance that we understand the
mechanisms involved in the evolution and progression of this disease and its associated complications.
With the work done for this thesis, we tried to bring forth the importance of non invasive clinical
imaging to study the pattern of evolution of atherosclerosis involving the carotid and/or coronary
arteries. We also present the role played by imaging in prevention and early diagnosis of associated
complications in non diabetic and type 2 diabetic patients, presenting with or without non alcoholic
hepatic steatosis. In this study, we evaluated three different clinical research protocols used involving
the clinical findings, biochemical as well as radiological examination results. The results of these
protocols have been the basis for several peer reviewed international publications till date.
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INTRODUCTION

L’athérosclérose est un probléme de santé publique majeur puisque elle représente la
principale cause des déces dans les pays occidentalisés [1]. Il s’agit d’un phénoméne diffus
touchant ’ensemble des artéres. Méme si les signes cliniques de la maladie ne surviennent
généralement qu’aprés la cinquieme décade, I’athérosclérose est un processus débutant trés
précocement dans la vie de D’individu. L’athérosclérose est une pathologie artérielle
correspondant a une pathologie inflammatoire chronique liée a 1’interaction entre les
lipoprotéines modiféees, les cellules inflammatoires, macrophages dérivés des monocytes
circulants et lymphocytes T, et les ¢éléments cellulaires de la paroi artérielle [2,3]. Cette
inflammation chronique conduit a un processus réactionnel cicatriciel de la paroi artérielle
impliquant les cellules musculaires lisses et la production de matrice extracellulaire. Certaines
de ces Iésions inflammatoires, trop importantes ou trop brutales, vont conduire a des lésions
qui vont se compliquer par une rupture ou une érosion de plaque et une thrombose ou une
embolie artérielle. Les presentations cliniques de la maladie athéroscléreuse sont évidemment
multiples et fonction de I’artére touchée. L’atteinte coronaire et 1’infarctus du myocarde
(IDM) dominent par leur fréquence et leur sévérit¢ suivis de prés par les atteintes
carotidiennes et les accidents vasculaires cérébraux (AVC). Mais la maladie reste souvent
silencieuse et le patient le plus souvent asymptomatique. Les études épidémiologiques
montrent cependant que le développement de 1’athérosclérose ne doit pas étre considéré

comme un héritage inéluctable de 1’industrialisation et de I’urbanisation.

Le diabéte sucré est un accélérateur puissant des maladies artérielles ischémiques dans

leurs localisations au myocarde, au cerveau et aux membres inférieurs. Les diabétiques paient
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donc un lourd tribut aux maladies artérielles. Le terme de macroangiopathie diabétique a été
introduit par opposition a la microangiopathie pour définir les 1ésions des artéres de gros et
moyen calibre observées chez le diabétique. Elle associe un athérome accéléré et une
artériosclérose prématurée. Elle se distingue de 1’athérome classique par sa précocité
d’apparition, la coexistence fréquente de localisations multiples sur les coronaires, les artéres
périphériques, les artéres cérébrales et sa gravité évolutive [4]. L’analyse du lien entre diabéte
et athérosclérose reste difficile car, chez le diabétique, les facteurs de risque sont trés souvent
multiples et intriqués et subissent également des interactions nombreuses. Il convient
également de distinguer les mécanismes a 1’origine de la Iésion artérielle et ceux qui en
précipitent les manifestations cliniques, en particulier la thrombose et 1’ischémie. Enfin, les

mécanismes en cause sont en partie différents selon le type de diabéte.

Par ailleurs, le risque cardiovasculaire (RCV) 1i¢ a I’athérosclérose est augmenté par
I’existence d’un syndrome métabolique qui associe insulinorésistance, troubles glucidiques,
anomalies lipidiques, et obésité androide, et auquel la stéatose hépatique non alcoolique est
fortement liée [5]. La difficulté est donc de déterminer si la relation entre stéatose et RCV est
indépendante des anomalies métaboliques accompagnant la stéatose hépatique. Si dans la
population générale la présence d’une stéatose hépatique est associée a un plus grand risque
de pathologie carotidienne ou coronarienne [6-9], ce lien n’a pas été démontré de fagon
certaine dans la population diabétique. En effet, I’évaluation de 1’influence de la stéatose sur
les complications vasculaires du diabéte a donné lieu a des résultats discordants [8,10]. Or,
méme si la prévalence de la stéatose varie selon les études et surtout le mode de diagnostic
utilis€ pour confirmer son existence, on estime que la stéatose hépatique non alcoolique
représente la premiere cause d’hépatopathie chronique dans les pays occidentaux avec une
prévalence estimée entre 10 et 24% de la population générale et entre 25 et 75% de la

population diabétique [11]. Il est donc important de comprendre les mécanismes qui
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participent a la progression et aux complications de 1’athérosclérose chez les patients
diabétiques, en fonction notamment de la présence ou non d’une stéatose hépatique.

Dans le cadre de la lutte contre les maladies cardiovasculaires, la prévention occupe
une place primordiale. L’identification de facteurs responsables de la progression de la plaque
ainsi que de marqueurs cliniques, biologiques ou radiologiques du risque de rupture de plaque
va permettre d’organiser la stratégie de prévention a différents niveaux. La prévention
primaire s’adresse aux patients indemnes de toute pathologie cardiaque ou vasculaire
cliniquement décelable. Son objectif est de dépister et de prendre en charge les facteurs de
RCV (FDRCV) pour mettre en place des mesures hygiéno-diététiques et thérapeutiques afin
d’éviter, limiter ou retarder le développement d’une pathologie cardiovasculaire. La
prévention primo-secondaire et secondaire concerne les patients présentant un athérome
constitu¢ ou compliqué. Dans cette population, un renforcement des mesures de la prévention
primaire est nécessaire, associ¢ a des thérapeutiques spécifiques dans le choix desquelles les
marqueurs de risque radiologiques jouent un role trés important. Ainsi, la mise en évidence de
marqueurs du RCV va permettre d’adapter la prévention au niveau de 1’individu ou de la
population. Elle va aussi permettre d’évaluer le risque global de I’individu pour adapter

I’intensité de la lutte contre les facteurs athérogenes.

Par conséquent, nous nous sommes intéressés dans ce travail de thése a différents
aspects de I’utilisation pratique des techniques d’imagerie non invasives pour mettre en
¢vidence les liens existants entre athérosclérose, diabéte de type 2 et stéatose hépatique non
alcoolique. Dans ce travail de thése, nous nous proposons donc de résumer les concepts
récents sur la physiopathologie et les particularités de I’athérosclérose du sujet non diabétique
et du sujet diabétique de type 2, selon I’existence ou non d’une stéatose hépatique non
alcoolique, puis d’analyser la place et les apports potentiels de I’imagerie non invasive dans la

mise en exergue de ces particularités et dans la stratégie de dépistage et de prévention des
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complications de 1’athérosclérose dans ces différentes populations. Notre travail s’est limité a
I’étude de I’athérosclérose carotidienne et/ou coronarienne par les techniques d’imagerie non
invasives utilisées en pratique clinique (échographie, scanner multibarrettes et imagerie par
résonnance magnétique). Nous présenterons notamment dans ce travail, qui a été réalisé en
partie dans le laboratoire d’accueil CREATIS-LRMN, UMR CNRS 5515, INSERM U630,
Villeurbanne, France, sous la direction du Professeur Philippe DOUEK, les différentes
publications scientifiques auxquelles il a donné lieu. 11 est le fruit d’une collaboration entre les
équipes de radiologie et d’endocrinologie du Centre Hospitalier Universitaire de Dijon (Pr
Denis KRAUSE, Pr Jean-Michel PETIT; Hopital du Bocage) et des Hospices Civils de Lyon
(Pr Philippe DOUEK, Pr Philippe MOULIN; Hopital Cardiologique), et est issu en partie de
I’exploitation des données cliniques, biologiques et radiologiques de trois protocoles
hospitaliers de recherche clinique: le protocole COCASE (COeur, CArotides, Scanner
multibarrettes, Etiologie des infarctus cérébraux) dont I’investigateur principal est le
Professeur Philippe DOUEK (Lyon), le protocole CAPHEPLAD (CAractérisation
PHEnotypique des PLaques Athéromateuses chez les sujets Diabétiques en fonction de
I’existence d’un syndrome métabolique associé¢) dont I’investigateur principal est le Docteur
Sophie BERNARD (Lyon), et le protocole GEPSAD (GEnetic Polymorphisms, Steatosis And

Diabetes) dont I’investigateur principal est le Professeur Jean-Michel PETIT (Dijon).
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CHAPITRE 1.

ATHEROSCLEROSE

1 — Données actuelles

1.1 - Significativité clinique

Les maladies cardiovasculaires, au premier rang desquelles les cardiopathies
ischémiques et les AVC, constituent la premiére cause de mortalité et de morbidité en France
avec chaque année 120 000 IDM et 130 000 AVC [12]. L’athérosclérose est la cause
commune de ces maladies. Elle apparait ainsi comme la premicre cause des déceés dans les
pays occidentalisés et apparait en nette progression dans les pays en voie de développement,
comme si cette pathologie était le reflet inéluctable du progres social. Elle est cependant tres
ancienne dans I’histoire des maladies, et apparait en fait comme une maladie dégénérative de
I’homme. Les concepts se sont cependant profondément modifiés et les progres récents de la
recherche fondamentale et clinique ont permis de comprendre que 1’athérosclérose est une
pathologie artérielle correspondant a une pathologie inflammatoire chronique liée a
I’interaction entre les lipoprotéines modifiées, les cellules inflammatoires, macrophages
dérivés des monocytes circulants et lymphocytes T, et les ¢léments cellulaires de la paroi
artérielle. Cette inflammation chronique conduit a un processus réactionnel cicatriciel de la
paroi artérielle impliquant les cellules musculaires lisses et la production de matrice
extracellulaire et aboutissant a la formation des lésions complexes. Si I’importance du
phénomeéne aboutit parfois a une réduction du calibre artériel, souvent la cicatrisation de la

lIésion permet sa stabilisation dans le temps. Malheureusement, certaines de ces lésions
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inflammatoires trop importantes ou trop brutales vont conduire a des lésions qui vont se
compliquer par une rupture ou une ¢érosion de la plaque et une thrombose artérielle
aboutissant a la complication ultime de cette pathologie, I’obstruction brutale du vaisseau et la
survenue d’événements cliniques majeurs, infarctus du myocarde ou accidents vasculaires

cérébraux [12].

1.2 — Caractéristiques anatomo-physio-pathologiques

L’athérosclérose est considérée actuellement comme une réponse inflammatoire aux
lésions de la paroi artérielle. D’un point de vue physiopathologique [’athérosclérose
correspond a une réponse pariétale active, principalement endothéliale et intimale a différents
types d’agressions: chimiques et mécaniques et peut-étre infectieuses. Une plaque d’athérome
non compliquée contient quatre types de cellules: les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses, les macrophages et les lymphocytes T. Une plaque d’athérome ne débute
pas forcément par une 1ésion « mécanique » de 1’endothélium, mais le plus souvent par une
Iésion « biochimique », induisant une dysfonction endothéliale. Il est maintenant démontré
que I’hypercholestérolémie (augmentation du LDL-cholestérol) et les hypertriglycéridémies
(par augmentation des concentrations de petites-VLDL et des particules résiduelles des
chylomicrons) provoquent des dysfonctions endothéliales responsables du développement de
I’athérosclérose. L hypercholestérolémie, méme en I’absence de depots lipidiques vasculaires,
inhibe la vasorelaxation artérielle dépendante de la libération de nitroxide d’azote (NO) par
I’endothélium, et augmente la libération par cet endothélium d’un puissant vasoconstricteur,
I’endothéline-1. Les effets conjugués de la diminution de la libération de NO et de
I’augmentation de la sécrétion d’endothéline-1 favorisent les phénomenes de vasospasme et la
prolifération des cellules musculaires lisses qui participent a la formation de la plaque

d’athérome. De plus la diminution de la libération de NO augmente le risqué d’agrégation des
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plaquettes et donc le risque de thrombose [13].

1.2.1 — Initiation de la lIésion d’athérosclérose (lésions de types | et 1)

L’accumulation de lipoprotéines athérogenes contenant de 1’apo-B (LDL, petites-
VLDL) au niveau intimal refléte un déséquilibre entre leurs flux d’entrée et de sortie. Les flux
d’entrée sont augmentés par les augmentations des concentrations plasmatiques de ces
lipoprotéines, ainsi que par 1’augmentation de la perméabilité endothéliale (lésions
endothéliales et dysfonction endothéliale), les flux de sortie peuvent étre diminués du fait de
la présence de protéoglycanes et de collagéne qui fixent les LDL dans le sous-endothélium.
Les facteurs hémodynamiques (pression, forces de cisaillement, turbulences, stagnation)
modifient le transfert des lipoprotéines athérogénes a travers 1’endothélium, ainsi que leur
durée de résidence dans le sous-endothélium. L’ athérosclérose survient préférentiellement au
niveau des bifurcations et des courbures artérielles ou les turbulences et les forces de
cisaillement négatives peuvent induire une activation endothéliale qui aura pour conséquence:

e d’augmenter la perméabilit¢é aux macromolécules et donc aux lipoprotéines
athérogenes;

e d’induire I’expression d’intégrines et de protéines d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1) a
la surface de I’endothélium qui permettront aux monocytes de se lier a I’endothélium
par I’intermédiaire de leurs récepteurs comme les intégrines VLA-4 (alpha4 béta2) et
LFA-1 (alphal béta2, CD I1a/CD18); ces monocytes pourront ensuite passer entre les
cellules endothéliales et pénétrer dans 1’intima artériel;

e d’induire un stress oxydant, particuliérement par une augmentation de 1’activité de la

NADH/NADPH oxydase endothéliale qui produit 1’anion superoxyde (O02-).

Les lipoprotéines athérogenes et particulierement les LDL infiltrées dans le sous

endothélium seront oxydées par les radicaux libres oxygénés libérés par les cellules
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endothéliales, les macrophages et les cellules musculaires lisses. L’oxydation des LDL débute
par la peroxydation de leurs acides gras polyinsaturés et se propage en partie grace a une
enzyme la PAF-AH (Platelet Activating Factor Acetylhydrolase) qui posséde une activité
phospholipase A2. La peroxydation lipidique conduit a la fragmentation des acides gras
polyinsaturés avec formation d’aldéhydes et de cétones. Les aldéhydes se fixent sur les
résidus lysine de 1’apo B100 des LDL, qui dés lors ne reconnaissent plus le LDL-récepteur
mais les différents récepteurs éboueurs (scavenger) exprimés a la surface des macrophages et
des cellules musculaires lisses. L’apo B100 finira par se fragmenter en une multitude de petits

peptides. Les LDL ainsi modifiées constituent les LDL-oxydées (Ox-LDL) [13].

Les molécules d’adhésion sont peu exprimées a la surface de I’endothélium sain, mais
sont induites par les Ox-LDL et les cytokines pro-inflammatoires (Tumor Necrosis Factor
alpha [TNFalpha] et interleukine-1 [IL1]). Les Ox-LDL initient probablement 1’activation de
I’endothélium, alors que les cytokines pro-inflammatoires exprimées secondairement par les
cellules de la plaque interviennent pour amplifier et pérenniser 1I’inflammation. Les Ox-LDL
manifestent un pouvoir chimioattractant vis-a-vis des monocytes attachés a 1’endothélium
vasculaire et favorisent de plus leur conversion en macrophages des qu’ils ont pénétré dans le
sous-endothélium; enfin elles inhibent la mobilité de ces macrophages devenus résidents et
empéchent ainsi leur retour vers le compartiment sanguin en les piégeant dans le sous-
endothélium. Les Ox-LDL provoquent 1’augmentation de 1’expression du facteur
chimiotactique des monocytes (MCP-1) par les macrophages et les cellules musculaires lisses

de la plaque.

L’interleukine 8 (IL8) exprimée par les macrophages et les cellules musculaires lisses
intervient en immobilisant les monocytes sur 1’endothélium par le biais de I’interaction
VCAM-1-VLA4. MCP-1 et I’IL8 sont également induites par les cytokines présentes dans la

plaque (TNFalpha, IL1, IL6, IL12, IL15, IL18, oncostatine-M, IFNgamma). Les Ox-LDL
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sont capables d’activer les lymphocytes T et d’accroitrel’expression de récepteurs de
I’interleukine 2 et des antigens HLA-DR [12,13].

Les macrophages sous-endothéliaux captent des quantités importantes de cholestérol
en incorporant les Ox-LDL par I’intermédiaire de récepteurs dits éboueurs (scavenger) (SRAI,
SR-AII, CD36, CD68). Il n’existe pas de mécanisme de régulation capable de limiter la
capture des Ox-LDL par les macrophages, de ce fait les macrophages se surchargent de
cholestérol et se transforment en cellules spumeuses, dans lesquelles il est possible d’observer
des dépdts de cholestérol. Selon la classification de 1’« American Heart Association » (AHA)
il s’agit du type I des lésions successives d’athérosclérose. L’accumulation de cellules
spumeuses dans le sous-endothélium correspond a la strie lipidique et au type Il des Iésions.

Les types I et I apparaissent entre les ages de zéro a dix ans et sont asymptomatiques.

1.2.2 — Progression de la lésion d’athérosclérose (Iésions de types 111 et 1V)

La mort cellulaire peut étre provoquée par deux mécanismes différents, la nécrose et
I’apoptose. La nécrose est la conséquence d’une lésion accidentelle qui aboutit a la lyse
cellulaire. L apoptose désigne la mort cellulaire active ou « suicide » cellulaire survenant au
cours de remodelage normal ou pathologique des tissus. Les lipides toxiques (lipides et
lipoprotéines oxydées) activent la voie mitochondriale de 1’apoptose. L’apoptose des cellules
spumeuses peut participer a la genese du centre nécrotique caractéristique des plaques
avancées. Dans les conditions physiologiques, les cellules et les corps apoptotiques sont
rapidement ¢épurés par les phagocytes tissulaires et ne provoquent pas de réponse
inflammatoire. Dans la plaque d’athérome cette épuration semble ralentie. Le rdle de
I’apoptose dans les phénomeénes inflammatoires de la plaque est ambivalent, car elle peut
réduire les phénomenes inflammatoires en diminuant le nombre des cellules pro-

inflammatoires (macrophages, lymphocytes), mais [’excés local de métabolites non
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dégradables (cholestérol, oxystérols) et la compétition entre la captation des Ox-LDL avec des
fragments cellulaires apoptotiques peut augmenter 1’accumulation de matériel potentiellement
pro-inflammatoire (lipides). La mort des cellules spumeuses entraine 1’accumulation de
lipides extracellulaires en faible quantité, sans formation de véritable centre lipidique. Il s’agit
de Iésions du type III qui surviennent apres 20 ans sans provoquer d’événements cliniques.
L’accumulation focale de lipides extracellulaires, sous les cellules spumeuses correspond au
type IV. Ce centre lipidique constitue une zone de faible densité cellulaire, avec des cristaux
de cholestérol et quelques macrophages, dont des cellules géantes. Cet ensemble 1ésionnel
n’est pas entouré par une réaction fibreuse. Ces 1ésions apparaissent aprés 15 ans et surtout
aprés 40 ans. Ces Iésions peuvent étre le sicge d’événements thrombotiques et éventuellement

symptomatiques [12,13].

1.2.3 — La plaque d’athérosclérose mature (type V)

La plaque se développe longtemps sans altérer le caliber vasculaire, car le vaisseau
s’adapte par un élargissement compensatoire dénommé remodelage vasculaire. Lorsque la
masse intimale excede 40% de la surface totale de la paroi, le remodelage excentrique de la
paroi n’est plus suffisant pour contenir la plaque et son développement progresse vers la
lumiére intimale en provoquant une sténose. Il s’agit de la Iésion typique d’athérosclérose
fibrolipidique (type V), telle qu’elle est décrite par 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS). Elle est observée chez la majorité des individus apreés 40 ans et peut engendrer des
manifestations cliniques. Cette plaque comprend un centre lipidique entouré d’une chape
fibreuse. Le centre lipidique est constitué¢ de cellules parfois nécrotiques, et de lipides
extracellulaires sous forme de cristaux de cholestérol, d’esters de cholestérol, et de
phospholipides. Les cellules du centre sont essentiellement des macrophages spumeux et des

cellules géantes (70 %), mais correspondent également a des cellules musculaires lisses. La
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chape fibreuse qui entoure le centre est constituée d’une matrice qui contient des fibres de
collagene de type I et 111, des glycoprotéines, dont la fibronectine, des glycosaminoglycanes et
particulierement des chondroines sulfate. Les cellules contenues dans la chape fibreuse sont
essentiellement des cellules musculaires lisses (70 %), le reste étant constitué de macrophages
et de cellules inflammatoires; il existe également des lymphocytes T (10 %). Enfin les cellules
endothéliales entourent la 1ésion en formant un revétement continu thromborésistant, dont la
persistance et I’intégralité fonctionnelle assurent I’absence de complication de la plaque. Il
existe selon la classification de I’AHA trois sous-types V:

e type Va, plaque fibrolipidique;

e type Vb, présence de calcifications;

e type Vc, plaque fibreuse caractérisée par I’absence de centre lipidique.

Les cellules musculaires lisses de la chape proviennent de cellules ayant migré a partir
de la média a travers la limitante ¢lastique interne et proliféré dans I’intima. Des facteurs
chimiotactiques libérés par les cellules endothéliales, les macrophages et les cellules
musculaires lisses (bFGF, PDGF-BB, VEGF) ou des cytokines (TNFalpha) induisent la
migration des cellules de la média ou de ’adventice. Les fragments de collagene fibrillaire ou
d’¢lastine produit par protéolyse sont ¢galement des facteurs chimiotactiques pour les cellules
musculaires lisses. Les cellules inflammatoires (macrophages, polynucléaires neutrophiles,
lymphocytes), mais aussi les cellules musculaires lisses activées sécretent des
métalloprotéases (MMP) qui dégradent quasiment tous les composants de la matrice
extracellulaire et facilitent la migration des cellules musculaires lisses vers I’intima. Les
cytokines IL1 et TNFalpha sécrétées par les lymphocytes T induisent 1’expression par les
cellules musculaires lisses de métalloprotéases. Ces cytokines activent 1’expression de MMP-
2 exprimée de facon constitutive par les cellules musculaires lisses et induisent 1’expression

d’autres collagénases (MMP-1, MMP-9 et MMP-3), ainsi que de MMP-3 (stromélysine) qui
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dégradent les protéoglycanes et I’¢lastine. L’ activité des MMP est inhibée par des inhibiteurs
tissulaires de métalloprotéases (TIMP-1, 2, 3) produits par les macrophages et les cellules
musculaires lisses.

Par une action de type paracrine les cellules endothéliales et les macrophages sécretent
le PDGF et provoquent la proliferation des cellules musculaires lisses, puis par une action
autocrine les cellules musculaires lisses sécrétent ce facteur qui provoque leur prolifération. Il
existe d’autres facteurs de croissance, en particulier I’'IGF-1, le TGF-bétal.

Les cellules musculaires lisses sécrétent une matrice extracellulaire constituée

principalement de collagéne, de protéoglycanes, d’¢élastine et de glycoprotéines [12].

1.2.4 — Plaques d’athérosclérose compliquées ou a risque (type VI)

La plaque de type V peut subir des modifications la transformant en plaque
compliquée, ou de type VI qui survient habituellement aprés 40 ans. Elle présente des
phénoménes hémorragiques ou thrombotiques intraplaques. La cicatrisation qui survient apres
I’hémorragie et la formation du thrombus intraplaque contribuent & augmenter la sténose par
augmentation de volume de la plaque. Ces hémorragies et thromboses peuvent rendre une
plaque brutalement symptomatique et déclencher les accidents vasculaires aigus (angor
instable, infarctus du myocarde, accident vasculaire cérébral).

La classification de I’AHA reconnait trois sous-types de type VI:

e type Vla (ulcération), rupture de la plaque caractérisée par une perte de substance a sa
surface, il existe une ulcération macroscopique, microscopique ou une simple érosion
de I’endothélium;

e type VIb (hémorragie ou hématome intraplaque), qui provoque une augmentation
rapide du volume de la plaque et induit sa progression (augmentation de la synthése de

collagéne, etc.);
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e type Vic (thrombose), complication majeure de 1’athérosclérose qui survient a la suite

d’une rupture de plaque (60 % des cas) ou d’une érosion (40 % des cas).

La thrombose peut-&tre occlusive ou pariétale non occlusive. Le matériel lipidique
thrombogeéne de la plaque est exposé au sang circulant. Une plaque est dite instable ou
vulnérable lorsqu’elle est susceptible de subir une rupture ou une €érosion. Un centre lipidique
important diminue la résistance physique de la plaque, d’autant plus que les macrophages qui
s’y trouvent sécreétent les MMP capables de degrader la chape fibreuse et de diminuer
davantage la résistance physique de la plaque. A ces facteurs constitutifs de la plaque
s’ajoutent des contraintes mécaniques (forces s’exercant sur la circonférence de la paroi et
forces de cisaillement). La thrombose sur rupture de plaque s’observe lorsque le noyau
lipidique occupe plus de 40 % du volume de la plaque et lorsque la chape fibreuse est fine et
riche en macrophages et pauvre en cellules musculaires lisses.

Les zones de rupture sont caractérisées par la présence de cellules inflammatoires. Les
cytokines pro-inflammatoires stimulent I’activité des MMP par les cellules musculaires lisses
et les macrophages. Les MMP digerent la matrice extracellulaire et favorisent la rupture de
plaque. La réponse inflammatoire est modulée par des cytokines dites antiinflammatoires. Ce
sont I'IL10, le TGF-béta et I'IL18BP (inhibiteur endogéne de I'IL8). Les cytokines
proinflammatoires déclenchent I’apoptose des cellules de la paroi vasculaire; de plus les
cellules apoptotiques peuvent subir des modifications de types nécrotiques. La mort des
cellules de la paroi vasculaire fragilise la plaque et augmente les risques de rupture.

Les cytokines pro-inflammatoires interviennent dans les complications
athérothrombotiques de I’athérosclérose. Le facteur tissulaire est I’initiateur de la coagulation.
Le geéne du facteur tissulaire peut étre activé dans les macrophages et les cellules musculaires
lisses sous I’action de médiateurs ou de produits de I’inflammation et des Ox-LDL.

L’apoptose joue un réle fondamental en tant que catalyseur de la reaction thrombogéne en
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augmentant 1’activité procoagulante du facteur tissulaire exprimé dans la plaque. Ce facteur
determine la thrombogénicité des plaques d’athérome. La coagulation est initiée apres la
lésion vasculaire et I’extériorisation des molécules de facteur tissulaire a la surface de la
média, de I’adventice et de I’endothélium altéré.

L’IL1 et le TNFalpha modifient les propriétés fibrinolytiques des cellules
endothéliales en diminuant la production de 1’activateur du plasminogéne de type cellulaire et
en augmentant la production de I’inhibiteur du tPA, le PAI-1.

L’¢érosion superficielle de 1’endothélium d’une plaque fibreuse est aussi un facteur
important prédisposant a la thrombose. Les propriétés proadhésives et pro-coagulantes des
cellules endothéliales pourraient étre responsables de la formation de thrombi a la surface de

ces cellules qui sont responsables de la survenue d’accidents vasculaires aigus [13].

Ainsi, ’inflammation au sein de la plaque apparait comme un phénomeéne auto-
entretenu qui conduit a ’augmentation du volume de la plaque et a son évolution vers les
complications ou la stabilisation. Cette approche nouvelle de la physiopathologie de la plaque
d’athérome ouvre la voie a la recherche de nouveaux marqueurs d’instabilité de la plaque et a

de nouvelles thérapeutiques potentielles [14].

1.3 — Réle de I’imagerie non invasive in vivo

L’¢évaluation du risque de survenue d’événements cardiovasculaire a fait 1’objet de
plusieurs approches. A coté des marqueurs cliniques (FDRCV classiques: age, sexe,
antécédents familiaux, dyslipidémie, diabéte, tabac, hypertension artérielle, obésité,
sédentarité) et biologiques (taux sanguin de leucocytes, monocytes, fibrinogeéne, et protéine
C-réactive ou CRP) classiques, le développement de I’'imagerie a permis de mettre en

évidence de nombreux marqueurs radiologiques indépendants de risque cardiovasculaire:

30



ceux visant a détecter la maladie athéromateuse générale, ceux visant a analyser le degré de

sténose, et ceux visant a évaluer directement la plaque d’athérosclérose.

1.3.1 — Détection de la maladie athéromateuse « générale »

De nombreux marqueurs radiologiques non liés a la visualisation de la plaque ont été
développés: la mesure de 1’épaisseur intima-média carotidienne (EIMc) et le score calcique
coronaire sont ceux que nous décrirons en rapport avec notre travail de these. Il en existent
d’autres tels que I’étude de la rigidité artérielle, de la dysfonction endothéliale ou de

I’hypertrophie ventriculaire gauche [15].

1.3.1.1 - Epaisseur intima-média carotidienne

Depuis son introduction dans les années 90, I’EIMc a été largement utilisée comme un
marqueur de maladie athéroscléreuse. L’EIMc peut étre mesurée de maniére non invasive par
échographie haute resolution en mode B (sonde haute fréquence: 7.5-10 MHz). 1l s’agit de la
distance entre l’interface sang/paroi, ligne hyper-échogéne correspondant a I’intima, et
I’interface média/adventice elle aussi hyper-échogéne [16]. Deux approches sont utilisées: 1)
mesures multiples de ’EIMc au niveau de la paroi antérieure et postérieure des trois segments
principaux des arteres carotides (artére carotide commune, bifurcation carotidienne et artere
carotide interne); et 2) mesure automatique informatisée de I’EIMc, restreinte a la paroi
postérieure de la distalit¢ de D’artére carotide commune. Cette derni¢re technique est
supérieure en terme de precision et de reproductibilité, avec une difference d’environ 3%
entre deux mesures successives [17]. En consequence, la mesure de I’EIMc au niveau de
I’artére carotide commune est devenue est outil validé pour les études multicentriques a
grande échelle. Cependant, 1’artére carotide commune a moins de probabilité de présenter des

plaques significatives que la bifurcation carotidienne et 1’artére carotide interne.
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La mesure de I’EIMc en échographie est particuliecrement intéressante car elle
représente un facteur de risque indépendant d’événements cardiovasculaires [18-20].
Hollander et al. [21] ont montré, dans une étude rétrospective incluant 3 996 patients sans
antécédents d’AVC, suivis sur une durée moyenne de 6.1 ans, une augmentation du risque
d’AVC avec un risque relatif de 2.23 (95% intervalle de confiance ou IC: 1.48-3.36) entre le
premier et le troisiéme tertile de la mesure de ’EIMc (< 0.72 mm et > 0.84 mm). De méme,
O’Leary et al. [19] retrouvaient, dans une étude réalisée chez 5 858 sujets 4gés de 65 ans et
plus, avec un suivi médian de 6.2 ans, un risque relatif d’AVC ou d’infarctus du myocarde de
3.87 (95% IC: 2.72-5.51) entre les quintiles les plus haut et les plus bas de la mesure de
I’EIMc. En pratique, si au niveau individuel il est difficile d’établir une valeur seuil
pathologique, une augmentation de I’EIMc est fortement associée au risque de survenue d’un

accident thrombo-embolique que ce soit dans le territoire carotidien ou non.

1.3.1.2 — Score calcique coronaire

Le scanner coronaire permet d’apprécier le degré de calcification des artéres
coronaires, lui-méme corrélé a I’extension de la maladie coronaire. La plaque d’athérosclérose
évolue en plusieurs phases et la calcification de la paroi correspond a un stade avancé, et donc
plus stable, de la maladie athéromateuse [22]. De fait, il n’y a pas de relation entre I’existence
d’une calcification coronaire et le caractére instable d’une plaque. De méme, la détection des
plaques calcifiées ne permet pas de localiser une 1ésion sténosante. Le SCC authentifie la
présence de plaques calcifiées qui constituent le terrain révélateur de 1’existence de plaques
plus jeunes et plus instables, mais qui ne se situent pas forcément dans le méme territoire. Les
patients présentant des plaques calcifiées sont aussi ceux qui ont le plus de risque de présenter
des plaques non calcifiées ou molles, a haut risque de rupture. Le calcul du SCC ou score

d’Agatston est basé sur le coefficient d’atténuation exprimé en unités Hounsfield et de la
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surface calcifiée détectée. Il permet d’évaluer le risque global d’événements cardiovasculaires
du patient asymptomatique et d’estimer le risque de coronaropathie chez le patient avec
douleur atypique, en raison de sa forte association statistique avec le volume d’athérosclérose
coronaire.

Dans une méta-analyse récente [22], les risques relatifs d’événements
cardiovasculaires de 27 622 patients ont été rapportés en fonction de leurs SCC. Cette analyse
montrait que les patients sans calcification détectable (score calcique = 0) sont des patients a
bas risque d’événement cardiovasculaire grave (déces ou infarctus 0.4% sur 3-5 ans). Chez les
patients avec calcifications coronaires, le risque relatif (RR) d’événements cardiovasculaires
croit en fonction de la sévérité du score calcique : score 1 a 112 (RR =1.9, 95% IC: 1.3-2.8, p
<0.01), score 100 a 400 (RR =4.3, 95% IC: 3.1-6.1, p < 0.0001), score 400 a 1000 (RR =7.2,
95% IC: 5.2-9.9, p < 0.0001) et score > 1000 (RR = 10.8, 95% IC: 4.2-27.7, p < 0.0001). Par
ailleurs, la prévalence des calcifications coronaires est plus ¢levée chez I’homme et augmente
avec 1’age [23]. Elle varie aussi selon ’origine ethnique des patients, avec une prévalence
plus élevée chez les caucasiens [24].

La mesure du SCC offre donc un double intérét : pronostique en permettant d’estimer
le RCV du patient, mais également diagnostique dans la recherche d’une ischémie

myocardique silencieuse.

1.3.2 — Analyse du degré de sténose

L’imagerie de 1’athérosclérose a longtemps reposé quasi exclusivement sur la mesure
du degré de sténose vasculaire entrainé par la plaque, que ce soit par angiographie,
échographie-Doppler, angio-scanner ou angio-IRM. En pratique quotidienne, le degré de
sténose entrainé par la plaque reste encore actuellement un critére majeur de prédiction de

I’instabilité de la plaque et donc du choix thérapeutique. Plusieurs grandes études, notamment
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en pathologie carotidienne, ont montré la corrélation entre degré de sténose et risque de
survenue d’un accident thrombo-embolique [25-27]. Cependant, la sténose qui, du fait de son
retentissement hémodynamique, va étre a 1’origine des manifestations cliniques chroniques de
I’athérosclérose, ne représente que D’empreinte sur la lumicre de la structure
anatomopathologique complexe qu’est la plaque. D’autre part, la mesure du degré de sténose
ne prend pas en compte I’existence du remodelage positif qui correspond a la croissance
centrifuge de la plaque permettant de limiter, au moins au début de son évolution, 1’influence
de la plaque sur la réduction du chenal circulant [28]. La prise en considération du degré de
sténose seul tend donc a sous-estimer 1’importance réelle de la plaque. Enfin, il ne prend pas
en compte le risque de survenue de rupture sur les plaques non responsables de sténose
significative [29]. L’ensemble de des éléments a conduit a rechercher de nouvelles techniques

pour analyser plus directement la plaque.

1.3.3 — Imagerie haute résolution de la plaque d’athérosclérose

L’amélioration de la résolution des différentes modalités d’imagerie non invasive et
I’apparition de matériel dédi¢ permettent une analyse directe de la plaque et de ses différents

composants a la recherche de critéres locaux d’instabilité.

1.3.3.1 — Scanner multibarrettes

Le scanner coronaire multibarrettes s’est récemment imposé dans [’arsenal des
techniques d’imagerie comme une méthode fiable, rapide et peu invasive de détection de la
maladie coronaire athéromateuse. Les nombreuses études comparant le scanner et la
coronarographie conventionnelle retrouvent une trés bonne sensibilit¢ et une excellente
spécificité du scanner a détecter des 1ésions coronaires significatives [30]. Par ailleurs, le

scanner coronaire démontre une excellente valeur prédictive négative voisine de 100%, ce qui
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signifie que devant un scanner coronaire de bonne qualit¢é ne mettant pas en évidence de
sténose coronaire, la probabilité d’une authentique maladie coronaire significative non vue est
trés faible, permettant alors de déterminer rapidement et sans coronarographie des patients

indemnes de sténose coronaire.

L’amélioration constante des résolutions spatiale et temporelle du scanner par
I’accroissement du nombre d’acquisitions parall¢les (barrettes) et de leur vitesse de rotation
permet non seulement d’estimer de mieux en mieux le calibre de la lumicre artérielle mais
aussi de détecter la présence de plaques d’athérosclérose coronaires et d’analyser leur
morphologie ainsi que leur densité. Une étude récente a montré que le volume des plaques
d’athérosclérose coronaires mesuré par scanner 64-coupes est corrélé avec les mesures
réalisées par échographie endocoronaire [31]. Le scanner permet aussi de détecter la préence
d’un remodelage positif (vers I’extérieur de la paroi artérielle) des plaques d’athérosclérose,
qui est un des nombreux marqueurs de plaques vulnérables. Malheureusement, 1’étude de la
composition des plaques d’athérosclérose coronaires par le scanner est plus difficile.
L’analyse de la densité des plaques d’athérosclérose avec le scanner permettrait de détecter la
présence d’un volumineux noyau lipidique de densité plus faible que le tissu fibreux (plaques
« hypodenses ») [32]. Cependant, la densité des plaques d’athérosclérose semble étre en partie
liée a la quantité¢ d’agent de contraste présente dans la lumiere artérielle, ce qui limite la
reproductibilité des mesures et rend difficile la définition de critéres de vulnérabilité de la
plaque, en tout cas a I’étage coronarien. Cette analyse semble beacoup plus accessible a
I’étage carotidien compte tenu du calibre de I’artere. Récemment, Serfaty et al. [33], dans
I’é¢tude Carmedas, ont montré une relation entre densité de plaque carotidienne basse (c’est-a-
dire plaque non calcifiée) et survenue d’événements neurologiques, confirmant la possibilité
offerte par le scanner d’identifier des facteurs d’instabilité. Cependant, I’identification précise

des composants de la plaque, notamment la différenciation entre lipides et fibrose, comme a
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I’étage coronarien, est rendue difficile par les phénomenes de volume partiel liés a la petite

taille des structures explorées [34,35].

Dans le cadre de notre travail de thése, nous nous sommes notamment proposé¢ de
réaliser une évaluation de la performance du scanner multibarrettes multi-sites (cceur et
artéres coronaires, troncs artériels supra-aortiques, et vaisseaux artériels intracraniens) en un
seul temps, en regard des techniques de référence que sont 1’échocardiographie
transthoracique et/ou transoesophagienne, 1’échographie-Doppler des troncs supra-aortiques
(TSA), et I’angio-IRM des TSA et des arteéres intracraniennes, dans la conduite du bilan
¢étiologique des infarctus cérébraux. Ce travail a fait I’objet d’une publication internationale

dans « Radiology » (Annexe A) [36].

1.3.3.2 — IRM haute résolution

L°’IRM multi-contraste, en analysant la plaque d’athérosclérose avec
différentes séquences IRM, permet de déterminer sa composition en lipides et en eau. Elle
constitue donc une technique d’imagerie non invasive prometteuse pour détecter un certain
nombre de critéres morphologiques caractéristiques des plaques d’athérosclérose vulnérables
ou instables: chape fibreuse fine ou rompue, présence d’un volumineux cceur lipidique,
d’ulcération, d’hémorragie intra-plaque, de matrice lache et de calcifications. Des études
récentes d’imagerie des artéres carotides ont montré une bonne corrélation entre I’'IRM de ces
plaques et les données histologiques [37], ainsi qu’une diminution du contenu lipidique des
plaques sous statines [38]. Malgré des progrés constants, cette technique nécessite toujours
des temps d’acquisition prolongés et son utilisation pour I’imagerie des plaques
d’athérosclérose coronaires reste limitée par les mouvements respiratoires et cardiaques, et le

calibre des artéres étudiées.
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En plus de I’amélioration des séquences IRM (T1, densité de proton ou DP, T2, et
time of flight ou TOF) permettant I’analyse des critéres morphologiques de vulnérabilité de la
plaque dont les aspects sont largement décrits dans la littérature, des agents de contraste IRM
ciblant des molécules ou des cellules propres aux plaques vulnérables sont développés pour
associer a une imagerie « anatomique » 1’identification des activités biologiques et notamment
de la composante inflammatoire de la plaque avec une haute résolution spatiale. Une premiére
classe d’agents de contraste génériques pour I'IRM est basée sur des molécules
paramagnétiques telles que le gadolinium. L.’accumulation de molécules de gadolinium dans
un tissu raccourcit le temps de relaxation T1 des protons et donc augmente le signal IRM sur
des séquences pondérées en T1. La spécificité de ces agents de contraste est obtenue en liant
une ou plusieurs molécules de gadolinium a un ligand ayant une forte affinité pour une
activité¢ biologique ou un type cellulaire marqueurs de vulnérabilité. L.’agent de contraste se
lie ainsi a son récepteur et entraine une augmentation de I’intensité du signal IRM dans les
régions vulnérables de la plaque. Certaines molécules appartenant a cette génération d’agents
de contraste sont actuellement testées pour la détection de D’activité protéolytique ou de
thrombus utilisant un ligand ciblant des enzymes dégradant la matrice extra-cellulaire, ou la

fibrine [39], respectivement.

L’¢tude de la prise de contraste de gadolinium par la plaque d’athérosclérose pour la
mise en évidence de la composante inflammatoire de celle-ci est la technique qui a fait 1’objet
du plus grand nombre de travaux. La prise de contraste de la plaque aprés injection intra-
veineuse de gadolinium correspond a deux phénomenes: 1’augmentation de la perméabilité de
la paroi et la néo-vascularisation [40,41]. Deux types d’approche peuvent étre utilisées: soit
une imagerie statique, réalisée a un délai fixe apres I’injection de contraste, présentant
I’avantage d’une bonne résolution spatiale [42,43], soit une imagerie dynamique, avec une

résolution spatiale moindre mais prenant en compte I’évolution de la prise de contraste dans le
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temps [44]. La grande majorité des travaux publiés utilisent une séquence de type Turbo Spin
Echo (TSE) pondérée T1 avec Black Blood (par DIR ou double inversion-récupération) et
saturation de la graisse (DIR-TSE). Cette séquence a I’avantage d’un bon rapport signal et
contraste sur bruit avec des temps d’acquisition raisonnables (de I’ordre de 60 secondes par
coupe). Par contre, I’utilisation de la synchronisation a 1’¢lectrocardiogramme (ECG) pose
probléme car elle fixe le temps de répétition (TR) de la séquence a au moins un intervalle RR,
ce qui, chez un patient présentant un rythme de 60 battements par minute, impose un TR
minimal de 1000 ms. Or, un tel TR apparait non optimal pour une pondération T1 correcte des
images. L’attitude commune consiste donc soit a supprimer la synchronisation ECG (avec
possibilité de flou cinétique lié aux mouvements de la paroi artérielle) [40,43], soit a garder la
synchronisation ECG au détriment de la pondération T1 [42]. Pour contourner ce probléme,
nous avons choisi d’ajouter, a la séquence 2D TSE avec double inversion-récupération et
synchronisation ECG, un pulse de 90° entre le module de double inversion-récupération et le
module de lecture TSE de fagon a rendre le TR de la séquence plus court. Ce travail a fait
I’objet d’une publication internationale dans « Journal of Magnetic Resonance Imaging »

(Annexe B) [45].

Une autre classe d’agents de contraste IRM est basée sur des molécules
superparamagnétiques telles que des nanoparticules de fer. Ces particules de fer, a forte
concentration, entrainent des perturbations du champ magnétique détectables en IRM sous la
forme d’artéfacts noirs, ou effet T2*. Une importante infiltration par des macrophages est
fréquemment retrouvée dans la chape fibreuse et le coeur lipidique des plaques vulnérables.
Les macrophages pourraient favoriser la rupture des plaques d’athérosclérose en secrétant des
enzymes protéolytiques et accélérer la formation d’un thrombus en déposant dans les plaques
des molécules pro-coagulantes. Les USPIO (ultrasmall superparamagnetic particles of iron

oxide) sont des nanoparticules d’oxyde de fer recouvertes de sucres mesurant environ 20 nm
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de diameétre et captées de facon préférentielle par les macrophages. Les USPIO, apres une
injection intra-veineuse, se concentrent dans les régions riches en macrophages et permettent
de détecter des plaques d’athérosclérose riches en macrophages dans ’aorte chez le lapin
hypercholestérolémique [46] et dans les artéres carotides chez 1’homme [47].
Malheureusement, le meilleur délai pour la détection des USPIO dans les plaques
d’athérosclérose en IRM est de 36 heures apres 1’injection, ce qui limite clairement leur
utilisation en clinique.

Le développement de ces agents de contraste pourrait a terme permettre d’obtenir avec
I’IRM une imagerie « moléculaire » de la plaque d’athérosclérose avec une résolution spatiale

supérieure a celles de la médecine nucléaire et sans nécessité d’irradiation.

2 — Protocole COCASE

Ci-dessous un descriptif détaillé du protocole COCASE qui a donnée lieu a une
publication internationale sur le théme « Imagerie de 1’athérosclérose chez le sujet non

diabétique » (Annexe A).

2.1 -Titre

Intitulé du protocole : étude COCASE ou « COeur, CArotides, Scanner multi-barrettes,
Etiologie des infarctus cérébraux » (ou évaluation du scanner multibarrettes dans le bilan

étiologique des AVC ischémiques en phase aigue).

2.2 — Promoteur

Hospices Civils de Lyon, Direction de la Recherche, 3 quai des Célestins, 69229 Lyon

Cedex.
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2.3 — Investigateur principal

Monsieur le Professeur Philippe DOUEK; Service de Radiologie, Hopital
Cardiologique Louis Pradel, CREATIS-LRMN, UMR CNRS 5515, INSERM U630, 28
avenue du Doyen Lépine, 69394 Bron Cedex; Tél: 04.72.35.73.53; Fax: 04.72.35.72.91; E-

mail: philippe.douek@creatis.univ-lyonl.fr.

2.4 — Contexte scientifique

2.4.1 — Généralités

L’AVC est un enjeu de santé public majeur, premic¢re source de handicap acquis,
deuxieme cause de démence, troisiéme cause de mortalité dans les pays développés. La
prévention optimale des récidives, dont le risque est estimé a 30% a 5 ans [48], est un enjeu
majeur. Les accidents ischémiques cérébraux d’origine athérothrombotique ou
cardioembolique représentent 60% des éveénements. Une expertise étiologique précise et
rapide est donc indispensable afin d’instituer le traitement préventif le mieux adapté [49].
Cette expertise repose actuellement sur la réalisation d’un ensemble d’examens para-
cliniques: biologie, ECG, échocardiographie réalisée par voie transthoracique et/ou
transoesophagienne, examen des TSA (Doppler, angio-scanner, angio-IRM) et des arteres
intracraniennes (angio-IRM). La réalisation de 1’ensemble des examens morphologiques a
visée cardiaque ou artérielle est de nature a majorer le colit de ’accident, accroitre la durée de
s¢jour, et retarder la mise en place d’une prévention optimale. Dans ce contexte I’intérét du
scanner multibarrettes reste a préciser en regard des examens de référence. Le scanner
multibarrettes permet une acquisition en un seul temps d’un volume s’étendant du crane au
ceeur. Les cavités cardiaques, les TSA, le polygone de Willis et ses branches et 1’encéphale

peuvent étre étudiés en un méme temps. Cet examen peut donc simplifier ’approche
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¢tiologique. Nous proposons de réaliser une évaluation de la performance du scanner
multibarrettes, en regard des techniques de référence dans la conduite du bilan étiologique des

infarctus cérébraux.

2.4.2 — Epidémiologie des AVC ischémiques

Environ 170 000 AVC ont été recensés par le Programme de Médicalisation des
systémes d’Information (PMSI) en 1999 en France. Classiquement, 85% sont ischémiques, ce
qui représente environ 144 000 cas en un an [48]. La mortalité au cours du premier mois apres
un infarctus cérébral a été¢ évaluée a 13% [49]. L’AVC ischémique est dominé par 3 types
d’étiologies: 1’athérosclérose des grosses artéres (ou macroathérome), I’athérome des petites
artéres (moins de 500 microns de diamétre) ou microathérome, et les causes cardioemboliques
[48]. La fréquence relative des différentes étiologies varie selon les études et les critéres de
diagnostic utilisés pour la classification. L’Agence Nationale d’Accréditation et d’Evaluation
en Santé (ANAES) indique les chiffres suivants: macroathérome dans environ 30% des cas,
lipohyalinose des petites artéres dans environ 20% des cas, cardiopathies emboligénes dans
environ 20% des cas. Dans 30% des cas, une étiologie précise ne peut étre documentée, en

raison de la négativité des examens ou en présence de causes concomitantes [48].

Le risque de récidive, en particulier précoce dans le premier mois, est influencé par la
cause de ’AVC [48]. De méme, le traitement préventif le mieux adapté est dicté par
I’étiologie [50]. Les accidents liés a un athérome des gros troncs artériels s’accompagnent du
risque de récidive le plus élevé, en particulier au cours de la premiére semaine d’apres les
¢tudes épidémiologiques [50]. Les explorations étiologiques doivent donc étre réalisées le
plus rapidement possible, dans les 48 heures selon les recommandations de I’ANAES [48], en

particulier I’exploration des TSA.
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2.4.3 — Conduite habituelle du bilan étiologique d’un infarctus artériel

cérébral

L’analyse étiologique d’un infarctus cérébral repose sur un ensemble d’explorations
paracliniques comportant des examens morphologiques cardiovasculaires, des examens

biologiques et électrocardiographiques.

L’examen morphologique de [D’arbre artériel a destinée encéphalique repose
habituellement sur 1’échographie-Doppler des TSA, et/ou 1’angio-IRM, et/ou 1’angioscanner.
On prescrit habituellement un de ces 3 examens en fonction des disponibilités (en pratique
habituelle 1’écho-Doppler des TSA). En cas d’anomalie ou de doute sur le premier examen,
on compléete le bilan par une deuxieme méthode. La fiabilit¢ de ce couple d’examens est
démontrée dans D’appréciation d’une sténose carotidienne athéromateuse et la prise de
décision chirurgicale [49,51]. En effet, les études européenne ECST (European Carotid
Surgery Trial) et américaine NASCET (North American Symptomatic Carotid
Endarterectomy Trial) ont montré, chez les patients symptomatiques, une amélioration tres
importante du pronostic en cas d'intervention chirurgicale systématique sur les sténoses
athéromateuses > 70 % et de non intervention sur les sténoses inférieures a 50 % [51,52].
L’écho-Doppler, méthode non invasive, permet une estimation correcte du degré de sténose et
a I’avantage essentiel d’apprécier la structure de la paroi artérielle et de la plaque d’athérome.
Cette méthode souffre d’une exploration limitée en particulier des siphons carotidiens et des

artéres intracraniennes et présente un caractére opérateur dépendant [53].

L’angio-IRM artérielle est une méthode non invasive fiable d’exploration du polygone
de Willis et de ses branches, dont I’examen morphologique échappe largement a
I’échographie. A ce titre, cet examen est régulicrement utilisé¢ dans le bilan étiologique des

AVC ischémiques.
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L’échocardiographie permet de visualiser une cause cardioembolique, justifiant la
prescription d’anticoagulants, en phase aigue et/ou au long cours. L’échocardiographie par
voie transoesophagienne (ETO) améliore les informations anatomiques, améliore la détection
de thrombus, permet le diagnostic d’anomalies du septum interauriculaire, considérées
comme des cardiopathies emboligenes mineures. L’ETO est actuellement une méthode de
référence dans 1’appréciation de 1’athérome de la crosse aortique, source d’accident
ischémique [26]. En revanche, cet examen ne permet pas d’examiner correctement la partie
initiale de ’arche aortique, avant la naissance des TSA, et peut ainsi méconnaitre des lésions
potentiellement emboligénes. Cette portion de 1’aorte est mieux explorée par le scanner

cardiaque, souvent utilisé pour confirmer et compléter les données de ’ETO.

2.4.4 — Place actuelle du scanner dans les explorations cardiaques et des

TSA: bénéfice direct lié a I’utilisation du scanner multibarrettes

Le scanner a rayons X est un examen fiable dans 1’exploration morphologique des
cavités cardiaques et de 1’aorte, ainsi que des TSA comme évoqué précédemment. Il permet
une visualisation de ’ensemble de 1’aorte y compris dans sa portion initiale, qui échappe
classiquement a I’ETO. Il est couramment utilisé en cardiologie pour la pathologie aortique.
L’angioscanner cérébral est également une technique fiable, de sensibilit¢ comparable a
I’IRM. L’utilisation du scanner dans le bilan étiologique des AVC a jusqu’a présent ¢été
limitée en raison des contraintes techniques et de la nécessité d’une injection de produit de
contraste iodé. En effet, la nécessité d’explorations morphologiques multiples (angiographie
cérébrale, angiographie des TSA, examen cardiaque) n’autorise pas d’exploration
scanographique a chacun de ces étages compte tenu de la nécessité d’une injection a chaque
examen. On a donc privilégié jusqu’a présent des explorations multiples (¢cho-Doppler, ETO,

angio-IRM) mais sans injection d’iode. Le perfectionnement des scanners, en particulier la
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technologie multibarrettes, peut faire rediscuter cette stratégie. En effet, il est désormais
possible de réaliser une acquisition de grand volume, intéressant I’ensemble des régions
anatomiques ciblées dans le bilan étiologique d’AVC ischémiques, et de limiter I’injection de

produit de contraste iodé¢.

La multiplication des examens est source de retard au diagnostic étiologique,
préjudiciable au patient. L’examen scanner multibarrettes permet d’étudier plus rapidement,
en un seul temps, les TSA et le polygone de Willis et ses branches, ce qui constitue un
bénéfice direct pour les patients inclus dans ce protocole. Si une étiologie est déterminée au
scanner, la prise en charge diagnostique et thérapeutique habituelle est accélérée. D’autre part,
a I’étage thoracique, le scanner multibarrettes permet de visualiser certaines 1ésions aortiques
échappant a I’échographie (partie initiale de la crosse aortique), ce qui représente également
un avantage pour les patients inclus dans le protocole. Les risques liés a la participation au
protocole sont essentiellement ceux d’un scanner avec injection de produit de contraste,
examen largement répandu en routine clinique. Compte tenu des avantages cités plus haut en

cas de réalisation du scanner multibarrettes, le rapport bénéfices/risques apparait favorable.

2.5 — Objectifs

2.5.1 — Hypothéses de recherche

Le scanner multibarettes pourrait permettre de simplifier le bilan étiologique des
AVC ischémiques en phase aigue, en permettant une acquisition en un seul temps d’un
volume s’étendant du crane au cceur. Il aurait son intérét en premicre intention. Des
examens complémentaires ne seraient demandés que s’il ne permet pas un diagnostic

étiologique ou pour préciser le diagnostic étiologique.

2.5.2 — Objectif principal
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Evaluation des performances diagnostiques du scanner multibarrettes dans la détection
des anomalies morphologiques (capacité a déterminer 1I’étiologie de I’AVC) en comparaison
aux méthodes de référence (batterie de tests) dans le cadre du bilan étiologique de I’AVC en

phase aigue. Les méthodes de référence sont représentées par :

e [’échographie cardiaque transoesophagienne a la recherche d’une cardiopathie
emboligéne (séquelles d’infarctus du myocarde, thrombus intracardiaque, d’athérome
aortique, anévrysme du septum interatrial - foramen ovale perméable, Iésions
valvulaires, endocardite, de tumeur intra-cardiaque, thrombose de valve mécanique,
myocardiopathie dilatée);

e [’¢écho-Doppler des TSA et I’angio-IRM artérielle pour la recherche d’une 1ésion des
TSA (athérome des TSA et intra-cranien, thrombus muraux, dissection des artéres a

destinée encéphalique).

2.5.3 — Objectifs secondaires

e Explorer les performances diagnostiques du scanner multibarettes dans la détection
d’une étiologie de I’AVC en phase aigue pour chaque étiologie;

e Comparaison des critéres quantitatifs et catégoriques (degré de sténose artérielle en
criteres ECST et NASCET, sténoses classées en catégories < 50%, 50 a 70%, > 70%,
> 90%, épaisseur de 1’athérome aortique, taille d’un thrombus, d’une tumeur intra-
cardiaque) entre le scanner mutibarettes et la batterie de tests;

e Tolérance biologique du scanner (insuffisance rénale recherchée par réalisation d’un
ionogramme sanguin avec créatinémie le lendemain du scanner) et réactions

allergiques constatées par le radiologue ou le neurologue apres le scanner.

2.6 — Type d’étude
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Il s’agit d’'une étude monocentrique prospective, exploratoire d’un test diagnostique
sur une population donnée, avec bénéfice individuel direct potentiel 1i¢ a la réalisation plus
rapide d’un bilan complet par rapport aux conditions actuelles, en particulier pour I’examen
des TSA et le polygone de Willis, pour lesquels le scanner est une méthode éprouvée, et lié
aussi a une meilleure exploration de la partie initiale de 1’aorte par rapport a ’ETO. La durée
de I’étude pour chaque patient s’étend de 1’inclusion jusqu’a la date de réalisation du dernier
examen du bilan étiologique morphologique. Il n’est pas prévu de suivi a distance. L’étude est
conduite conformément aux lignes directives des Bonnes Pratiques Cliniques francaises et
européennes et de la déclaration d’Helsinki, aprés avis du Comité Consultatif des Personnes

se Prétant a la Recherche Biomédicale (CCPPRB) et recueil d’un consentement libre et éclairé.

2.7 — Criteres d’évaluation

2.7.1 — Principaux

Le critere de jugement principal est la capacité de chacun des tests a trouver une
étiologie (sensibilité/spécificité): séquelles d’infarctus du myocarde, thrombus intra-cardiaque,
athérome aortique, anévrysme du septum interatrial - foramen ovale perméable, 1ésions
valvulaires, endocardite, tumeur intra-cardiaque, athérome des TSA et intra-cranien, thrombus
muraux, dissection des artéres a destinée encéphalique, 1ésions artérielles intra-craniennes,
thrombose de valve mécanique, myocardiopathie dilatée. L’intérét du scanner multibarettes
est qu’il puisse simplifier le bilan étiologique des AVC ischémiques en phase aigue, c'est-a-
dire qu’il puisse a lui seul, en permettant une acquisition en un seul temps d’un volume
s’étendant du crdne au cceur, permettre un diagnostic étiologique ou une orientation
¢tiologique. L’intérét principal est sa sensibilité/spécificité sur I’ensemble des étiologies
potentielles d’un AVC ischémique en phase aigue. Le tableau ci-dessous présente les résultats

attendus des différentes techniques face aux différentes étiologies:
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Etiologies

Séquelles Thrombus
infarctus du intracardiaque / Athérome Anévrysme du Foramen ovale
myocarde / Thrombose de valve aortique septum erméable
Myocardiopathie mécanique / q interatrial p
dilatée Lésions valvulaires
ETO + + + + +
2 | Echo-Doppler i i i i )
g des TSA
©
o Angio-IRM - - - - -
S(.;anner + + + + +
mutibarettes
Etiologies
Athérome des
troncs supra- Dissection des
aortiques et Thrombus artéres a . Tumeur
. A o Endocardite . .
intracraniens / muraux destinée intracardiaque
Lésion artérielle encéphalique
intracranienne
ETO - - - + +
U) -
= Echo-Doppler + + + i )
c des TSA
(¢
0 | Angio-IRM + + + - -
Sganner + + + + +
mutibarettes

2.7.2 — Secondaires

e Capacité du scanner multibarettes a détecter une étiologie lorsque la batterie de tests a

permis un diagnostic étiologique (sensibilité/spécificité);

e Comparaison des critéres quantitatifs et catégoriques (degré de sténose artérielle en

criteres ECST et NASCET, sténoses classées en catégories < 50%, 50 a 70%, > 70%,

> 90%, taille d’un thrombus, d’une tumeur intra-cardiaque, épaisseur de 1’athérome,

plaques);
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e Tolérance du scanner: réactions anaphylactoides (réactions allergiques constatées par
le radiologue ou le neurologue aprés le scanner), insuffisance rénale (ionogramme

sanguin avec créatinémie systématique le lendemain du scanner).

2.8 — Descriptif de la population étudiée

2.8.1 — Sélection

Un total de 100 patients sera inclus. Cette taille d’échantillon permettra d’affirmer que
la sensibilit¢ est d’au moins 61%, 72% ou 84% (bornes inférieures de l’intervalle de

confiance) si la valeur observée de la sensibilité se situe respectivement a 70%, 80% ou 90%).

2.8.2 — Critéres d’inclusion

e Patients de 18 a 90 ans victimes d’un AVC ischémique ou d’un accident ischémique
transitoire (AIT) récent (moins d’une semaine d’évolution), recrutés de maniere
prospective, a I’'unité 201 (Hopital Neurologique de Lyon);

e Patient ayant donné son consentement libre et éclairé par écrit. Si le patient n’est pas
en ¢tat de donner son consentement, obtention du consentement de son représentant,
ou d’un proche, ou de la personne de confiance désignée;

e Patient bénéficiaire d’un régime de sécurité sociale;

e Absence de tous les critéres de non inclusion.

2.8.3 — Critéres d’exclusion

e (Contre-indication au scanner et a I’injection d’iode:
- femme enceinte ou susceptible de 1’étre (absence de moyen de contraception efficace:
pilule, stérilet, a demander a I’interrogatoire);

- antécédents allergiques caractérisés, en particulier a un produit de contraste;
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antécédents d’asthme;

insuffisance rénale avec créatinine sanguine supérieure a 130 micromoles/l au bilan
d’entrée;

clairance selon Cockroft inférieure a 50 ml/min au bilan d’entrée;

myélome connu;

hyperthyroidie connue non controlée.

Difficultés d’acquisition synchronisée au rythme cardiaque: fibrillation auriculaire
irréguliere et rapide (> 80 bpm);

Contre-indication a I’ETO: suspicion de varices oesophagiennes, troubles de
déglutition sévéres, hypovigilance ou agitation sévere ne permettant pas la coopération
du patient, dents mobiles, sténose oesophagienne connue;

Contre-indication a I’IRM (claustrophobie, pace-maker, matériel métallique médical
ou exogene non compatible, allergie connue au gadolinium);

Refus ou retrait du consentement du patient ou de son entourage.

2.9 — Méthodologie

2.9.1 — Déroulement pratique

Tous les patients inclus bénéficient des explorations suivantes: écho-Doppler des TSA,
ETO, angio-IRM cérébrale, angio-IRM des TSA;

L’imagerie cérébrale est réalisée dans les conditions habituelles du diagnostic
d’urgence des AVC pris en charge a 1’unité neurovasculaire. L’angio-IRM cérébrale et
I’angio-IRM des TSA sont réalisées dans les délais et conditions habituels de
fonctionnement de I'unité 201. L’ETO et I’écho-Doppler des TSA sont réalisés sur
rendez-vous fixé par le secrétariat du service de radiologie concerné aprés

transmission d’une demande écrite du neurologue;
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L’examen par scanner multibarrettes sera réalisé sur rendez-vous fixé apres appel
téléphonique et rédaction d’une demande écrite du neurologue investigateur
(interprétation du scanner en double lecture);

Saisie des données et contrdle de qualité de I’archivage par le neurologue en charge de
I’étude, bénévolement;

Centralisation de I’ensemble des images de scanner sur le systéme informatique
(PACS);

Data safety and monitoring board (DSMB): toute discordance de résultat entre le
scanner et les examens de référence sera analysée en temps réel par le DSMB,
comprenant les neurologues et radiologues en charge de 1’étude. Le cas échéant, un
nouvel examen sera proposé, parmi ceux déja réalisés ou en dehors (par exemple
angiographie conventionnelle en cas de discordance sur le degré d’une sténose

carotide athéromateuse).

2.9.2 — Examens complémentaires

2.9.2.1 — Scanner

L’examen sera réalisé sur un scanner Brilliance 40 de Philips selon le protocole

suivant:

Parametres d’acquisition:

collimation: 52x1.25 mm;

synchronisation cardiaque;

acquisition depuis le diaphragme jusqu’au polygone de Willis, soit environ 50 cm
d’exploration (variable selon les individus);

épaisseur de coupe: 1.2 mm;

50



kilovoltage: 120 kV;

ampérage: 300 mAs/coupe;

Protocole d'injection:
injection bi-phasique avec injecteur automatique 2 tétes comprenant successivement:
+ une injection d’iode:
- produit utilisé: Ioméron 400 (Bracco);
- volume d’iode: 100 ml;
- débit d'injection: 4 ml/s;
+ un ringage par solution saline:
- volume d’iode: 50 ml;

- débit d'injection: 4 ml/s.

Reconstruction multi-phases:
deux phases du cycle cardiaque: 40 et 75%;

une phase globale (« UnTagged »).

Post-traitement:

réalisé sur une station Philips WorkStation,;

reconstructions MPR (Multi Planar Reconstruction) et MIP (Maximum Intensity
Projection):

+ des cavités cardiaques;

+ de l'aorte thoracique;

+ des artéres carotides et vertébrales;

+ du polygone de Willis.

Dose:
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- le CTDIw (weighted computed tomography dose index) est de 17.6 mGy. Pour une
exploration moyenne de 50 cm, le DLP (produit dose-longueur) est de 980 mGy.cm.

Les valeurs de CTDI et de DLP seront reportées pour chaque patient.

2.9.2.2 — Echo-Doppler des troncs supra-aortiques

L’écho-Doppler sera réalis¢ sur un appareil haut de gamme avec des critéres
conformes aux recommandations ¢établies dans la littérature [16,54]. Les paramétres
techniques seront une fréquence d’émission de 5-10 MHz, une angulation Doppler < 60°, un
volume d’échantillonnage > 5 mm. Les critéres suivants de quantification des sténoses seront
retenus:

e mesure des vitesses télé-systoliques et télé-diastoliques maxima au site le plus serré de
la sténose;
e rapport carotidien des vitesses systoliques entre le site le plus serré¢ de la sténose et

I’artére carotide commune;

e rapport de diameétre en pourcentage entre la lumicre artérielle totale en incidence

transverse et la lumiére résiduelle minima.

L’échographie-Doppler pulsé s’attachera par ailleurs a analyser la morphologie de la
plaque: échogénicité¢ (hypo ou hyperéchogene), surface (lisse ou irréguliere), texture. Le
Doppler couleur sera utilis€ dans ses modalités fréquence et amplitude (« puissance » ou

« énergie ») avec une fréquence > 5 MHz et une profondeur d’exploration d’au moins 3 cm.

2.9.2.3 - Angio-IRM

L’IRM utilisée est un équipement Siemens ou Philips a 1.5 Tesla. L’angio-IRM sera
systématiquement couplée a une étude de D’encéphale. L’exploration comportera des

séquences axiales pondérées en diffusion et en écho de gradient T2* sur I’encéphale dans une
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antenne « téte ». Cet examen pourra étre complété par une analyse en perfusion. Une angio-

IRM en temps de vol sera réalisée centrée sur le polygone de Willis avec analyse des

partitions et reconstructions de type MIP. L’angio-IRM des TSA sera réalisée selon le

protocole suivant:

antenne « neck array »;

séquence de repérage des carotides dans le champ d’exploration;

détermination du temps de transit par:

soit une séquence de type « EG ultrarapide », monocoupe, répétée 25 fois apres
injection de Iml de gadolinium 0.1 mmole/kg (test-bolus);

soit la technique de bolus tracking;

séquence d’écho de gradient rapide pondérée en T1 en coronale centrée sur le cou,
sans injection de gadolinium, avec une durée d’acquisition de 23 secondes:

2 séquences d’écho de gradient rapide coronales, sans et avec injection par injecteur
amagnétique de 0.1 mmol/kg de gadolinium correspondant a une dose standard;
soustraction des séquences sans et avec gadolinium et reconstructions MIP (16 angles
de vue minimum sur 180°) complétées si besoin par des reconstructions MPR sur les
bifurcations;

estimation du degré des sténoses (critere NASCET) [27].

2.9.2.4 — Echographie transoesophagienne

L’échographie cardiaque est réalisée sur un appareil Hewlett-Packard Sonos 5500 ou

Acuson C512 équipés de sondes transthoraciques a 2.5 et 3.5 MHz et transoesophagiennes a 5

MHz. L’examen comporte une phase transthoracique précédant I’exploration par voie

transoesophagienne. Il comporte I’injection d’une émulsion comportant 10cc de sérum

physiologique et de Icc d’air afin de détecter un shunt entre les cavités droites et gauches.
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L’échocardiographie recherche une cause potentielle d’embolie cérébrale: thrombus intra-
cardiaque, thrombose de valve mécanique, endocardite, contraste spontané, séquelles
d’akinésie myocardique, myocardiopathie dilatée, anévrysme du septum interauriculaire et/ou
foramen ovale perméable, tumeur intra-cardiaque. L’athérome aortique est évalué, en
particulier son épaisseur, corrélée au risque d’AVC lorsqu’elle dépasse 4 mm [55]. Cette
épaisseur est mesurée en systole entre la jonction adventice-média et 1’interface avec la
lumiére aortique [55]. Les caractéristiques morphologiques (échogénicité, irrégularités de

surface, hétérogénéité, présence d’un thrombus) sont également visualisées.
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CHAPITRE 2:

ATHEROSCLEROSE ET DIABETE DE TYPE 2

1 — Données actuelles

1.1 - Significativité clinique

Le diabéte touche plus de 150 millions d’individus a travers le monde et prés de 20
millions aux Etats-Unis. Il touche 6.2% de la population francaise de 20 a 70 ans, une
prévalence en forte augmentation, parallele a celle de I'obésité. La prévalence du diabéte a
travers le monde devrait progresser de 160% entre 2000 et 2050, avec déja une augmentation
de 40% en Amérique du Nord au cours de la derniére décennie [56,57]. Le diabete est
caractérisé par un risque élevé de complications thrombotiques et ischémiques liés a
I’athérothrombose pouvant atteindre les différents territoires artériels en particulier coronaires,
cérébraux ou périphériques. La maladie coronaire est la premiere cause de morbidité et de
mortalité chez les patients diabétiques, avec un risque pouvant étre multiplié jusqu’a 4 par
rapport aux non diabétiques [56]. En effet, le risque d’infarctus du myocarde est 3 a 5 fois
plus élevé chez les diabétiques de type 2 que dans la population générale. Les diabétiques de
type 2 sans antécédent d’événement coronaire ont le méme RCV que les non diabétiques
ayant un antécédent d’infarctus du myocarde. L’effet délétere du diabéte sur I’athérosclérose
est tel que le risque coronaire chez la femme diabétique rejoint celui de I’homme diabétique
alors qu’il est nettement inférieur chez la femme non diabétique [58]. Par ailleurs, 70% des
diabétiques meurent de mort cardiovasculaire et quand survient chez eux un événement ou

une intervention cardiovasculaire, celui-ci a une évolutivité et un pronostic moins favorable
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que chez les patients non diabétiques. Il est habituel de voir le diabétique comme un sujet
accumulant les FDRCV: hyperglycémie, inflammation, hyperinsulinémie, dyslipidémie et
hypertension artérielle. Le RCV ¢levé porté par les patients encore normaux glycémiques
mais simplement insulinorésistants a fait identifier des facteurs de risque de survenue
d’accident ischémique li¢ a I’insulinorésistance. Donc, globalement, le diabétique de type 2,
du fait a la fois de I’hyperglycémie et de I’insulinorésistance accumule les facteurs de risque
ischémiques et en particulier les facteurs prothrombotiques. L’incidence élevée d’événements
ischémiques en rapport avec 1’athérothrombose chez les patients diabétiques de type 2
s’explique a la fois par 1’évolutivité globale et particuliére de I’athérosclérose c’est-a-dire de
la pathologie artérielle et d’autre part de la réactivité thrombotique qui est aussi particuliére

chez les patients diabétiques [59].

1.2 — Caractéristiques anatomo-physio-pathologiques

La maladie coronaire est la premicre cause de mortalit¢ et de morbidité¢ chez les
patients diabétiques, avec un risque pouvant étre multiplié par 4 par rapport aux patients non
diabétiques [60]. De plus, le diabéte constitue un facteur de gravit¢ de la maladie coronaire
avec des Iésions plus précoces, plus séveres, plus étendues sur des artéres gréles et plus
souvent compliquées d’insuffisance cardiaque. Les plaques d’athérosclérose des patients
diabétiques comparées a celles de patients non diabétiques contiennent des noyaux
nécrotiques plus volumineux, présentent une accumulation plus marquée de macrophages, de
métalloprotéases matricielles, de radicaux libres oxygénés et de produits de glycation
avancées. L’ensemble de ces ¢léments concourent a rendre la plaque plus instable [60]. Chez
les patients diabétiques, 1’endothélium et les monocytes circulants sont plus activés que chez

les sujets non diabétiques et leur plasma est enrichi en LDL petites, denses et plus athérogenes.
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Enfin, les taux plasmatiques de facteurs de la coagulation sont augmentés, alors que les taux

d’antithrombine et de protéine C, facteurs anti-coagulants, sont diminués [60].

1.2.1 — Diabete de type 2 et athérosclérose

Les maladies vasculaires, en particulier I’athérosclérose, sont la premicre cause de
morbidité et de mortalité chez le diabétique. Le diabéte augmente considérablement le risque
de développer une coronaropathie, un accident vasculaire cérébral ou une artérite des
membres inférieurs. La physiopathologie de la maladie vasculaire du diabétique fait intervenir
des anomalies des monocytes circulants, des cellules endothéliales et des cellules musculaires
lisses. Les anomalies métaboliques qui caractérisent le diabéte comme I’hyperglycémie, la
dyslipidémie, le stress oxydatif et I’accumulation des AGEs (Advanced Glycation End
Products) contribuent a la dysfonction endothéliale et a 1’accentuation de la réponse
inflammatoire au niveau vasculaire. De surcroit, les fonctions plaquettaires sont anormales
chez le diabétique avec une grande production de facteurs prothrombotiques. L’ensemble de
ces anomalies contribue aux événements cellulaires et moléculaires qui déclenchent
I’athérosclérose et augmente a long terme le risque cardiovasculaire chez le patient diabétique

[60].

1.2.1.1 — Rble de I’'inflammation

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire chronique des grosses artéres a
localisation intimale [61]. Le cholestérol LDL qui s’accumule dans I’espace sous-endothélial
sous forme oxydée est I’agent d’agression initial entralnant la réaction inflammatoire.
L’inflammation intervient & plusieurs niveaux du processus athéroscléreux: activation de
I’endothélium, recrutement de monocytes et de lymphocytes, production locale de cytokines

pro-inflammatoires, production de protéases matricielles, dégradation des protéines de la

57



chape fibreuse, déstabilisation de la plaque, induction d’apoptose des différents composants
cellulaires présents dans la plaque et formation d’un noyau lipidique procoagulant. Le diabete
peut accélérer le développement des Iésions artérielles et favoriser leur déstabilisation en

amplifiant chacune de ces étapes [59].

1.2.1.2 — Anomalies lipidiques

L’importance de lipides dans 1’athérogénese n’est plus contestée depuis qu’il a été
clairement établi qu’une ¢élévation anormale de la cholestérolémie augmentait le risque
cardiovasculaire et surtout depuis que les essais cliniques de prévention primaire et secondaire
chez les patients hypercholestérolémiques ou a risque vasculaire ont démontré qu’un
abaissement du cholestérol plasmatique permettait de réduire ce risque [62,63]. Toutefois, le
cholestérol circulant n’a pas le méme pouvoir athérogene selon les lipoprotéines qui le portent.

Les LDL sont les lipoprotéines dont les taux sont le mieux corrélés au risque
cardiovasculaire et a une athérosclérose précoce. Les LDL pénetrent dans 1’espace sous-
intimal et constituent le facteur déclenchant du processus. Chez les patients diabétiques, il
existe une augmentation de la proportion de LDL petites et denses [64]. Ces dernieres sont
plus athérogeénes du fait d’un catabolisme réduit et d’une diminution de leur affinité pour le
récepteur aux apolipoprotéines (apo) B et E. De plus, cette élimination plus lente les rend plus
sensibles a I’oxydation et a la glycation, majorant ainsi leurs effets athérogenes.

Les HDL ont plutét un réle protecteur dans 1’athérosclérose. De grandes études
épidémiologiques ont constamment retrouvé une relation inverse entre le taux de HDL et le
risque de maladie coronaire [65]. De méme, des études cas-témoins ont montré des taux de
HDL plus bas chez des patients avec atteinte coronaire documentée par rapport a des patients
indemnes d’artériopathie. Les HDL permettent 1’épuration en cholestérol des tissus

périphériques par un systeme de recyclage ou le cholestérol est capté au niveau des muscles,
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par exemple, puis transféré au niveau du foie. Chez les diabétiques, les taux de HDL sont
diminués en raison d’une augmentation du catabolisme de la lipoprotéine [66]. En effet,
I’hypertriglycéridémie associée au diabétique favorise un transfert des triglycérides contenus
dans les VLDL vers les HDL. Enrichies, les molécules d’HDL deviennent des substrats pour
les lipases hépatiques et sont plus rapidement €liminées. Les thiazolidinédiones, agonistes des
récepteurs PPAR-gamma [67], récemment développées dans le traitement du diabéte de type
2 ont un intérét tout particulier dans ce contexte. Elles diminuent la résistance a I’insuline en
réduisant les taux d’acides gras libres circulants. Leur administration s’accompagne d’une
réduction de 30% des triglycérides plasmatiques et d’une augmentation de 13% des taux de
HDL. De plus, les agonistes PPAR-gamma réduisent la production de PAI-1, de fibrinogene,
d’endothéline 1 (un puissant vasoconstricteur) et réduisent la production de
métalloprotéinases matricielles (MMPs) [68]. En agissant a la fois sur les lipides, la
coagulation et I’inflammation, ces molécules représentent un traitement prometteur contre

I’athérosclérose et ses complications chez les patients diabétiques.

1.2.1.3 — Dysfonction endothéliale

Les cellules endothéliales constituent ne interface métaboliquement active entre le
sang et la paroi vasculaire. Elles controlent la perméabilité aux macromolécules et modulent
le tonus vasomoteur. Elles préviennent la coagulation et la thrombose et interviennent dans la
diapédese leucocytaire.

L’endothélium synthétise des substances bioactives dont le monoxyde d’azote (NO),
des prostaglandines, I’endothéline et 1’angiotensine II qui participent a la régulation des
fonctions et de la structure des vaisseaux. Le NO empéche I’activation des plaquettes, limite
I’inflammation en inhibant 1’adhésion leucocytaire a I’endothélium, en diminuant la migration

et la prolifération des cellules musculaires lisses. Ces effets vasculoprotecteurs du NO sont
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fortement altérés par le diabéte tout comme la production de prostacycline [69]. Les

médiateurs prostanoides vasoconstricteurs sont, a I’inverse, augmentés.

La vasodilatation endothélium-dépendante est diminuée chez les adultes diabétiques
ans pathologie vasculaire connue. Cette dysfonction endothéliale apparait trés tot au cours de
la maladie puisqu’elle a pu €tre mise en évidence chez des enfants diabétiques de type 1 [70].
De surcroit, elle est associée a une augmentation de 1I’épaisseur intima-média carotidienne
mesurée par échographie. L’hyperglycémie empéche la production de NO en bloquant
I’activation de la NO synthase endothéliale et en augmentant la production de radicaux libres

oxygénés, en particulier I’anion superoxide (O2).

1.2.1.4 — Activation des monocytes circulants

Les monocytes sont les acteurs centraux de [’athérogénése. Ils favorisent la
progression de la plaque en pénétrant dans la paroi et en attirant d’autres cellules
inflammatoires (lymphocytes). Ils favorisent la rupture de la plaque en produisant des
cytokines pro-inflammatoires, en induisant 1’apoptose des cellules vasculaires et en
nourrissant le noyau lipidique de leur cadavre cellulaire [71,72]. Leur importance dans la
formation de la plaque peut étre illustrée par le fait que la déficience en MCP-1 [73], un
facteur chimiotactique des monocytes, ou en M-CSF [74], qui permet la maturation tissulaire
des monocytes en macrophages, est associée chez la souris a une diminution majeure de la

taille des plaques d’athérosclérose.

Plusieurs études ont montré que les monocytes isolés de patients diabétiques sont
activés [75]. Ils adherent beaucoup plus a des cellules endothéliales en culture que les
monocytes de sujets témoins [76]. Ils produisent plus d’anions superoxide et ont un pouvoir

de phagocytose augmenté [77]. Les monocytes de diabétiques expriment également des taux
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¢levés de facteur tissulaire a leur surface, le facteur tissulaire étant 1’un des principaux

déclencheurs de la cascade de la coagulation [78].

1.2.1.5 — Recrutement et adhésion leucocytaire

La migration des monocytes et des lymphocytes T dans 1’intima occupe aussi une
place centrale dans I’athérogénese. L’adhérence des monocytes a I’endothélium implique la
liaison de molécules de structure exprimées a la surface endothéliale, P-sélectine, VCAM-1
ou ICAM-1, a des ligands de type glycoprotéine ou intégrine présents sur les leucocytes. Ce
sont essentiellement la P-sélectine et VCAM-1 qui sont impliqués dans D’initiation de
I’athérosclérose [79]. Ces molécules sont peu ou pas exprimées a la surface d’un endothélium
normal, mais leur expression est fortement augmentée au cours de la formation de la plaque.
Elle peut étre induite par les LDL oxydés ou par les cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-alpha ou ILI. Apres avoir migré dans le sous-endothélium, les monocytes se
différencient en macrophages qui captent et internalisent de grandes quantités de LDL oxydés
par I’intermédiaire de récepteurs, dits €éboueurs, Scavangers (SR-AI, SR-AIl, CD36, CD68S),
pour se transformer en cellules spumeuses. Les cellules T qui pénétrent dans la plaque sont de
type Thl. Elles produisent de grandes quantités d’interféron gamma. L’ hyperglycémie, en
diminuant la production de NO et en stimulant la génération de radicaux libres et I’expression
de récepteurs pour les produits de glycation avancée (RAGE), augmente 1’activation de
facteur de transcription inflammatoire NF-kB [80]. Ce facteur régule I’expression de
nombreux genes codant pour les médiateurs inflammatoires: molécules d’adhérence
endothéliale, chimiokines et cytokines précédemment décrites. En activant ce facteur de
transcription, I’hyperglycémie augmente considérablement I’attraction, 1’adhérence et la
diapédese des cellules inflammatoires, ainsi que la production de médiateurs pro-athérogenes

qui participent a la progression des 1ésions et a leur rupture.
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Des ¢études immunohistochimiques ont montré que NF-kB est exprimé abondamment
dans les cellules musculaires lisses contenues dans les plaques athéroscléreuses humaines. De
surcroit, cette expression est précoce puisque une activation de ce facteur a été mise en
évidence au niveau des bifurcations artérielles, avant méme que ne se développe la plaque
d’athérome [81]. Aprés une angioplastie artérielle chez le rat, NF-kB est exprimé dans les
cellules musculaires lisses de la paroi et stimule I’expression de nombreux genes, dont
VCAM, ICAM-1 ou encore MCP-1 [82]. Il est intéressant de noter que plusieurs médicament
utilisés pour la prévention des accidents coronariens ischémiques comme les salicylés ou les
statines (inhibiteurs de HMG CoA réductase) inhibent I’activation de NF-kB et doivent, en

partie, leur efficacité a cet effet anti-inflammatoire [83].

1.2.1.6 — Produits de glycation avancée des protéines

Les produits de glycation avancée des protéines, ou protéines glyquées (AGEs pour
advanced glycated end products) constituent une classe chimique a part, résultant de la
fixation d’un sucre réducteur (glucose ou fructose) ou d’un aldéhyde sur une fonction amine
N-terminale d’une protéine ou d’un acide aminé. Cette réaction se déroule sans participation
enzymatique et forme un produit appelé base de Schiff; elle est trés dépendante du temps
d’exposition au sucre et de la concentration du sucre. A la suite de cette premiere étape, un
réarrangement moléculaire appelé réarrangement d’Amadori a souvent lieu. Le taux de
formation de ces produits d’Amadori est, encore une fois, dépendant de la concentration en
sucre. Ce réarrangement est suivi d’une réaction plus complexe qui aboutit a la formation des
AGEs. Le taux de formation de ces composés est dépendant de la durée de 1I’hyperglycémie et
il est fortement augmenté au cours du diabéte. Les AGEs sont reconnus par des récepteurs
spécifiques, dénommés RAGE, présents a la surface de nombreuses cellules [84]. L’activation

des RAGE déclenche une réaction inflammatoire au niveau des cellules vasculaires, avec
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activation de la voie NF-kB, expression de cytokines pro-inflammatoires et de molécules
d’adhérence endothéliales [85].

L’importance des AGEs et de leur récepteurs dans 1’athérosclérose est attestée par des
¢tudes expérimentales qui montrent I’effet protecteur du blocage de I’activit¢ RAGE contre
I’athérosclérose de souris déficientes en apoE et rendues diabétiques par I’injection de
streptozotocine. Les souris diabétiques développent plus d’athérosclérose et leurs plaques sont
plus inflammatoires. Lorsque la stimulation des RAGE est bloquée par 1’administration de
récepteurs solubles, qui se lient compétitivement avec les AGEs et bloquent leur activité,
I’athérosclérose des souris diabétiques n’est plus différente de celle des souris non diabétiques
[86]. Ces travaux trouvent un écho chez I’homme puisque des travaux portant sur des
analyses post-mortem d’artéres coronaires humaines rapportent une tres forte expression de

RAGE dans les plaques de patients diabétiques par rapport aux patients non diabétiques [57].

1.2.1.7 — Stress oxydatif

Le stress oxydatif correspond a une perturbation du statut oxydatif intracellulaire,
induite soit par une production excessive de radicaux libres, soit par une diminution des
défenses anti-oxydantes. Les effets des radicaux libres sont proportionnels a 1’intensité et a la
durée de leur production. Ils induisent une altération de la fluidité et de la perméabilité
membranaire, une diminution du potentiel de membrane, une altération des protéines et de
I’ADN avec comme conséquences la mort cellulaire et I’inflammation.

Au cours du diabete, la production de radicaux libres est accrue [87]. L hyperglycémie
induit une glycosylation auto-oxydative, aboutissant & un déséquilibre de la balance
NADPH/NAD-+.

Parallélement, les mécanismes de défense antioxydante des diabétiques sont altérés.

Les capacités fonctionnelles de la superoxide dysmutase sont réduites du fait de sa glycation.
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Les taux de glutathion, de catalase, d’acide ascorbique sont diminués. Enfin, le HDL-
cholestérol qui, outre ses capacités d’épuration du cholestérol tissulaire, présente un pouvoir

antioxydant est diminué.

Une autre conséquence du stress oxydatif chez le diabétique est I’augmentation des
taux de LDL oxydés (LDLox), dont le rdle dans le processus athéromateux a été¢ largement
démontré [88]. Les LDLox sont tout d’abord responsables d’une activation des cellules
endothéliales, en induisant la production de substances prothrombotiques (thrombomoduline,
PAI-1), en stimulant la production de molécules vasoconstrictrices (endothéline 1,
thromboxane A2) et en inhibant la production de molécules vasodilatatrices (NO). Ensuite,
elles favorisent la production d’agents chimiotactiques pour les monocytes circulants (MCP1)
favorisant leur adhérence a I’endothélium. Elles sont responsables de la formation des cellules
spumeuses a partir des macrophages contenus dans la paroi et, enfin, les LDLox ont une

action cytotoxique directe sur les cellules endothéliales.

1.2.1.8 — Instabilité de la plaque

En plus d’accélérer le processus athéromateux, le diabete favorise 1’instabilité des
plaques et précipite la survenue d’événements cliniques comme le syndrome coronarien aigu
au niveau coronaire ou I’accident vasculaire cérébral a 1’étage carotidien. La stabilité¢ de la
plaque d’athérome dépend essentiellement de plusieurs éléments intrins€éques et extrinseques ;
la stabilité de la plaque est un élément déterminant. A partir de pi¢ces anatomopathologiques
d’artéres coronaires, il a pu étre démontré que les cellules inflammatoires comme les
macrophages et les lymphocytes T menacent la stabilit¢ de la plaque. Ces cellules sont
beaucoup plus abondantes dans les plaques compliquées que dans les plaques stables. A
I’inverse, les cellules musculaires lisses et le collagéne en formant une chape fibreuse

stabilisent la plaque. Ces deux composants sont moins abondants dans les plaques rompues
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que dans les plaques stables [89]. D’ailleurs, chez la souris diabétique et déficiente en apoE,
les plaques athéroscléreuses sont beaucoup plus riches en cellules inflammatoires que celle
des souris non diabétiques. Ces résultats ont été confirmés chez I’homme [57].

Les MMPs sont des enzymes qui dégradent la matrice extracellulaire et fragilisent la
plaque d’athérosclérose. Leur activité¢ est augmentée au cours du diabete [90]. In vitro, les
cellules endothéliales d’aorte de boeuf lorsqu’elles sont mises en présence de fortes
concentrations de glucose expriment la MMP-9. In vivo, sur deux modeles de rongeurs
diabétiques, il a été rapporté une augmentation de 1’activit¢ MMP-9 a la fois dans le sang et
dans la paroi aortique.

Enfin, le noyau lipidique, qui menace aussi grandement la stabilité¢ de la plaque, est
plus volumineux dans les 1ésions de diabétiques avec un nombre plus important de cellules
musculaires lisses et de macrophages en apoptose. Il est intéressant de noter que les plaques
du diabétique présentent une augmentation considérable de I’inflammation au niveau de
I’adventice avec une production accrue de cytokines (TNF, IL6), de chimiokines et une forte

expression de molécules d’adhérence par les fibroblates [91].

1.2.1.9 - Remodelage artériel

Il existe un remodelage précoce de la structure artérielle dans le diabéte, avec a la fois
une hypertrophie de la média et de I’adventice, qui apparait chez 1’animal avant les lésions
d’athérosclérose de I’intima. L’hypertrophie de la média est liée essentiellement a une
accumulation de collageéne et de matrice extracellulaire. L’épaississement de I’adventice est
en relation avec des mécanismes physiopathologiques multiples: une accumulation de
collagéne et de fibroblastes, une augmentation de la densité des vasa vasorum et la présence
de graisse péri-vasculaire [92]. L’hypothese est soulevée que le remodelage de la partie

externe de ’artére module directement la stabilité des plaques d’athérome via la sécrétion de
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cytokines et/ou de facteurs pro-thrombotiques. L’impact du remodelage de 1’adventice et de
I’espace péri-adventitiel sur le développement des 1ésions athéromateuses de I’intima et la
survenue des événements cardiovasculaires n’est pas connu et nécessite d’étre a présent

mieux caractérisé chez le diabétique.

1.2.2 — Diabete de type 2 et athérothrombose

Les phénomenes impliqués dans la thrombose interviennent dans I’athérogénése elle-
méme. Le phénomene autorépétitif de thrombose développée sur les plaques puis habitée par
les cellules musculaires lisses pariétales pour aboutir a une évolution des plaques est encore
amplifi¢ chez les patients diabétiques. Les facteurs et mécanismes de la thrombose sont
impliqués dans I’inflammation et la prolifération cellulaire et vice et versa. L’insulino-
résistance et le diabéte sont des pathologies inflammatoires expliquant 1’exacerbation de ces
mécanismes. L’hypofibrinolyse habituellement mise en exergue au niveau intravasculaire
existe également au niveau intrapariétal. Ces phénomenes de la fibrinolyse tissulaire jouent un
role clé dans les phénoménes de turn-over par résorption du collagéne. L hypofibrinolyse du
diabéte explique I’accumulation de collagéne et le caracteére évolutif et fibreux des lésions

d’athérosclérose et de resténose, caractéristiques du patient diabétique.

Les phénomeénes de thromboses participent a la gravité et a 1’évolutivit¢ de la
microangiopathie. En effet, I’évolution habituelle d’une thrombose artérielle est, pendant les
premicres heures ou jours de son développement avant sa stabilisation, d’étre instable et de
microemboliser en distalité. L. exacerbation de ces phénomenes chez le diabétique participe a
expliquer la gravit¢ de la microangiopathie. Le diabétique de type 2 accumule donc les
développements accélérés de la macroangiopathie, de la microangiopathie et
I’hyperthrombogénicité. Phénomenes potentialisés par leur interaction: la macroangiopathie

exacerbe la réaction thrombotique des patients déja hyperthrombogeénes et la
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microangiopathie participe a expliquer I’importance, le type et la gravité des conséquences
ischémiques tissulaires des événements thrombotiques. Le diabétique de type 2 est ainsi un

athérothrombotique en puissance [59].

1.2.2.1 - Anomalies plaquettaires

Les diabétiques sont caractérisés par une hyperactivité plaquettaire qui, malgré un
traitement antiplaquettaire systématique, est totalement prédictive du risque cardiovasculaire.
Cette hyperactivité plaquettaire est corrélée au taux d’hémoglobine A1C et au chiffre de
plaquettes. Cette hyperactivité plaquettaire mesurée fonctionnellement ex vivo sur les test
d’agrégabilité est totalement corrélée aux marqueurs d’activation in vivo des plaquettes,
comme la formation de microparticules membranaires plaquettaires, 1’expression du CD-40L
et de la P-sélectine, et la libération de leur forme soluble au niveau plasmatique [93]. La
dynamique de la formation des thromboses plaquettaires a permis de comprendre que les
plaquettes qui se déposent, s’agrégent, rentrent en compétition avec les conditions
hémodynamiques qui tendent a fragmenter le thrombus en développement. Cette dynamique
explique qu’au cours de la formation du thrombus plaquettaire, pendant des temps
relativement longs, se situant en dizaines d’heures voire en jours, il y a des fragments formés
de microagrégats plaquettaires qui sont embolisés a partir du thrombus en formation et qui
vont emboliser le lit capillaire d’aval des tissus irrigués par D’artére ou se développe le
processus thrombotique. Il existe donc une microangiopathie thrombotique ischémique et on
comprend donc comment, chez le diabétique, la thrombose plaquettaire va participer non
seulement aux accidents ischémiques aigus massifs caractéristiques de la macroangiopathie
mais aussi participer a I’évolutivité et la gravité de la microangiopathie.

Les données expérimentales montrent que 1’hyperglycémie par elle-méme intervient

dans cette hyperactivité¢ plaquettaire chez le diabétique. Les premicres études ayant apporté
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cette démonstration ont été des études d’évaluation de la fonctionnalité plaquettaire au cours
d’épreuves de clan glycémique en euglycémie ou hyperglycémie [94]. Un certain nombre de
voies métaboliques expliquant cet effet direct a été identifi¢ comme par exemple la mise en
évidence de I’effet du glucose sur I’activation de canaux calciques [95]. En plus du glucose
lui-méme, les adipokines et en particulier la leptine jouent un role direct d’activation
plaquettaire en faisant intervenir en particulier la voie JAK 2 [96]. Les études sur une
implication de 1’adiponectine sont plus indirectes [97]. L’hyperactivit¢é de 1’hémostase
primaire, caractéristique des sujets diabétiques, provient de I’hyperactivité plaquettaire elle-
méme mais aussi de I’augmentation des cofacteurs en particulier du facteur Willebrand. Ainsi,
le rapport entre 1’augmentation du facteur Willebrand et le risque thrombotique chez les
patients diabétiques est connu de longue date et en est un exemple [98]. Cette hyperactivité
plaquettaire au cours du diabéte s’accompagne d’un raccourcissement de la durée de vie des
plaquettes et d’un taux de renouvellement trés accéléré. Cette accélération du turn-over
plaquettaire est bien mise en évidence par différents moyens depuis de nombreuses années par
exemple sur le volume plaquettaire moyen augmenté chez les sujets diabétiques,
I’augmentation du volume plaquettaire moyen traduisant une hypergénération rapide de
plaquettes [99] confirmée par des études plus récentes [100] ou par des moyens indirects de

mesure de réapparition de I’expression de la MDA par les plaquettes.

1.2.2.2 — Anomalies de la coagulation

Le diabétique se caractérise aussi par une hypercoagulabilit¢é marquée par une
augmentation de tous les facteurs de coagulation: le facteur VIII dont 1’augmentation est
expliquée en partie par son lien avec le facteur Willebrand mais aussi le facteur VII, le facteur
IX. Cette hypercoagulabilité¢ se traduit par une augmentation des différents marqueurs

d’activation de la coagulation en particulier des D-dimeres et des complexes thrombine-
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antithrombine et par un raccourcissement des tests globaux de coagulation comme le TCA
[101], le fibrinogeéne est augmenté au méme titre que les autres facteurs liés a I’inflammation.
Une des caractéristiques de I’athérothrombose et en particulier chez le diabétique est que
celle-ci s’accompagne d’une augmentation des microparticules circulantes. Ces
microparticules sont des fragments membranaires de cellules activées exprimant d’une part
des phospholipides anioniques permettant la constitution a leur surface des complexes des
facteurs de la coagulation et d’autre part, en fonction de 1’origine cellulaire, la possibilité
d’expression de facteur tissulaire. Ces microparticules leucocytaires exprimant le facteur
tissulaire se lient aux plaquettes activées et aux agrégats plaquettaires grace a des molécules
d’adhésion spécifiques, en particulier a la P-sélectine [102]. Le thrombus plaquettaire se
constituant, va fixer ces microparticules circulantes et le facteur tissulaire qu’elles portent va
permettre de déclencher localement la cascade de la coagulation dans une atmosphére
phospholipidique adéquate pour 1’organisation moléculaire des facteurs de coagulation. Cette
fixation aux plaquettes des leucocytes activés, monocytes, polynucléaires entiers ou sous leur
forme de microvésicules caractérise les états thrombotiques artériels en particulier chez les
patients diabétiques [103]. Le diabéte de type 2 et les syndromes métaboliques se
caractérisent par une augmentation de ces microparticules exprimant le facteur tissulaire
[104,105]. Ces microparticules proviennent des différents types cellulaires et sont en rapport
avec I’hyperglycémie mais pas uniquement avec elle. La distribution de ces microparticules
cellulaires n’est pas exactement la méme dans les diabétes de type 1 et les diabétes de type 2
[106]. Les phénomeénes médiés par les cytokines type adipokine ou les phénomeénes
d’oxydoréduction jouent un réle dans cette vésiculation [107]. La leptine augmente la
formation des microvésicules et I’expression du facteur tissulaire [108]. Les adipokines et en
particulier la leptine influent directement sur [’activité procoagulante en particulier des

monocytes par une stimulation de ’expression de facteur tissulaire réalisant un lien entre
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obésité, insulinorésistance, diabete et risque cardiovasculaire [109]. L’intérét de ce travail est,
outre la démonstration de 1’implication directe de la leptine, de montrer que les modifications
induites par un régime et une perte de poids aboutissent a la diminution attendue de la leptine
et a une diminution significative de I’expression du facteur tissulaire par les monocytes

stimulés par le LPS.

1.2.2.3 — Anomalies de la fibrinolyse

D’une fagon générale, ’insulinorésistance et le diabéte s’accompagnent d’une
hypofibrinolyse. Cette hypofibrinolyse est en rapport avec d’une part, une diminution de
I’activité fibrinolytique en rapport essentiellement avec I’augmentation des inhibiteurs et
particulierement du PAI-1 et d’autre part, avec une diminution de susceptibilit¢ a la
fibrinolyse des réseaux de fibrine chez le diabétique. Les modifications du réseau de fibrine
chez le diabétique se traduisent par des fibres de fibrine beaucoup plus fines et un réseau
beaucoup plus dense donc, une structure beaucoup moins sensible au systéme fibrinolytique
[110,111]. Ceci est en rapport d’une part avec la production de thrombine qui est augmentée
globalement chez le patient diabétique du fait de I’augmentation de la cascade de la
coagulation, tant en efficacité, avec les surfaces phospholipidiques supplémentaires exposées
par les microparticules, qu’en concentration avec 1’augmentation des facteurs [112]. D’autre
par, le fibrinogéne qui parmi les facteurs de coagulation est la molécule qui a la durée de vie
la plus longue est celle qui est la plus susceptible a la glycation. Chez les patients diabétiques,
le fibrinogéne glyqué est beaucoup moins sensible au systéme fibrinolytique que le
fibrinogeéne non glyqué [113]. La majorité des recherches a surtout porté sur la diminution du
systeme fibrinolytique et I’augmentation des inhibiteurs, en particulier du PAI-1 induisant un
¢état d’hypofibrinolyse prédicteur du risque cardiovasculaire [98]. Cette augmentation du PAI-

1 est d’origine vasculaire endothéliale mais provient aussi de la graisse viscérale [114,115]
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expliquant les liens étroits entre 1’augmentation aussi bien en protéine qu’en activité du PAI-1

en lien avec I’insulinorésistance [116].

1.2.2.4 — Hyperglycémie et thrombose

L’ensemble des points évoqués reliant I’hyperthrombogénicité du diabéte a
I’hyperglycémie montre que I’hyperglycémie joue un role direct dans 1’augmentation du
risque thrombotique. C’est probablement une explication au fait que I’hyperglycémie
réactionnelle aux épisodes aigus comme les infarctus du myocarde est un marqueur du risque
de mortalité durant la période hospitaliere [117]. Par ailleurs, ’augmentation de I’activité de
I’hémostase primaire, de la coagulation et la diminution de la fibrinolyse associées au diab¢ete
amene a se poser la question du risque de thromboses certes artérielles mais aussi veineuses
en rapport avec le diabéte. Si le diabete n’est pas un facteur majeur de thrombose veineuse,
les études qui ont spécifiquement évalué le role du diabéte dans le risque thrombo-embolique
veineux qu’il soit idiopathique ou secondaire montrent que le diabete confére un risque relatif

aux alentours de 3 a 4 pour la thrombose veineuse, ce qui reste modéré [118,119].

1.3 - Role de I’'imagerie non invasive in vivo

L’utilisation des techniques d’imagerie non invasives pour la détection de
I’athérosclérose et de ses conséquences peut aider a stratifier le risque cardiovasculaire et a
adapter les thérapeutiques a I’échelon individuel. Cependant, certaines de ces techniques ne
sont pas encore complétement validées chez les patients diabétiques. Nous nous attacherons
dans les paragraphes suivants a résumer l'intérét ainsi que la fiabilité diagnostique et
prédictive de trois de ces techniques chez le patient diabétique de type 2, utilisées soit comme
marqueur d’athérosclérose (EIMc, score calcique coronaire), soit comme outil d’évaluation

anatomique directe de la plaque d’athérosclérose (angioscanner multibarrettes).
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1.3.1 — Diabete de type 2 et athérosclérose carotidienne

1.3.1.1 — Epaisseur intima-média

Plusieurs études épidémiologiques randomisées ont démontré la valeur de ’EIMc
comme marqueur de risque de la survenue d’un événement cardiovasculaire. Une
augmentation de I’EIMc, méme en I|’absence de maladie obstructive de la lumiére
carotidienne, est associée a risque d’IDM et d’AVC chez les sujets de plus de 65 ans [19],
comme chez les patients plus jeunes [120,121]. Par ailleurs, une augmentation de I’EIMc de
seulement 0.03 mm par an serait associée a un doublement du risque relatif d’IDM et de
mortalité¢ d’origine cardiaque au cours du suivi [120]. Il n’existe qu’une relation modeste
entre EIMc et maladie coronaire obstructive, aussi bien chez les patients non diabétiques
[122] que chez les diabétiques [123], suggérant que ce parametre est un marqueur de la charge
athéromateuse plus qu'un index de sévérité de la maladie coronaire.

Chez les patients diabétiques, une EIMc augmentée est associée aux facteurs de risque
d’athérosclérose tels que: hypertriglycéridémie et ratio cholestérol total/LDL cholestérol bas
[124], age et IMC [125], lipoprotein(a) [126], microalbuminurie [127], et dysfonction
endothéliale et inflammation de bas grade [128]. L’insulinorésistance seule, méme en
I’absence de diabéte clinique, est associée a une augmentation de I’EIMc [129].

Le diabéte est un facteur prédictif indépendant de la progression de I’EIMc [130], et
celle-ci semble progresser plus rapidement chez les diabétiques [130]. Cette progression
accélérée est en partie en rapport avec le contrdle glycémique mesuré aussi bien par mesure
rapide du niveau de glucose plasmatique que par le niveau d’hémoglobine HbAlc [131].
D’autre part, 1’age et 1’épaisseur de la paroi carotidienne [131], ainsi que I’hypertension
systolique et le développement d’une néphropathie [131], ont été identifié comme des facterus

prédictifs de la progression de I’EIMc.
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La mesure répétée de ’EIMc a été utilisée comme moyen d’évaluation de I’efficacité
des traitements médicaux dans de nombreuses études [132,133] dans la population générale
mais seulement dans un nombre limité d’études chez les patients diabétiques. Nathan et al.
[134] ont conduit une étude de suivi a court puis long-terme de 1 229 diabétiques de type 1
randomisés pour recevoir un traitement hypoglycémiant standard ou intensif, apres ajustement
des deux populations pour 1’age et le sexe. La progression de I’EIMc n’était pas différente a la
fin de la premiére année de suivi entre les sujets contrdles et tous les patients diabétiques,
mais ’EIMc avait progressé¢ de manicre significativement plus importante chez les patients
diabétiques par rapport au groupe témoin au terme de 6.5 ans de suivi. D’autre part, au terme
de cette période, '’EIMc avait également progressé de manicre significativement plus
importante chez les patients diabétiques ayant recu un traitement hypoglycémiant standard
que chez ceux traités de manicre intensive. Dans une autre étude [135], la mesure itérative de
I’EIMc a été utilisée pour évaluer I’effet d’un traitement par statines en comparaison a un
traitement par placebo chez 250 patients diabétiques de type 1. Au terme de 2 ans de suivi, il
n’y avait pas de différence de progression de ’EIMc entre les 2 groupes, bien que le nombre
d’événements cardiovasculaires ait été significativement moins important (p = 0.006) chez les
patients traités par statines. L’efficacité de traitement par statines sur la réduction des
événements cardiovasculaires chez les diabétiques était en accord avec les résultats de la
« Heart Protective Study » [136] et de la « Collaborative Atorvastatine Diabetes Study » [137].
Cependant, pour démontrer un effet sur la progression de ’EIMc, un suivi plus long était
nécessaire. Finalement, dans deux petits essais randomisés chez des patients diabétiques de
type 2, un traitement antiagrégant plaquettaire de type aspirine, ticlopidine [138] ou cilostazol
[139] permettait de ralentir laprogression de I’EIMc aprés un suivi de 3 ans et 1 an,

respectivement.
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Méme si les différentes ¢études présentées indiquent clairement une charge
athéroscléreuse plus importante et donc un risque plus €élevé chez les patients diabétiques avec
EIMc augmentée, il existe un certain nombre de limitations. D’abord, si I’EIMc est un facteur
prédictif indépendant de la survenue d’événements cardiovasculaires dans la population
générale, cette évidence est plus modeste dans la popluation diabétique. Un exemple isolé
chez les diabétiques est représenté par 1’étude réalisée par Yamasaki et al. [131] chez 287
patients japonais diabétiques de type 2, dans laquelle I’EIMc de base était identifiée comme
un facteur prédictif indépendant de maladie coronaire non fatale (angor et IDM) aprés une
période de 3 ans de suivi. D’autre part, bien que la progression de I’EIMc puisse étre ralentie
aussi bien chez les patients diabétiques que chez les non diabétiques, peu de choses sont
connues sur la significativité pronostique de la progression de I’EIMc dans ces 2 populations.
Finalement, aucune étude n’a encore démontré la valeur pronostique progressive de I’EIMc en
comparaison aux autres facteurs de risque conventionnels chez les patients diabétiques

comme non diabétiques.

1.3.1.2 — Imagerie directe de la plaque d’athérosclérose

De manicre assez paradoxale, trés peu d’études sont actuellement disponibles dans la
littérature sur 1’étude spécifique de la plaque d’athérosclérose carotidienne par les techniques
d’imagerie non invasive classiques chez les patients diabétiques de type 2, en comparaison
aux patients non diabétiques. Il est admis que le diabéte est associé a la présence de plaques
d’athérosclérose carotidiennes de volume modéré a important. Plusieurs études
échographiques ont montré une association entre la présence de plaques carotidiennes de
faible échogénicité, plus sujettes a rupture, et un risque plus élevé d’événement cérébro-
vasculaire chez les patients non diabétiques [140,141]. Une seule ¢étude a comparé

I’échogénicité des plaques carotidiennes chez 47 patients diabétiques de type 2 et 51 patients
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non diabétiques [142]. Les diabétiques avaient des plaques plus étendues (27.8 = 21.8 vs 22.0
+ 11.7 mm?%, p = 0.05) et plus hypoéchogénes (37 + 14.8 vs 45.5 + 15.4, p = 0.007) que les
non diabétiques, alors qu’il n’existait pas de différence concernant I’EIMc. Ces données
suggerent un risque plus élevé de survenue d’événements cardiovasculaires chez les
diabétiques, et soulignent les limites de la mesure de I’EIMc dans cette population. La mesure
de I’échogénicité d’une plaque tend a refléter sa composition. Les plaques hypoéchogénes
sont plus riches en ¢lastine, en lipides et en cellules inflammatoires, alors que les plaques
échogenes contiennent plus de calcium et de tissu fibreux [143]. Burke et al. [S7] ont montré
que le coeur nécrotique et le contenu en macrophages de la plaque sont plus important chez
les diabétiques que chez les non diabétiques. Ces données sont concordantes avec celles de
I’étude précédente [142] car les plaques hypoéchogeénes ont un contenu en macrophages plus
¢levé, une augmentation de I’activité des métalloprotéinases [144], et un coeur lipidique plus

large que les plaques échogenes.

1.3.2 — Diabete de type 2 et athérosclérose coronarienne

1.3.2.1 — Score calcique coronaire

Cause majeure de morbi-mortalité, la maladie coronaire est particulierement redoutée
chez le diabétique en raison du caractére silencieux de son développement, de son pronostic
péjoratif, et aussi des difficultés de son dépistage. Les techniques non invasives classiques
(test d’effort, scintigraphie myocardique, échographie de stress, IRM de perfusion) visant a
rechercher une coronaropathie comportent toutes des limites de faisabilité, d’interprétabilité et
surtout de rentabilit¢ pronostique [145], et le recours a la coronarographie, technique de
référence, ne peut naturellement pas étre systématique dans le cadre d’un dépistage a large

échelle en prévention primaire. De nouveaux outils de dépistage se sont développés pour
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évaluer le risque coronaire et déterminer quel patient devrait bénéficier d’explorations
invasives. Parmi ceux-ci, la mesure du score calcique coronaire (SCC) parait particulierement
prometteuse. Comme précédemment décrit, cette mesure offre un double intérét diagnostique

et pronostique.

e Intérét diagnostique:

- T’absence de calcification coronaire rend trés improbable la présence de plaque
d’athéroslcérose, y compris de plaques instables. La constatation d’un score faible
laisse présager de I’absence de survenue d’incident cardiovasculaire au cours des 2 a 5
ans a venir. Un score inférieur a 100 est associé a une faible probabilité (moins de 3%)

de sténose significative (supérieure a 50%) a la coronarographie [22].

- un test positif indique la présence de plaques d’athérome sur le réseau coronarien. Plus
le score calcique est élevé, plus la probabilité de coronaropathie est grande. Il n’existe
cependant pas de relation linéaire entre ces deux données et il n’y a pas de corrélation
entre le siege des calcifications et la localisation des sténoses coronaires. La présence
de calcification coronaire est sensible, mais peu spécifique pour détecter une maladie

coronaire obstructive [22].

- un score calcique trés €levé est associé a un risque d’événement cardiovasculaire

modéré a élevé au cours des 2 a 5 ans a venir.

- TI’excellente valeur prédictive négative du SCC, qui se situe entre 96 et 100%, permet
d’écarter le diagnostic de maladie coronaire notamment chez les patients
symptomatiques ayant un SCC nul [22]. Ainsi, les explorations peuvent étre réduites,
notamment dans des groupes de patients chez lesquels la valeur diagnostique des

épreuves non invasives de dépistage n’est pas trés performante. Toutefois, un SCC bas
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mais non nul, parait moins fiable pour écarter la présence d’une maladie coronaire
[22].
Intérét pronostique:

le SCC permet de prédire le risque d’événement coronaire chez des patients
asymptomatiques [22]. Sa valeur pronostique parait particulierement intéressante dans
les populations a risque intermédiaire ou fort, mais assez peu dans les populations a
risque faible. Le SCC apparait également avoir une valeur pronostique indépendante
des autres FDRCV. En effet, Anand et al. [146] démontrent chez 118 patients
diabétiques asymptomatiques que le SCC est significativement plus prédictif
d’événements coronaires que le score de Framingham fréquemment utilisé dans cette

population.

Raggi et al. [147] ont suivi, pendant 5 ans, 10 377 patients asymptomatiques, dont 903
diabétiques. Ces derniers étaient plus agés, plus souvent hypertendus et fumeurs que
les non diabétiques. Le SCC était significativement plus ¢élevé chez les diabétiques
(281 £ 567 vs 119 £ 341 ; p < 0.0001). Le taux de mortalité augmentait avec le SCC
chez tous les patients, mais apres ajustement avec les autres FDRCV, I’augmentation
du SCC ¢était corrélée a un plus fort taux de mortalité chez les diabétiques par rapport
aux non diabétiques. Lorsque le SCC était nul, les diabétiques présentaient le méme

taux de survie que les non diabétiques.

Qu et al. [148] ponderent ces résultats dans leur étude de suivi pendant plus de 6 ans
de 1312 patients (dont 269 diabétiques). Les auteurs ont étudi¢ la survenue d’IDM non
fatal ou de décés d’origine cardiovasculaire pour le critére primaire, et tout événement
vasculaire pour le critére secondaire. Chez le diabétique avec un SCC ¢levé, le taux
d’événement ¢était quatre fois plus important que chez les non diabétiques ayant un

SCC bas. Cependant, il n’existait pas de relation significative entre le SCC et la
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survenue d’événement cardiovasculaire lors des 6 ans de suivi chez les patients
diabétiques. Une telle corrélation était, en revanche, mise en évidence chez les non
diabétiques, ce qui pourrait sous-entendre que le SCC a une moindre valeur

pronostique chez les diabétiques.

1.3.2.2 — Imagerie directe de la plaque d’athérosclérose

Chez les patients diabétiques de type 2, I’angioscanner multibarrettes est de plus en
plus utilis¢ pour étudier la distribution et la composition des plaques d’athérosclérose
coronariennes. Les études disponibles dans la littérature comparant ces parametres chez les
patients diabétiques et les patients non diabétiques ne sont pas si nombreuses. Leurs résultats
sont parfois discordants. Plusieurs études ont montré un pourcentage plus ¢élevé de plaques
non calcifiées (ou hypodenses) et de plaques calcifiées, et un pourcentage relativement bas de
plaques mixtes [149,150] chez les diabétiques par rapport aux non diabétiques, ce qui peut
étre expliqué par la progression rapide de I’athérosclérose. Cependant, dans une étude récente
¢tudiant 416 patients symptomatiques dont 61 diabétiques de type 2, Ibebuogu et al. [151] ont
montré que les patients diabétiques présentaient un nombre plus important de segments
coronaires porteurs de plaques mixtes par rapport aux non diabétiques (1.67 = 2.01 vs 1.23 +
1.61, p=0.05), alors qu’aucune différence n’était rapportée concernant la présence de plaques
non calcifiées et calcifiées entre les 2 groupes. Par ailleurs, presque la moitié¢ (43%) des
patients diabétiques avaient un SCC > 400 versus 29% des patients non diabétiques (p =
0.03). Dans I'une de nos études, nous nous sommes attachés a évaluer la prévalence et les
caractéristiques des plaques d’athérosclérose coronariennes par angioscanner mulitbarrettes
chez des patients asymptomatiques diabétiques de type 2 sans atteinte coronarienne connue
mais présentant des lesions d’athérosclérose carotidiennes concomitantes. Aucune plaque

coronarienne n’était détectée chez 11 (26.2%) patients. La présence de plaques
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d’athérosclérose était détectée chez 31 (73.8 %) patients. Un total de 147 segments coronaires
avec des plaques ¢étaient identifiés, parmi lesquels 11 (7.5%) contenaient des plaques
hypodenses, 28 (19%) des plaques mixtes et 108 (73.5%) des plaques calciques. La présence
de plaques hypodenses était notée chez quatre (26.7%) des 15 patients qui n’avaient pas de
calcifications coronariennes. La majorit¢ des plaques calcifiées et hypodenses étaient non
obstructives alors que la majorité des plaques mixtes étaient obstructives. La présence d’une
maladie obstructive était notée chez neuf des 11 patients avec un score calcique €levé (> 400).
Cette étude préliminaire démontre qu’une proportion élevée de patients diabétiques de type 2
asymptomatiques ne présentent aucune plaque coronarienne détectable par angioscanner
multibarrettes malgré la présence concomitante de lésions d’athérosclérose carotidiennes.
Cette étude a fait I’objet d’une publication internationale dans « Archives of Cardiovascular
Diseases » (Annexe C) [152]. La distribution et la composition des plaques coronariennes
chez le diabétique de type 2 peuvent donc varier en fonction du niveau de risque du patient.
Dans une étude récente de suivi (33 mois) chez des patients diabétiques sans maladie
coronaire connue, 1’angioscanner multibarrettes permettait d’identifier un groupe de patients a
risque particulierement ¢élevé de survenue d’événements cardiovasculaires [153]. Le score de
charge athéromateuse permettait d’améliorer significativement la valeur pronostique des

facteurs de risques conventionnels (p < 0.001).

Par ailleurs, la combinaison des marqueurs morphologiques et cellulaires
d’athérosclérose préclinique, en plus de ces fateurs de risque conventionnels, peut aider a
améliorer la prévention cardiovasculaire chez les patients diabétiques. C’est ce que nous nous
sommes attachés a démontrer chez 56 diabétiques de type 2 a niveau de risque
cardiovasculaire différent. Dans cette étude, nous avons rapporté une association entre le taux
plasmatique de microparticules endothéliales EMP-CD144+ et la présence de plaques

coronariennes non calcifiées, donc potentiellement instables, détectées par angioscanner
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multibarrettes. Les microparticules endothéliales pourraient donc étre utilisées comme
marqueur de plaques instables et aider a améliorer la prédiction du risque cardiovasculaire
chez les diabétiques a risque intermédiaire. Ce travail a fait 1’objet d’une publication

internationale dans « Atherosclerosis » (Annexe D) [154].

Schuijf et al. ont rapporté une sensibilité et une spécificité¢ de I’angioscanner de 95%
pour la detection des sténoses coronaires. L’inclusion des segments ininterprétables réduit la
sensibilité¢ et la spécificité a 81 et 82%, respectivement [155]. Dans une etude évaluant
I’efficaité diagnostique de 1’angioscanner 16-barrettes, aucune difference statistiquement
significative n’était mise en evidence entre les patients diabétiques et les non diabétiques
[156]. La valeur predictive negative de I’angioscanner était de 98 et 100% dans 1’analyse par
segment et par patient, respectivement [156]. Dans une ¢étude plus récente avec scanner 64-
barrettes, les patients diabétiques de type 2 avaient significativement plus de sténoses
significatives >or= 70% dans au moins un segment (33% vs 18%, p = 0.013), alors que 11%
des 2 groupes avaient une sténose de 50-70% (non significatif) [151]. Dans une autre étude
toujours avec scanner 64-barrettes, la prévalence de maladie coronaire évaluée chez 70
patients diabétiques de type 2 et asymptomatiques révélait que la majorité des patients (80%)
avaient une sténose coronaire, significative (> 50%) chez 26% d’entre eux et non significative

dans 54% des cas [150].

Cependant, le scanner coronaire posseéde plusieurs limites dans son utilisation
spécifique chez les patients diabétiques. Il faut d’abord souligner sa définition spatiale
inférieure a celle de la coronarographie conventionnelle, rendant ’analyse des vaisseaux de
petite taille (fréquents chez les diabétiques) plus aléatoire. Dans les analyses comparatives, un
nombre important de segments coronaires ne sont pas analysés et sont donc retirés de

I’analyse. Une atteinte des petits troncs distaux, s’ils ne changent pas forcément la prise en
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charge thérapeutique d’un patient diabétique asymptomatique, représente cependant un
tournant évolutif influant sur le suivi et les médicaments utilisés (béta-bloquants, inhibiteurs
de I’enzyme de conversion, anti-agrégants plaquettaires). La seconde limitation et
probablement la plus importante tient a la fréquence des calcifications coronaires du scanner
coronaire chez les patients diabétiques. Lorsque les artéres sont tres infiltrées et calcifiées, les
performances du scanner coronaire décroissent fortement. Ainsi, chez les patients diabétiques
de plus de 60 ans ou chez ceux avec de nombreux facteurs de risque cardiovasculaire, la
probabilité d’un scanner coronaire rigoureusement normal permettant d’éliminer une maladie
coronaire silencieuse est faible; le scanner risquant de retrouver des images de calcifications
importantes limitant I’interprétation sur 1’éventualité de sténoses coronaires significatives
sous jacentes, et contraignant a la réalisation d’une coronarographie diagnostique, source
d’injections supplémentaires d’iode. Par ailleurs, les irradiations générées par le scanner
coronaire pourraient devenir problématiques en cas de recours répété a cet examen dans un
but de dépistage. Enfin, il est important de conclure en disant que si le scanner coronaire peut
permettre un diagnostic de maladie coronaire chez des patients asymptomatiques sélectionnés,
son utilité chez les diabétiques asymptomatiques n’a pas, a ce jour, été évaluée par rapport
aux méthodes traditionnelles de détection d’ischémie myocardique en prenant en compte un

critére clinique comme la réduction des événements ischémiques.

2 — Protocole CAPHEPLAD

Ci-dessous un descriptif détaillé du protocole CAPHEPLAD qui a donnée lieu a deux
publications internationales sur le théme « Imagerie de 1’athérosclérose chez le sujet

diabétique de type 2 » (Annexes C et D).

2.1 -Titre
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Intitulé du protocole: étude CAPHEPLAD ou « CAractérisation PHEnotypique des
PLaques Athéromateuses chez les sujets Diabétiques en fonction de I’existence d’un

syndrome métabolique associé ».

2.2 — Promoteur

Hospices Civils de Lyon, Direction de la Recherche, 3 Quai des Célestins, 69229 Lyon

Cedex.

2.3 — Investigateur principal

Madame le Docteur Sophie BERNARD; Fédération d’Endocrinologie, de
Diabétologie et de Nutrition, INSERM U870, Hopital Cardiologique Louis Pradel, 28 avenue
du Doyen Lépine, 69677 Bron Cedex; Tél: 04.72.68.13.01; Fax: 04.72.68.13.07; E-mail:

sophie.bernard@chu-lyon.fr.

2.4 — Contexte scientifique

Les complications cardiovasculaires ischémiques représentent la 17° cause de
mortalité chez les diabétiques. Elles sont responsables de plus de la moitié¢ des décés et ne se
révele souvent qu’au stade des complications [157]. Pour optimiser la prévention
cardiovasculaire des patients diabétiques, il faut pouvoir repérer les sujets a tres haut risque
pour les traiter de fagon efficace et éviter de traiter les sujets a faible risque. Actuellement, la
prédiction du risque cardiovasculaire repose essentiellement sur le calcul du risque selon des
équations mathématiques intégrant les principaux facteurs de risque (type Framingham) et des
marqueurs de risque intermédiaires comme la mesure de I’EIMc. La maladie athéromateuse

est générale, ce qui explique que des marqueurs morphologiques de la paroi carotidienne

(épaisseur intima-média) ou fonctionnels de la paroi humérale (dysfonction endothéliale)
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puissent étre prédictifs de la survenue d’événements cardiovasculaires ultérieurs tant
coronariens que cérébraux [158]. Méme si ces parameétres sont de bons prédicteurs de la

survenue des événements, la prédiction reste imparfaite.

La plaque d’athérosclérose connait plusieurs stades évolutifs successifs: la strie
lipidique, la lésion fibro-lipidique et la plaque compliquée. Les plaques vulnérables sont le
siege d’une activité inflammatoire significative comme en témoigne 1’expression de I’activité
des métalloprotéinases secrétées essentiellement par des macrophages situés en périphérie du
centre lipidique. Blankenberg et al. ont montré que la concentration plasmatique de MMP9
¢tait un prédicteur de mortalité cardiovasculaire chez des patients coronariens [159].
L’activité¢ inflammatoire détermine également I’intensité de I’apoptose des cellules de la
plaque. La phosphatidylsérine (PS) anionique est redistribuée a la surface lors de 1’apoptose
cellulaire, conférant alors a la cellule une activité procoagulante. Des microparticules,
dérivées des membranes cellulaires et riches en PS, sont produites en quantité importante dans
les plaques athéromateuses. Elles déterminent en grande partie la thrombogénicité¢ de la
plaque. Des microparticules circulantes dérivées des cellules apoptotiques peuvent étre
détectées dans le sang périphérique. Mallat et al. ont montré chez des patients en angor
instable une élévation significative de 1’activité proacoagulante des microparticules par
rapport aux sujets en angor stable et aux contrdles non coronariens [160]. Les microparticules
d’origine endothéliale étaient plus nombreuses chez les sujets en angor instable.

Parmi les méthodes disponibles pour ¢évaluer les caractéristiques morpho-
fonctionnelles des plaques athéromateuses, certaines sont invasives et donc non adaptées a la
prévention (angiographie conventionnelle, échographie intra-artérielle, angioscopie,
thermographie). Pour D’exploration des artéres coronaires, le scanner permet d’éliminer
I’existence d’une sténose significative sur les gros troncs coronaires et permet une

caractérisation des plaques d’athérome. Il a ét¢ également démontré que la densité minimum
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des plaques était significativement inférieure lors d’un syndrome coronarien aigu par rapport
a I’angor stable et que la densité était plus faible au niveau de la 1ésion coupable qu’au niveau
des autres lésions [161]. Pour I’étude des artéres carotides, une étude a retrouvé une
association 4 a 15 fois supérieure entre les plaques hypodenses détectées par le scanner et un
antécédent d’AVC par rapport aux plaques isodenses [33]. Au niveau carotidien, actuellement,
I’IRM est une technique non invasive prometteuse. Elle a I’avantage de pouvoir évaluer
partiellement 1’inflammation de la plaque et de différentier les composants lipidiques,
collagéniques, thrombotiques et hémorragiques grace a différentes séquences d’acquisition.
Cai et al. ont montré que I’IRM carotidienne haute résolution multi-contraste réalisée avant
une chirurgie carotidienne permettait de classer correctement 80% des lésions par rapport a
I’analyse histologique [162]. L épaisseur et la rupture de la cape collagéne peuvent également
étre mises en évidence par I’IRM haute résolution. Yuan et al. ont retrouvé une forte
association entre détection IRM de plaques dont la chape fibreuse est rompue et 1’existence
d’un AVC ischémique récent [163]. Une étude récente avec la rosuvastatine a montré qu’il
était possible par IRM haute résolution multi-séquences de détecter les plaques possédant un
ceeur nécrotique riche en lipides et de mesurer la réduction de taille de ce ceeur lipidique sous

traitement [164].

Le risque cardiovasculaire des sujets diabétiques est augmenté par I’existence d’un
syndrome métabolique associé. En 2001, le National Cholesterol Education Program (NCEP)
Adult Treatment Panel (ATP) III a établi la définition du syndrome métabolique comme la
présence d’au moins trois des critéres suivants: tour de taille > 102 cm pour I’homme ou > 88
cm pour la femme, élévation des triglycérides > 1.5 g/l, HDL-cholestérol bas < 0.4 g/l pour
I’homme ou < 0.5 g/l pour la femme, hypertension artérielle > 130/85 mm Hg ou traitée,
¢lévation de la glycémie a jeln 1.1 g/l [165]. La prévalence des coronaropathies, ajustée a

I’age, dans une population américaine de sujets agés de plus de 50 ans, est de 8.7% en
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I’absence de diabéte et de syndrome métabolique, de 7,5% en cas de diabete sans syndrome
métabolique, de 13.9% en cas de syndrome métabolique sans diabete avéré, de 19,2% en cas
de diabete associé a un syndrome métabolique [166]. Cette ¢élévation importante du risque
cardiovasculaire en présence d’un syndrome métabolique, est liée a 1’association de facteurs
de risque indépendants qui composent ce syndrome. Il est également possible que le
syndrome métabolique confére per se un risque supérieur a la somme des risques liés aux
différents facteurs qui le composent, notamment par un effet médié par I’insulinorésistance et
I’inflammation (élévation de la CRP et des cytokines pro-inflammatoires) [166]. Compte-tenu
de cette hétérogénéité du risque vasculaire lors du diabéte de type 2, il est pertinent de mieux

repérer les sujets diabétiques ayant 1’instabilité des plaques la plus élevée.

2.5 — Objectifs

2.5.1 — Hypotheses de recherche

L’hypothese de recherche est de démontrer que les critéres d’instabilité des plaques a
I’imagerie et le degré d’altération des parametres fonctionnels sont croissants parmi les
populations étudiées avec un maximum chez les diabétiques de type 2 avec syndrome
métabolique et événement récent.

L’hypothese est donc d’identifier des sujets diabétiques de type 2 avec syndrome
métabolique ayant un sur-risque vasculaire avec « athérome précritique », en supposant que
les caractéristiques des plaques dans cette population sont similaires aux sujets ayant fait un

événement récent.

2.5.2 — Objectif principal

Mettre en évidence des différences dans 1’aspect qualitatif des plaques athéromateuses

carotidiennes ou coronariennes détectées par I’IRM haute résolution multi-séquences et le
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scanner multibarrettes en fonction de I’existence d’un syndrome métabolique associé¢ au

diabéte.

2.5.3 — Objectifs secondaires

Evaluer les modifications de la plaque carotidienne a la phase aigue d’un événement
coronarien ou cérébral en comparant I’imagerie effectuée lors de cet événement et a

distance;

Relier les différences qualitatives des plaques a d’autres marqueurs intermédiaires de
risque cardiovasculaire ou d’instabilit¢ de la plaque (existence d’une dysfonction
endothéliale, taux et origine des microparticules circulantes, concentration

plasmatique de CRP et des métalloprotéinases);

Evaluer les modifications dans 1’origine cellulaire des microparticules en comparant

les pourcentages observés lors de I’événement et a distance.

2.6 — Type d’étude

Il s’agit d’'une étude d’observation de cohorte, transversale monocentrique, sans

bénéfice individuel direct, dans laquelle tous les patients bénéficient des mémes examens.

L’étude est conduite conformément aux lignes directives des Bonnes Pratiques Cliniques

francaises et européennes et de la déclaration d’Helsinki, apres avis du CCPPRB et recueil

d’un consentement libre et éclairé.

2.7 — Criteres d’évaluation

2.7.1 — Principaux
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e Degré d’inflammation de la plaque en IRM: mesure relative de la variation de signal
entre I’image acquise avant et aprés injection de gadolinium exprimée en pourcentage
de rehaussement;

e Ratio volume des calcifications / volume global de la plaque;

e Volume des calcifications, et densit¢ minimum des plaques (exprimée en unités

Hounsfield, sans valeur seuil) au scanner multibarrettes.

2.7.2 — Secondaires

e Biologiques:

- concentration et origine des microparticules circulantes;

- concentration plasmatique de métallo-protéinases et de CRP;

- variation de I’origine cellulaire des microparticules lors d’un événement aigu et a

distance.

e Radiologiques:
- pourcentage de dilatation de ’artére humérale lors de 1’épreuve d’hyperhémie;
- variation des criteres radiologiques d’évaluation principaux lors d’un événement aigu

et a distance.

2.8 — Descriptif de la population étudiée

2.8.1 — Sélection

Compte tenu du caractére de faisabilité de cette étude et de 1’absence de données
similaires dans la littérature, il est prévu de facon empirique d’inclure 30 patients par groupe,

soit 90 patients au total.
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2.8.2 — Critéres d’inclusion

e Patients hommes et femmes, agés de 50 ans ou plus;

e Diabétiques (découverte du diabéte apres 1’age de 35 ans):

- glycémie a jelin a 2 reprises supérieure ou €gale a 1.26 g/l;

- ou glycémie supérieure ou égale a 2 g/l a la 2 heure de 'HGPO;

- ou traitement par antidiabétiques oraux et/ou insuline.

e Répondant aux critéres d’¢ligibilité de ’'un des 3 groupes suivants:

- groupe I: groupe controle: patients diabétiques en prévention primaire sans syndrome
métabolique:

+ asymptomatiques: absence d’antécédents personnels coronariens ou cérébraux
ischémiques, absence de symptomatologie évocatrice d’atteinte coronarienne
ischémique, pouls périphériques présents, et ECG de repos normal;

+ absence de syndrome métabolique associé au diabéte.

- groupe II: risque cardiovasculaire ¢élevé: patients diabétiques en prévention primaire
avec syndrome métabolique associé:

+ asymptomatiques: absence d’antécédents personnels coronariens ou cérébraux
ischémiques, absence de symptomatologie évocatrice d’atteinte coronarienne
ischémique, pouls périphériques présents, et ECG de repos normal;

+ présence d’au moins 3 des critéres suivants: tour de taille > 102 cm pour I’homme
ou > 88 cm pour la femme, élévation des triglycérides > 1.5 g/, HDL-cholestérol
bas < 0.4 g/l pour I’homme ou < 0.5 g/l pour la femme, hypertension artérielle >
130/85 mm Hg ou traitée.

- groupe III: trés haut risque cardiovasculaire avec athéromatose instable avérée:

patients diabétiques en prévention cardiovasculaire secondaire (événement coronarien
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ou cérébral récent datant de moins de 2 semaines), ayant ou non un syndrome

métabolique associé:

+ Antécédents personnels d’infarctus du myocarde, d’angor avec atteinte coronarienne
prouvée par la coronarographie, de pontages aorto-coronariens, d’angioplastie
coronaire, d’insuffisance cardiaque d’origine ischémique, d’accident vasculaire

cérébral ischémique.

Et ayant au moins une plaque carotidienne (> 1.5 mm d’épaisseur et avec
raccordement aigu a la paroi saine) a 1’échographie (effectuée dans le cadre du suivi
du diabete). La présence de la plaque carotidienne devra étre confirmée, avant
d’effectuer la mesure de la dysfonction endothéliale et les autres examens, par un
écho-doppler avec mesure de I’épaisseur de la plaque et évaluation du degré de

sténose.

2.8.3 — Critéres d’exclusion

Diabeéte découvert avant 1’age de 35 ans;

Corticothérapie orale d’une durée supérieure a 15 jours et arrétée depuis moins de 3
mois;

Refus de participer;

Contre-indication a ’'IRM (corps métalliques étrangers, claustrophobie) et au scanner

(antécédents allergiques séveres aux agents de contraste i0dés);

Clairance de la créatinine calculée selon la formule de Cockroft inférieure a 50 ml/min

ou protéinurie supérieure a 1 g/l;

Antécédents cardiovasculaires personnels datant de plus d’un mois : infarctus du

myocarde, angor avec atteinte coronarienne prouvée par la coronarographie, pontages
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aorto-coronariens, angioplastie coronaire, insuffisance cardiaque d’origine ischémique,

accident vasculaire cérébral ischémique;
e Femmes enceintes;

e Sujets majeurs sous tutelle.

2.9 — Méthodologie

2.9.1 — Déroulement pratique

Les patients seront recrutés au sein de la Fédération d’endocrinologie sur le site de
I’hopital neuro-cardiologique ainsi que dans les services de cardiologie et neurologie du site
neuro-cardiologique. Les patients pourront étre inclus s’ils répondent aux critéres d’inclusion
et s’ils présentent une plaque carotidienne supérieure a 1.5 mm d’épaisseur et avec
raccordement aigu a la paroi saine a I’écho-Doppler des TSA. Ils bénéficieront alors de fagon
séquentielle d’un prélévement sanguin a jein suivi d’une mesure de la dysfonction
endothéliale humérale, d’un scanner multibarrettes coronarien et carotidien et d’une IRM
haute résolution multi-séquences carotidienne. Ces examens seront réalisés en ambulatoire
pour les patients des groupes I et II. Pour les patients du groupe III, les examens pourront étre
effectués en ambulatoire ou en hospitalisation si la pathologie cardiovasculaire nécessite une

hospitalisation supérieure a 48 heures apres 1’événement aigu.

Les patients du groupe III en prévention secondaire bénéficieront d’un prélévement
sanguin, d’une IRM et d’un scanner carotidiens de controle a 4 mois pour savoir si 1’origine
cellulaire des microparticules et les caractéristiques des plaques se modifient a distance de
I’événement aigu. Ces examens seront ¢galement renouvelés pour les patients des groupes I et
IT a la phase aigué¢ d’un événement cardiovasculaire survenant dans I’année qui suivra

I’inclusion. Les patients des groupes I et II seront contactés par téléphone tous les 3 mois pour

90



connaitre leur statut cardiovasculaire. Les examens réalisés dans le cadre du suivi seront

effectués en ambulatoire.

2.9.2 — Examens complémentaires

2.9.2.1 — Dosages biologiques

e Préléevement sanguin:
- veineux périphérique effectué le matin apres 12 heures de jeline et 20 minutes de repos
allongé:
+ dosage de la CRP (5ml);
+ 2 prélévements de Sml sur tube citraté pour étude des fonctions coagulantes des
microparticules et 2 tubes de Sml pour détermination de I’origine cellulaire des
microparticules;

+ 1 tube de Sml pour la détermination de la concentration de métallo-protéinase.

e Microparticules circulantes:

- activité procoagulante: les microparticules plasmatiques seront isolées a partir de
plasma déplaquetté par centrifugation. Elles seront fixées sur des microplaques
préalablement coatées avec de I’annexine V. Leur activité procoagulante sera mesurée
en quantifiant la thrombine générée a 1’aide d’un substrat chromogénique. Les
microparticules seront capturées par des anticorps spécifiques (anti-CD3, anti-CD11a,
anti-CD146, et anti-GPIb) pour 1’analyse de leur origine cellulaire par cytométrie de
flux.

e Matrix métallo-protéinase:

- la concentration plasmatique de MMP-9 sera effectuée par enzyme immunoassay

(EIA) (kit commercial Fuji Chemicals, Japan).
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2.9.2.2 — Mesure de la vasodilatation endothélium dépendante

Elle sera effectuée a 1’aide d’une sonde linéaire 8L5 sur plate-forme Sequoia S512.
L’artére mesurée sera 1’artére humérale, 2 a 10 cm au-dessus de la bifurcation en coupe
longitudinale. Les images sont enregistrées sur un magnétoscope SVHS. Le sujet, a jelin, reste
allongé 20 minutes au repos. Les images de repos sont ensuite enregistrées pendant 2 minutes
avec mesure du flux doppler pendant 15 secondes. Le brassard pédiatrique est gonflé a 5 cm
au-dessous du pli du coude a 50 mm Hg au-dessus de la pression artérielle systolique (PAS)
pendant 3 minutes. Les images de 1’artére sont enregistrées de facon continue pendant les 3
minutes du garrot et pendant les 3 minutes suivantes. On enregistre la vélocité doppler comme
ci-dessus dans les 15 premicres secondes apres dégonflage rapide. Le patient se repose 15
minutes. On reprend une nouvelle image de repos (pendant 2 minutes). On administre 300 pg
de trinitrine sublinguale et on enregistre de nouvelles images 3 minutes aprés. L’ECG est
monitoré sur I’échographe (repérage de I’onde R: télédiastole) et la tension artérielles (TA) est
monitorée toutes les 2 minutes pendant la totalit¢ de 1’¢tude du membre supérieur
controlatéral. Les critéres d’évaluation seront le pourcentage de dilatation du vaisseau (=
(diametre aprés vasodilatation — diametre de repos) x 100 / diameétre de repos) et le débit (=
vitesse au centre du vaisseau x surface). Les résultats obtenus lors de 1’étude d’hyperhémie

seront comparés a ceux obtenus aprés administration de trinitrine (valeurs de référence).

2.9.2.3 — Echo-Doppler carotidien

Echo-Doppler carotidien selon la méthode standard avec mesure de 1’épaisseur de la

plaque et évaluation du degré de sténose (criteres NASCET, ECST, et doppler).

2.9.2.4 — IRM carotidienne
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Le protocole IRM (imageur 1.5 Tesla) consistera en [’acquisition de plusieurs

séquences successives en apnée ou a I’aide d’un navigateur, d’une synchronisation cardiaque,

et d’une antenne de surface carotidienne :

séquences en densité de proton TSE double inversion-récupération black-blood (TR =
2000 ms, TE = 15 ms, épaisseur de coupe = 2 mm, résolution spatiale dans la coupe =
500x500 microns, temps d’acquisition = 20 secondes par coupe), orientation
perpendiculaire a I’axe du vaisseau,

séquences T2 TSE double inversion-récupération black-blood (TR = 2000 ms, TE =
50 ms, épaisseur de coupe = 2 mm, résolution spatiale dans la coupe = 500x500
microns, temps d’acquisition = 20 secondes par coupe), orientation perpendiculaire a
I’axe du vaisseau;

séquences T1 double inversion-récupération black-blood avant et aprés injection de
0.1 mmol/kg de gadolinium-DTPA (TR =300 ms, TE = 15 ms, épaisseur de coupe =2
mm, résolution spatiale dans la coupe = 500x500 microns, temps d’acquisition = 20
secondes par coupe). Les séquences acquises apres injection de gadolinium seront
acquises 2 minutes, 4 minutes, et 6 minutes apreés l’injection de gadolinium,

orientation perpendiculaire a I’axe du vaisseau.

Les critéres d’évaluation seront: I’inflammation de la plaque (une mesure relative de la

variation de signal entre I’image acquise avant et apres injection de gadolinium sera réalisée

pour la plaque entiere et éventuellement pour une partie de la plaque si le réhaussement est

localisé en une zone bien spécifique) exprimée en pourcentage de réhaussement, le volume

global de la plaque, le ratio volume des calcifications/volume global de la plaque, et le degré

de sténose.

2.9.2.5 — Scanner coronarien

93



Une acquisition synchronisée a I’ECG centrée sur les axes carotidiens et coronariens
sera réalisée aprés injection de produit de contraste iodé a I’aide d’un scanner multibarrettes.
L’analyse comportera 1’identification et la caractérisation des plaques sur les segments
vasculaires explorés. Les critéres d’évaluation seront: les calcifications, le caractére
hypodense des plaques en unités Hounsfield (sans valeur seuil), le degré de sténose

(significative si > 50%).
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CHAPITRE 3 :

ATHEROSCLEROSE, DIABETE DE TYPE 2 ET STEATOSE

HEPATIQUE NON ALCOOLIQUE

1 — Données actuelles

1.1 - Significativité clinique

La stéatose hépatique représente une entit¢é anatomo-clinique majeure en raison
notamment de 1’intérét croissant porté aux maladies stéatosiques non alcooliques du foie,
regroupées sous 1’acronyme anglo-saxon de NAFLD (Non Alcoholic Fatty Liver Disease)
[167], ainsi que de leur augmentation croissante. Ce groupe de maladies est trés large
puisqu’il va de la « simple » stéatose a la cirrhose en passant par la NASH (Non Alcoholic
Steato Hepatitis). La stéatose correspond sur le plan biochimique a une accumulation de
lipides dans les hépatocytes; il s’agit essentiellement de triglycérides. Une proportion
importante de patients restera a ce stade de la maladie sans complication hépatique. Lorsque
la stéatose s’accompagne d’une inflammation avec une nécrose et une fibrose péri-sinusoidale
et/ou portale, on parle de stéatohépatite non alcoolique (NASH). Le pronostic sera trés
différent entre la stéatose simple et la NASH. Le risque de cirrhose et de mortalité d’origine
hépatique est significativement plus élevé en cas de NASH [168]. La cirrhose et le risque de
carcinome hépatocellulaire sont les éléments pronostics de la NASH. Ce risque est mal évalué.
La plupart des études avec biopsies hépatiques sont réalisées chez des malades et il existe un
biais de recrutement évident. Par ailleurs, les études a partir d’autopsies ne permettent pas

d’avoir une évaluation correcte de la consommation alcoolique. Malgré ces différents biais, il
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semble que la prévalence de la stéatose soit de I’ordre de 10% chez les individus a poids
normal et de 70% chez les obéses, et que la stéatohépatite soit retrouvée chez 3% des sujets
non obeses et chez 15 a 20% des sujets obeses [169]. Au stade initial du diagnostic, 30 a 40%
des sujets porteurs d’une stéatohépatite ont une fibrose avancée, dont 10 a 15% de cirrhose

[169,170].

L’accumulation de triglycérides intra-hépatocytaires s’accompagne d’une
augmentation du taux des transaminases. L’augmentation des transaminases n’est pas
associée de fagon systématique a la sévérité de I’atteinte hépatique. Dans le cas du diabéte
sucré, il a été constaté qu’a niveau de stéatose identique, les transaminases sont plus basses
que chez les patients non diabétiques [171]. Il semble donc que le taux de transaminases sous-
estime le niveau de stéatose des patients diabétiques. Des patients porteurs d’une stéatose
évoluée peuvent présenter des taux de transaminases normaux. Les études a partir de biopsies
hépatiques montrent que les patients avec stéatose sont habituellement d’dge moyen (49-54
ans), en surpoids ou obéses (60-90%), hypertriglycéridémiques (27-81%) et diabétiques de
type 2 (28-55%) [172].

La prévalence de la stéatose au cours du diabéte de type 2 est variable selon les études
et surtout selon le mode de diagnostic utilisé pour confirmer la stéatose. On estime que 25 a
75% des patients diabétiques sont porteurs d’une stéatose [11]. Dans un travail prospectif,
Hickman et al. [173] ont montré que 28% des patients diabétiques de type 2 présentaient une
anomalie du bilan hépatique, avec pour 65% d’entre eux une stéatose, 14% une infection
virale, et 12.6% une hépatopathie d’origine alcoolique. En utilisant la technique non-invasive
de référence qui est la spectrométrie-RMN, la prévalence de la stéatose (> 5%) est estimée a
34% dans la population générale américaine [174]. Avec cette méme technique, différentes
équipes ont trouvé que 60 a 76% des patients diabétiques de type 2 avaient une stéatose

[175,176]. Ainsi dans un travail récent, 144 patients porteurs d’une stéatohépatite confirmée a

96



la biopsie ont bénéfici¢é d’une évaluation compléte pour déterminer les caractéristiques
clinico-biologiques associées a une fibrose sévere [177]. Vingt-six pourcent n’avaient pas de
fibrose anormale, 47% une fibrose minime ou modérée, 10% une fibrose sévere et 17% une
cirrhose. En analyse multivari¢e, 1’age, 1’obésité, un ratio ASAT/ALAT >1 et la présence

d’un diabete sucré étaient des facteurs de risque indépendants de fibrose sévere [177].

1.2 — Caractéristiques anatomo-physio-pathologiques

Pour des raisons de simplicité, nous assimilerons le terme « NAFLD » au terme
« stéatose » dans les paragraphes a venir méme si ces deux termes représentent
sémantiquement deux entités différentes. Le terme « stéatose simple » sera employé le cas

échéant.

1.2.1 — Possibles mécanismes biologiques reliant stéatose et athérosclérose

accélérée

Bien que le risque plus élevé de maladie cardiovasculaire associé a la stéatose puisse
étre parfaitement expliqué par I’association étroite de la stéatose avec les facteurs de risque
métaboliques constituant le syndrome métabolique, les données récentes provenant des études
transversales et prospectives supportent I’hypothése que la stéatose elle-méme contribue a un
risque plus élevé de maladie cardiovasculaire indépendamment des autre facteurs de risque
pronostiques. Cela suggere une idéee plus complexe des interrelations entre stéatose,
syndrome métabolique et athérosclérose. Les mécanismes biologiques possibles liant stéatose
et athérosclérose accélérée sont encore mal connus.

La stéatose dans ses formes les plus avancées pourrait agir comme un stimulus
augmentant la résistance a [D’insuline et la dyslipidémie (avec une surproduction

caractéristique de particules rémnantes riches en triglycérides et en cholestérol), conduisant a
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une athérosclérose accélérée. Cette hypotheése est supportée par la relation étroite et linéaire
existante entre le contenu hépatique en graisse et les mesures directes de la sensibilité
hépatique a I’insuline [178], et ceci est aussi en partie validée par les études prospectives
démontrant que 1’augmentation des enzymes hépatiques prédit la présence d’un diabéte de

type 2 indépendamment de 1’obésité [179-181].

Un autre mécanisme sous-jacent liant possiblement la stéatose a I’athérosclérose peut
étre représenté par une augmentation du stress oxydatif et de I’inflammation chronique
préclinique, qui sont reconnus comme des facteurs de causalité¢ dans la progression de la
simple stéatose a des formes plus avancées de stéatose [182,183]. Les especes d’oxygene
réactive dérivées de I’oxydation des acides gras stimulée par la stéatose, les 1ésions hépatiques
et le relargage des cytokines qui s’en suivent, et le contexte proinflammatoire qui en découle
pérennisent probablement les dégats hépatiques de la stéatose et ajoutent des stimuli
athérogeénes supplémentaires au statut oxydatif/proinflammatoire déja élevé en rapport étroit
avec le syndrome métabolique [184], notamment par 1’augmentation de la production
hépatique de CRP. Il a été rapporté que les patients avec stéatose ont des marqueurs
plasmatiques de stress oxydatif [185,186] et d’inflammation plus élevés [186-188] que ceux
qui n’ont pas de stéatose. La plupart de ces marqueurs inflammatoires sont associés a la
sévérité histologique de la stéatose indépendamment des facteurs de risque classiques et des

facteurs consituant le syndrome métabolique.

La diminution des concentrations d’adiponectine, une cytokine sécrétée par le tissu
adipeux et possédant des propriétés anti-athérogeénes [187], pourrait représenter un autre
mécanisme possible reliant stéatose et athérosclérose. Il existe chez les patients stéatosiques
une diminution marquée des concentrations plasmatiques d’adiponectine [187,189,190], et
cette diminution est associée a la sévérité histologique de la stéatose indépendamment de

I’obésité abdominale et des autres constituants du syndrome métabolique [187,190,191]. Cette
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observation peut étre pertinente puisque I’hypoadiponectinémie est un facteur prédictif
indépendant de maladie cardiovasculaire et de syndrome métabolique dans les grandes études
prospectives [192], et pourrait également contribuer directement au développement et a la
progression de la stéatose. En effet, il a ét¢ montré que 1’administration d’adiponectine
recombinante est efficace pour améliorer I’hépatomégalie associée a 1’obésité et 1’infiltration
graisseuse hépatique chez les souris ob/ob [193]. Les mécanismes potentiels par lesquels
I’adiponectine peut exercer ses actions hépato-protectrices incluent I’induction de 1’oxydation
hépatique des acides gras, I’inhibition de la synthése des acides gras, et la suppression de la
production du TNF-alpha dans le foie [193].

Finalement, il existe aussi de nombreux arguments laissant penser que la stéatose
pourrait étre liée a une athérosclérose accélérée a travers la présence d’un métabolisme
anormal des lipoprotéines, notamment durant la phase post-prandiale [194,195]. 11 a été
montré que la magnitude de la réponse des triglycérides post-prandiaux et des diénes
conjugués aux LDL apres un test oral de charge en graisse est plus élevée chez les patients
avec stéatose que chez les sujets sains, et qu’elle est étroitement corrélée a la sévérité des

1ésions hépatiques histopathologiques [194,195].

1.2.2 — Physiopathologie de la stéatose du diabétique de type 2

Le contenu hépatique en triglycérides est déterminé par la concentration d’acides gras
libres circulants, leur béta-oxydation, la lipogenése de novo et la sécrétion des VLDL-
triglycérides. La stéatose résulte d’un déséquilibre entre la synthése des lipides et leur
oxydation. Parmi les mécanismes a 1’origine de ce déséquilibre, on retrouve la diminution de
I’oxydation des acides gras libres, secondaire a une dysfonction mitochondriale, et une
augmentation de la lipogeneése. Des travaux récents suggerent qu’une atteinte de la

diacylglycérol acyl transférase (DGAT) pourrait étre un ¢lément important a 1’origine de la
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stéatose [196]. Plusieurs études ont montré le role majeur de la DGAT dans la synthése et la
sécrétion des triglycérides sous forme de VLDL. La surexpression de certaines formes de la
DGAT chez I’animal conduit a la stéatose sans développement d’insulinorésistance [197]. Les
mode¢les animaux ont montré que d’autres acteurs du métabolisme lipidique sont impliqués
dans I’apparition d’une stéatose, c’est le cas de SREBP-1c¢ (sterol response element binding
protein), de PPAR gamma et de chREBP (carbohydrate response element binding protein)
[197]. Une baisse de la sortie des triglycérides sous forme de VLDL est un autre mécanisme
en cause. Ainsi, dans le cas des patients diabétiques, un polymorphisme de la MTP
(microsomal transfert triglyceride protein), enzyme impliquée dans la synthése et la sécrétion
hépatique des VLDL, est associ¢ a une plus grande prévalence de la stéatose [198].
L’apparition de 1ésions inflammatoires et dégénératives entraine le passage de la stéatose a la
NASH. Il est favorisé¢ par une augmentation du stress oxydatif et par un déséquilibre de la
sécrétion de certaines adipokines (adiponectine, leptine, TNF alpha, résistine). Les patients
diabétiques de type 2, porteurs d’une insulino-résistance, réunissent la plupart des conditions
favorables au développement d’une stéatose, voire d’une NASH, avec une augmentation de la
concentration des acides gras libres plasmatiques, une obésité viscérale responsable
d’anomalies de la sécrétion des adipokines, des troubles de la lipogenése et une augmentation

du stress oxydatif.

1.3 — Role de I’imagerie non invasive in vivo

1.3.1 — Diagnostic et quantification de la stéatose

L’¢évaluation diagnostique de la stéatose est un challenge majeur. La plupart des
patients stéatosiques n’ont pas de symptomes ou de signes cliniques de maladie hépatique au

moment du diagnostic, méme si quelques patients rapportent parfois une fatigue et une
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sensation d’inconfort abdominal. Une hépatomégalie peut étre la seule anomalie a 1’examen
clinique chez la plupart des patients. La présence d’une élévation plasmatique modérée du
taux des enzymes hépatiques est la plus fréquente et souvent la seule anomalie biologique
retrouvée chez les patients avec stéatose. D’autres anomalies biologiques peuvent étre
retrouvées chez les patients présentant des formes plus avancées de stéatose (stade de
cirrhose). Cependant, comme précédemment décrit, le taux des enzymes hépatiques peut étre
dans les limites de la normale chez une grande partie de ces patients, jusqu’a 70%, et possede
donc une mauvaise sensibilité pour la détection de la stéatose [182,199]. Les patients avec un
taux d’enzymes hépatiques normal peuvent recouvrir tout I’éventail des 1ésions histologiques
de la stéatose. Par conséquent, la présence d’un taux d’enzymes hépatiques normal ne peut
pas étre utilisée pour exclure la présence de formes plus avancées de maladie hépatique
[182,199,200]. La quantification de la stéatose représente donc un enjeu majeur. L’analyse
histologique d’une biopsie hépatique est considérée comme 1’examen de référence, mais cette
technique est invasive, peu précise (semi-quantitative) méme s’il est possible de réaliser une
morphométrie, et sujette a des biais d’échantillonnage dus a 1’hétérogénéité de la stéatose
[201,202]. Plusieurs techniques non invasives ont été développées pour évaluer la stéatose.
L’échographie hépatique est la plus utilisée. Elle permet la detection de la stéatose avec une
sensibilité de 83% et une spécificité voisine de 100% [169]. Cependant, 1’échographie permet
de détecter la stéatose, mais pas de la quantifier de fagon précise. Par ailleurs, sa sensibilité est
plus mauvaise pour les stéatoses modérées, notamment quand I’infiltration graisseuse
hépatique est inférieure a 33% en histologie [182,199]. Le scanner avec injection de produit
de contraste permet d’avoir une évaluation semi-quantitative de la stéatose. Sa sensibilité
oscille entre 54 et 71%, mais il a I’inconvénient d’étre irradiant. La spectroscopie par
résonance magnétique nucléaire (‘'H-SRM) est actuellement reconnue comme la technique

non invasive de référence pour quantifier la stéatose [203], méme si sa validation reste
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incompléte dans la littérature. En 2004, cette technique a été utilisée pour mesurer la stéatose
dans une cohorte de plus de 2000 sujets [174]. Un seuil de 5.5% a été¢ défini comme limite
supérieure de la normale. Une stéatose hépatique a été diagnostiquée chez 34% de la
population américaine [174]. Cependant, cette technique trés precise est encore peu disponible
et nécessite un appareillage adapté et un paramétrage complexe pour donner des résultats
fiables qui ne permettent pas sa généralisation en pratique clinique. Des techniques plus
simples se sont donc développées en IRM ayant toutes comme point commun d’utiliser la
propriété de décalage chimique entre les protons de I’eau et de la graisse. L’IRM avec
séquence phase-opposition de phase est une technique simple, bien corrélée a la
spectroscopie-RMN, et donne une évaluation quantitative trés précise de la stéatose [176].
Cette technique, applicable en routine clinique, nécessite un temps d’acquisition court et
permet de réaliser une véritable cartographie (imagerie paramétrique) de la stéatose hépatique,
grace notamment a une séquence ¢cho de gradient (EG) triple-écho [176,204]. Nous nous
sommes attachés a développer cette technique rapide de mesure de la stéatose hépatique a 3
Teslas et a la valider par rapport a la spectroscopie-RMN. Ces travaux ont fait I’objet de deux
publications internationales, 1’une dans « Radiology », et 1’autre dans « European Radiology »

(Annexes E et F) [176,204].

Concernant le niveau de stéatohépatite, la biopsie hépatique reste la référence.
L’utilisation de biomarqueurs a partir de parameétres biologiques et cliniques est en cours
d’évaluation. Selon le score utilisé, 1’indice de masse corporelle, le tour de taille, les
transaminases, la glycémie, les paramétres lipidiques sont intégrés dans le calcul de
I’évaluation du niveau de stéatohépatite. Toutefois, on peut craindre que leur utilisation soit
délicate dans la population des patients diabétiques, car beaucoup des paramétres biologiques
et cliniques pris en compte sont modifiés par la maladie diabétique et par les traitements des

facteurs de risque vasculaire. Une autre technique d’évaluation de la fibrose est 1’élastométrie.
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Cette technique a base d’ultrasons semble bien validée chez le sujet a poids normal; par
contre les patients obéses comme les diabétiques sont difficiles a évaluer par cette méthode du

fait de 1’épaisseur de leur panicule adipeux.

1.3.2 — Stéatose et maladies cardiovasculaires chez le non diabétique et le

diabétique de type 2

Nous nous proposons dans les paragraphes a venir de résumer les principales données
de la littérature concernant les relations entre stéatose, athérosclerose carotidienne et/ou

coronarienne, et diabéte de type 2.

1.3.2.1 - Liens entre stéatose et complications vasculaires du

diabéte

Les relations entre stéatose et maladie diabétique ne sont pas trés bien connues.
L’absence de technique fiable, non invasive, d’évaluation de la stéatose explique le peu
d’études disponibles sur le sujet.

La présence d’une stéatose et d’une NASH dans la population générale est associée a
un plus grand risque de pathologie coronarienne [6,7,9]. Par ailleurs, la stéatose est fortement
liée au syndrome métabolique qui associe insulinorésistance, troubles glucidiques, anomalies
lipidiques, et obésité androide, reconnus comme associés a une augmentation du risque
cardiovasculaire [5]. La difficulté est donc de déterminer si cette relation stéatose/risque
vasculaire est indépendante des anomalies métaboliques accompagnant la stéatose hépatique.
Dans la population de patients diabétiques, I’évaluation de la relation stéatose/risque
vasculaire a donné des résultats discordants. L’équipe italienne de Targher a retrouvé une
augmentation des événements coronariens chez les sujets diabétiques avec stéatose évaluée

par échographie [8]. A I’inverse, dans un travail récent, avec une évaluation plus précise de la
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stéatose par scanner, il n’a pas été retrouvé d’augmentation de 1’épaisseur intima-média

carotidienne en cas de stéatose chez les diabétiques de type 2 [10].

Concernant une éventuelle influence de la stéatose sur les complications
microvasculaires du diabéte de type 2, seule une étude a observé une augmentation de
I’incidence des traitements de rétinopathie par laser et de la présence d’une néphropathie
(15% versus 9%) chez les sujets diabétiques atteints de stéatose [205]. Un travail récent
démontre qu’en cas de prédiabéte, la présence d’une stéatose est associée a une plus grande
incidence de microalbuminurie [206]. Ces auteurs suggérent que la présence de cytokines pro-
inflammatoires et I’augmentation du stress oxydant en cas de stéatose favoriseraient le
développement des complications microvasculaires du diabéte. Les limites de ces études
résident dans 1’utilisation de 1’échographie pour le diagnostic d’une surcharge hépatique
modérée en graisse et la non prise en compte de 1’obésité viscérale, qui est associée aux
complications microvasculaires du diabéete. Des études complémentaires sont indispensables
pour vérifier si ’augmentation des complications microvasculaires en présence de stéatose est

réellement indépendante de 1’influence de 1’obésité viscérale.

1.3.2.2 — Liens entre stéatose et marqueurs d’athérosclérose

préclinique

Des ¢tudes transversales récentes ont démontré de manicre répétitive une
augmentation nette de I’EIMc, comme indice fiable d’athérosclérose préclinique [207] chez
les patients stéatosiques [6,208,209]. Ces données ont ¢té validées par les résultats d’une
¢tude de population démontrant une augmentation de I’EIMc et une prévalence plus élevée de
plaques carotidiennes chez les patients stéatosiques [210]. Cependant, dans ces études le

diagnostic de stéatose était basé exclusivement sur les tests sanguins et I’échographie, mais
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n’était pas confirmé par biopsie hépatique, qui est la méthode de référence pour confirmer la

stéatose [182,183,211].

Récemment, I’équipe de Targher [7] a montré dans une grande étude observationnelle
que les patients avec stéatose prouvée par biopsie avaient une augmentation significative de
I’EIMc en comparaison avec des sujets sains controles d’age, de sexe, et d’IMC identiques;
I’EIMCc était significativement plus élevée pour les individus avec NASH que pour ceux avec
une simple stéatose, et plus important, la sévérité¢ histologique de la stéatose (c’est-a-dire
stéatose, nécrotico-inflammation et fibrose) prédisait I’EIMc indépendamment des facteurs de
risque classiques, de 1’insulinorésistance estimée par le modele HOMA (Homeostatic Model
Assessment), et des constituants du syndrome métabolique. Précédemment, O’Leary et al.
[212] rapportaient qu’une valeur d’EIMc < 0.86 mm entraine un risque faible de maladie
cardiovasculaire, alors qu’une valeur d’EIMc > 1.10 mm entraine un risque ¢élevé de maladie
cardiovasculaire. Il mérite de souligner que les valeurs moyennes d’EIMc que Targher et al.
retrouvaient chez les patients contrdles sains et ceux avec stéatose étaient de 0.82 et 1.14 mm,
respectivement [7]. Sookoian et al. [9], dans une méta-analyse récente, confirment ces
données chez 3 497 sujets (1 427 patients et 2 070 sujets contréles), en montrant une
association significative entre EIMc et stéatose. Comme nous 1’avons dit précédemment, si
cette association ne fait aucun doute chez les patients stéatosiques non diabétiques, elle est est
beaucoup plus controversée chez les patients stéatosiques diabétiques de type 2, aucune étude
n’ayant réellement démontré cette association. Nous avons notamment montré dans une
population de 101 patients diabétiques de type 2 et stéatosiques [213], chez lesquels la mesure
de la stéatose était réalisée de manicre quantitative et donc trés précise par spectro-IRM, qu’il
n’y avait pas de différence significative de I’EIMc chez les patients stéatosiques et non
stéatosiques, suggérant I’intérét majeur de la mesure par IRM de la stéatose et I’existence

potentielle de polymorphismes génétiques sous-jacents pouvant moduler les liens entre
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stéatose et EIMc. C’est ce que nous avons montré dans le travail suivant chez 218 diabétiques
de type 2 stéatosiques [214]. Nous avons démontré que la relation existante entre EIMc et
stéatose chez le diabétique était différente en fonction du polymorphisme de 1’adiponutrine,
expliquant possiblement les résultats discordants de la littérature concernant les liens entre
stéatose et athérosclérose dans cette population. Ces travaux ont fait I’objet de deux
publications internationales dans « Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism »
(Annexes G et H) [213,214].

Il existe également des preuves supplémentaires démontrant que la stéatose est
corrélée avec la dysfonction circulatoire endothéliale, un autre marqueur d’athérosclérose
précoce [215]. 11 a été montré qu’il existe chez les patients non diabétiques stéatosiques une
diminution significative de la vasodilatation endothéliale artérielle brachiale médi¢e par le
flux en comparaison avec les sujets controles sains identiques, et que cette diminution est
corrélée aux aspects histologiques de la stéatose indépendamment de 1’age, du sexe, de I'IMC,
de D’insulinorésistance évaluée par HOMA, et des autres constituants du syndrome
métabolique [216]. De plus, la probabilité a 10 ans de risque d’événements cardiovasculaires
(calculée selon 1’équation de Framingham) était modérément augmentée chez ces patients
[216]. De maniére similaire, chez les patients diabétiques de type 2 métaboliquement bien
contrdlés, une augmentation 1égére du taux d’enzymes hépatiques, comme marqueur de
stéatose, était indépendamment associ¢ a une diminution de la vasodilatation artérielle
brachiale médiée par le flux et a une mauvaise sensibilité a I’insuline corps entier [217].

Evidemment, ces données soulévent la question de savoir si les événements
cardiovasculaires apparaitront avant le développement d’une insuffisance hépatique chez les
patients avec stéatose, et si un traitement agressif des facteurs de risque cardiovasculaires est

une modalité thérapeutique importante pour tous les patients stéatosiques.
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1.3.2.3 — Liens entre stéatose et prévalence des maladies

cardiovasculaires

Targher et al. [218] ont récemment rapporté une aumentation de la prévalence des
événements cardiovasculaires coronariens, cérébrovasculaires et vasculaires périphériques
chez les patients diabétiques de type 2 avec stéatose (diagnostiquée par tests sanguins et
échographie) en comparaison avec des patients diabétiques non stéatosiques. La relation
significative entre stéatose et maladie cardiovasculaire était peu affectée par 1’ajustement aux
facteurs de risque classiques, la durée du diabéte et le controle glycémique, mais 1’ajustement
au syndrome métabolique atténuait cette relation. Dans une étude plus récente des mémes
auteurs analysant 2 839 patients diabétiques de type 2 [219], la stéatose était associée a une
prévalence significativement plus élevée de maladies cardiovasculaires coronaires (26.6 vs
18.3%), cérébrovasculaires (20 vs 13.3%) et périphériques (15.4 vs 10%) comparé¢ aux
patients non stéatosiques.

De la méme manicre, dans un large échantillon de travailleurs males d’age moyen,
ceux avec stéatose ¢Etaient plus susceptibles d’avoir une maladie cardiovasculaire en
comparaison avec ceux sans stéatose; de plus, la présence d’une stéatose était associée a la
présence d’une maladie cardiovasculaire indépendamment de I’obésité et des autres facteurs
pronostiques [220].

De maniére similaire, Kessler et al. [221] rapportaient une prévalence de la stéatose
significativement plus ¢élevée chez les patients avec IDM (66 et 50% pour les hommes et les
femmes, respectivement) que dans la population générale. De plus, la présence d’une stéatose
¢tait associée avec une sévérité plus marquée de maladie coronaire. Ces deux données étaient
indépendantes de I’age, du sexe et de ’IMC.

Encore plus intéressant, dans une autre ¢tude par Schwimmer et al. [222] ont émis

I’hypothése que la stéatose était un FDR d’apparition précoce de 1ésions d’athérosclérose et
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que I’athérosclérose débute dans 1’enfance et progresse jusqu’a 1’age adulte pour former les
Iésions responsables d’événements cardiovasculaires. Ils ont donc analysés les données
autopsiques de 817 enfants (agés de 2 a 19 ans) décédés d’autres causes (accident, homicide,
suicide). La graisse hépatique, définie comme > 5% d’hépatocytes affectés par la stéatose,
¢était présente dans 15% des cas, une athérosclérose modérée des artéres coronaires était
présente dans 21% des cas, et une athérosclérose plus sévére était présente chez 2% des sujets.
Les 1ésions athéroscléreuses étaient plus fréquentes chez les enfants stéatosiques que chez
ceux sans stéatose (odds ratio 1.8, p < 0.001). Les auteurs concluaient que la graisse
hépatique n’était peut-étre pas seulement un marqueur mais aussi un médiateur précoce de
’athérosclérose.

Dans une méta-analyse récente, Sookoian et al. [9] montraient, dans une population
incluant au total 3 212 sujets, que la présence de plaques carotidiennes était plus fréquente
chez les patients avec stéatose que chez les patients contrdles. De la méme manicre, Assy et al.
[223] viennent récemment d’évaluer la relation existante entre stéatose et maladie coronaire
chez 29 patients stéatosiques et 32 sujets controles. La stéatose était évaluée par scanner et la
maladie coronaire par angioscanner 64-barrettes. Les auteurs retrouvaient une prévalence
significativement plus élevée de plaques coronaires calcifiées et non calcifiées, et de sténoses
coronaires non significatives chez les patients stéatosiques. Par ailleurs, la stéatose était un
facteur prédictif majeur d’athérosclérose coronaire (odds ratio, 2 ; p < 0.04), indépendamment
des indicateurs de syndrome métabolique. A I’opposé de ces études, nous avons montré de
maniére prospective dans une population de 144 diabétiques de type 2 qu’un contenu
hépatique en graisse ¢élevé mesuré par spectro-IRM prédisait ’absence de plaque
d’athérosclérose carotidienne (odds ratio, 0.94; 95% confidence interval, 0.89-0.99; p =
0.017). Ce travail a fait I’objet d’une publication internationale dans « Diabetic Medicine »

(Annexe I) [224].
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Evidemment, tout lien de cause a effet doit étre fait de maniére précautionneuse
compte tenu du caractere transversal de ces études. Des études complémentaires de suivi sont
nécessaires pour déterminer si 1’augmentation de la prévalence de 1’athérosclérose et des
maladies cardiovasculaires parmi les patients stéatosiques affecte également la mortalité a
long terme, et surtout pour déterminer si cette prévalence est modifiée chez les patients
stéatosiques et diabétiques de type 2 en fonction des polymorphismes génétiques et de

méthodes plus précises d’évaluation de la stéatose comme I’IRM.

1.3.2.4 — Liens entre stéatose et incidence des maladies

cardiovasculaires

Les patients stéatosiques apparaissent avoir un risque de mortalité augmenté en
comparaison avec la population générale [182]. Par exemple, dans une cohorte de 420
patients stéatosiques, Adams et al. [225] rapportaient un taux global de mortalité élevé au
terme d’un suivi moyen de 7.6 ans en comparaison avec la population générale, et ce taux
était principalement en rapport avec des maladies cardiovasculaires et néoplasiques. Un age
plus ¢élevé et la présence d’un diabéte de type 2 et d’une cirrhose, mais pas le syndrome
métabolique, prédisaient indépendamment la mortalité globale parmi les patients stéatosiques.
Matteoni et al. [168] rapportaient que le taux de mortalité par maladie cardiovasculaire était la
deuxieéme cause la plus commune de déces chez 132 patients stéatosiques suivis pendant 18
ans, avec un taux égalant celui des déces de cause hépatique et suivant de pres celui des déces
par cancer. Antérieurement, Lee et al. [170] rapportaient que les maladies cardiovasculaires

étaient la cause la plus fréquente de déces chez 49 patients suivis pendant 4 ans.

Cependant, il est important de souligner que les études existantes examinant 1’histoire

naturelle de la stéatose sont limitées par les nombres de patients relativement petits, et sont
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issues de centres tertiaires spécialisés, limitant donc la généralisation a la communauté

extérieure [182].

Suite a cela, quelques grandes études épidémiologiques prospectives ont montré de
fortes associations entre une ¢lévation modérée du taux des enzymes hépatiques, comme
marqueur présum¢é de stéatose, et une augmentation de I’incidence des maladies
cardiovasculaires aussi bien chez les patients non diabétiques que chez les diabétiques de type
2. Parmi 7 613 hommes britanniques d’age moyen suivis pendant 11.5 ans, une ¢lévation des
taux de gamma GT était indépendamment associé a une augmentation significative des déces
de toutes causes et notamment par maladie cardiovasculaire [226]. Dans une étude de 163
944 hommes et femmes autrichiens, les taux de gamm GT étaient indépendamment associés a
une augmentation de la mortalité cardiovasculaire dans les deux genres [227]. Ioannou et al.
[228] ont réalis€¢ une analyse transversale comparant 7 526 participants de la « National
Health and Nutrition Examination Survey-III » avec des taux normaux et ¢élevés d’alanine
aminotransférase (ALAT), et ont examiné les niveaux moyens du score de Framingham pour
le risque coronaire. Ils rapportaient que les sujets avec €¢lévation du taux plasmatique d’ALAT,
en I’absence d’hépatite virale et de consommation alcoolique excessive, avaient un risque
calculé de maladie cardiovasculaire augmenté, sachant que la plupart avaient une stéatose.
Récemment, Schindhelm et al. [229] ont rapporté une forte association positive entre le taux
plasmatique d’ALAT et Dl’incidence de maladie coronaire dans une large cohorte de
caucasiens d’age moyen. Les auteurs ont démontré que les sujets avec augmentation modérée
du taux d’ALAT avaient un risque augmenté d’événements coronaires a venir pendant un
suivi moyen de 10 ans, indépendamment des FDR classiques et des constituants du syndrome
métabolique. Au contraire, 1’association des taux d’ALAT avec les déces de toutes causes

devenait non significative apres ajustement pour les mémes facteurs pronostiques.
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Targher et al. [230] ont mené une étude prospective chez 2 103 patients diabétiques de
type 2 sans maladie cardiovasculaire ni hépatite virale connues. Durant 5 ans de suivi, 248
participants ont développés une maladie coronaire non fatale (IDM et procédures de
revascularisation coronaire) ou un accident ischémique cérébral ou sont décédés de mort
cardiovasculaire. Par un jeu d’échantillonage du risque, 496 patients controles parmi ceux qui
restaient indemnes de maladie cardiovasculaire pendant le suivi étaient sélectionnés par
randomisation (ratio 2:1), et appareillés pour I’age et le sexe aux sujets « cas ». Les auteurs
ont trouvé que la stéatose, diagnostiquée par tests sanguins et échographie hépatique, était
significativement associée a une augmentation modérée du risque d’incidence de maladie
cardiovasculaire, méme aprés ajustement pour les FDR classiques, le controle glycémique, et
les composants du syndrome métabolique. Récemment, Adams et al. [231] ont montré dans
une étude de cohorte de 337 patients diabétiques de type 2 dont 116 stéatosiques suivis
pendant 10.5 ans que la présence d’une stéatose était significativement associée a une
augmentation du risque de mortalit¢ globale toutes causes confondues, mais n’était pas
associée a une augmentation du risque de mortalité par maladie cardiovasculaire dans
I’analyse mulitvariée ajustée. La principale cause de mortalité était d’origine hépatique. Ces
données alimentent donc la controverse sur la spécificité du risque cardiovasculaire chez les
patients stéatosiques et diabétiques de type 2 de maniére concomitante, ce risque n’étant pas

augmenté ici dans cette population contrairement a ce qui a été rapporté chez les patients

stéatosiques non diabétiques.

Autrement dit, si certains des résultats sus-cités supportent I’hypothése que les patients
stéatosiques ont un risque augmenté de maladies cardiovasculaires, cette hypothése semble
moins ¢évidente et plus controversée chez les patients stéatosiques diabétiques de type 2.
Actuellement, chez le patient non diabétique, rien ne permet de savoir si le fait de traiter la

stéatose peut prévenir le développement de maladies cardiovasculaires. Cependant, les
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interventions connues pour étre efficaces dans la prévention des maladies cardiovasculaires,
incluant la perte de poids [232] et les traitements par les agents sensibilisants a 1’insuline
(metformine et glitazones) [233,234] ou les traitements hypolipémiants (statines) [235]

pourraient possiblement améliorer la stéatose.

2 — Protocole GEPSAD

Ci-dessous un descriptif détaillé du protocole GEPSAD qui a donnée lieu a cinq
publications internationales sur le théme « Imagerie de 1’athérosclérose chez le sujet

diabétique de type 2 et/ou stéatosique non alcoolique » (Annexes E, F, G, H et I).

2.1 -Titre

Intitulé du protocole: étude GEPSAD ou « GEnetic Polymorphisms, Steatosis And
Diabetes » (ou polymorphismes génétiques, stéatose hépatique et anomalies lipidiques chez

les sujets diabétiques de type 2).

2.2 — Promoteur

Centre Hospitalier Universitaire de Dijon, 1 bd Jeanne D’Arc, BP 77908, 21079 Dijon

Cedex.

2.3 — Investigateur principal

Monsieur le Professeur Jean-Michel PETIT; Service d’Endocrinologie et de
Diabétologie, CRI INSERM U866, CHU Le Bocage, 2 bd du Maréchal de Lattre de Tassigny,
BP 77908, 21079 Dijon Cedex; T¢l: 03.80.29.34.53; Fax: 03.80.29.35.19; E-mail: jean-

michel.petit@chu-dijon.fr.
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2.4 — Contexte scientifique

La stéatose hépatique non alcoolique ou NAFLD représente la 17° cause
d’hépatopathie chronique dans les pays occidentaux avec une prévalence estimée entre 10 et
24% de la population générale [236,237]. Fréquemment associée a une insulinorésistance et
indépendamment du surpoids, la stéatose hépatique non alcoolique est récemment devenue un
des éléments du syndrome d’insulinorésistance [238]. Dans 20 a 30% des cas, elle peut
s’associer a des lésions nécrotico-inflammatoires avec ou sans fibrose définissant alors une
stéatohépatite non alcoolique ou NASH. Alors que la stéatose pure est d’évolution bénigne, la
NASH est une hépatopathie potentiellement grave susceptible d’évoluer vers la fibrose dans
plus de 50% des cas, et la cirrhose dans 15% avec risque d’hépatocarcinome [236]. Les
facteurs prédictifs de la fibrose dans la NASH ont fait I’objet de 3 études rétrospectives chez
des patients biopsiés pour anomalies des tests hépatiques. Les parametres indépendants étaient
I’age, I’'index de masse corporelle, ’activit¢ ALAT, le ratio ALAT/ASAT >1, I’existence
d’une hypertriglycéridémie, et I’existence d’un diabéte [177,239,240]. Cependant, leurs

valeurs prédictives médiocres incitent a rechercher d’autres marqueurs.

Les études a partir de biopsies hépatiques montrent que 28 a 55% des patients porteurs
d’une NASH ont un diabéte de type 2 [241]. La stéatose hépatique chez les sujets diabétiques,
s’accompagne d’une sévérité de la dyslipidémie avec une élévation du taux des triglycérides,
une diminution du taux des HDL et un enrichissement des VLDL en triglycérides [242]. Ce
travail récent suggére que la stéatose hépatique serait un meilleur indice de prédiction de la
dyslipidémie dans le diabéte de type 2 que I’hyperglycémie ou I’insulinorésistance. Les
mécanismes a l’origine de cette stéatose sont encore trés mal connus. L’implication de
modifications des taux d’adipocytokines a 1’origine des stéatoses, quelqu’en soit 1’origine, est

une hypothese intéressante mais encore insuffisante [243,244]. Si I’influence de facteurs
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génétiques de prédisposition est acceptée, les ¢tudes sur ce sujet sont peu nombreuses et
utilisent souvent des évaluations de la stéatose avec des techniques peu performantes comme
I’échographie. Ainsi, le polymorphisme 493 G/T de la Microsomal Transfer Protein (MTP) a
été reconnu comme un facteur de risque de stéatose mais seulement a partir d’études
échographiques de la surcharge en graisse [245]. L’¢tude de ces polymorphismes de
prédisposition est donc indispensable afin de mieux préciser les sujets diabétiques a risque de
développer une stéatose et cela dans le but de leur proposer en priorité une prise en charge
préventive comme les traitement par glitazones ou par d’autres drogues actuellement en cours

d’évaluation comme le rimonabant, un agoniste des récepteurs endocannabinoides.

On ne connait pas exactement le nombre de patients diabétiques porteurs d’une
stéatose. Les études a partir d’évaluations échographiques estiment entre 50 et 70% le nombre
de sujets diabétiques atteints de stéatose [246]. Mais I’évaluation échographique est beaucoup
moins précise que I’étude par biopsie hépatique ou par spectrométrie RMN. L’évolution de la
maladie diabétique en présence d’une stéatose est-elle différente de celle d’un sujet diabétique
sans stéatose? De nombreuses questions concernant les sujets diabétiques de type 2
stéatosiques restent sans réponse: ces patients présentent-ils une maladie diabétique plus
évolutive? Existe-t-il des facteurs génétiques de prédisposition? Ont-ils plus de complications
micro et macrovasculaires? Présentent-ils un diabete plus difficile a équilibrer? Existe-t-il des

anomalies biologiques et notamment lipidiques associées a la présence de la stéatose?

Il parait donc indispensable de mieux évaluer les mécanismes a 1’origine de la stéatose,
et ses conséquences biologiques, notamment sur des analyses fines du métabolisme lipidique.
La prise en charge de la stéatose des sujets diabétiques n’a pas fait I’objet d’études
importantes et cela probablement en raison de 1’absence d’évaluation de son impact réel sur la

morbidité et la mortalité associées a la maladie diabétique. Toutefois, certaines thérapeutiques
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hypoglycémiantes comme les glitazones provoquent une diminution de la concentration
plasmatique de certaines adipocytokines et une diminution significative de la surcharge
hépatique en graisse. On peut donc formuler I’hypothése de privilégier en premiére intention
ce type de traitement chez les diabétiques porteurs d’une stéatose si on démontre le caractére

péjoratif de cette derniere sur I’évolution de la maladie diabétique.

2.5 — Objectifs

2.5.1 — Hypotheses de recherche

L’hypotheése de recherche est donc de démontrer qu’un certain nombre de
polymorphismes génétiques de protéines impliquées dans le métabolisme glucidique,
lipidique et adipocytaire (polymorphismes MTP, -493 G/T de la MTP, -1927 C/T du
récepteur R1 de 1’adiponectine et -265 C/T du geéne de I’apolipoprotéine A-II) sont des
facteurs favorisant le développement d’une stéatose en cas de diabete de type 2. Le but est
¢galement d’évaluer de facon plus approfondie les anomalies lipidiques associées a la
présence d’une stéatose et notamment celles qui concernent 1’expression monocytaire des
récepteurs des LDL. L hypothése formulée est que la stéatose hépatique s’accompagne d’une
activation de facteurs de transcription impliqués dans la lipogénése et notamment les facteurs
SREBP. L’activation de ces facteurs pourrait provoquer une augmentation de 1’expression de
récepteurs des LDL a I’origine d’une augmentation du catabolisme des LDL. Nous pensons
que les modifications biologiques associées a la stéatose (stress oxydant, altérations de la
sécrétion des adipocytokines, modifications du métabolisme lipidique) sont des facteurs qui
pourraient expliquer une augmentation des complications micro et macrovasculaires de ces

sujets.

2.5.2 — Objectif principal
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Etudier les polymorphismes génétiques susceptibles de favoriser I’apparition d’une

stéatose chez les patients diabétiques de type 2.

2.5.3 — Objectifs secondaires

e Préciser la physiopathologie des anomalies lipidiques associées a la stéatose chez les
patients diabétiques de type 2;
e Evaluer les complications micro et macrovasculaires des sujets porteurs d’une stéatose

en comparaison avec les sujets diabétiques de type 2 non stéatosiques.

2.6 — Type d’étude

Il s’agit d’'une étude d’observation de cohorte, transversale monocentrique, sans
bénéfice individuel direct, dans laquelle tous les patients bénéficient des mémes examens.
L’¢étude est conduite conformément aux lignes directives des Bonnes Pratiques Cliniques
francaises et européennes et de la déclaration d’Helsinki, aprés avis du CCPPRB et recueil

d’un consentement libre et éclairé.

2.7 — Criteres d’évaluation

2.7.1 — Principaux

Détermination de 1’existence d’une stéatose hépatique mesurée par spectrométrie
RMN (variable continu) dans une population de patients diabétiques de type 2 chez laquelle
on aura déterminé les polymorphismes génétiques de geénes d’intérét du métabolisme
lipidique, glucidique et adipocytaire, -493 G/T de la MTP, -1927 C/T du récepteur R1 de

I’adiponectine et -265 C/T du géne de I’apolipoprotéine A-II (variables qualitatives).
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2.7.2 — Secondaires

Mesure de I’expression monocytaire des récepteurs LDL (cytométrie en flux) et
mesure des taux plasmatiques de LDL-oxydés (ELISA), mesure de ’EIMc, évaluation de la
présence de complications microvasculaires du diabéte sucré dans le cadre du bilan annuel
systématique (microalbuminurie, rétinographie non mydriatique, score clinique  de

neuropathie).

2.8 — Descriptif de la population étudiée

2.8.1 — Sélection

Les patients diabétiques de type 2 sont préalablement vus en consultation médicale de
suivi. A cette occasion, ils sont sélectionnés et le protocole d’étude leur est proposé. Au cours
de cette visite, I’information sur la mise en place et les objectifs de la recherche est donnée au
sujet (lecture et remise de la note d'information au sujet). Si le sujet accepte son inclusion
dans le protocole, le bilan annuel de suivi effectué en hopital de jour ou en hospitalisation
compléte comprendra une étude de la surcharge hépatique en spectro-IRM et le prélévement
de 2 tubes de sang supplémentaires. Tous les traitements pouvant modifier la surcharge
hépatique en graisse (glitazones, corticoides systémiques, immunosuppresseurs) sont interdits.

Le nombre de patients prévu est de 205.

2.8.2 — Critéres d’inclusion

e Patient diabétique de type 2;
e Patient ayant donné son consentement écrit;

e Patient affilié¢ a un régime de sécurité sociale.

2.8.3 — Critéres d’exclusion
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e Pacemaker (contre-indication a I’IRM);

e Diabéte de type 1;

e Patient traité par glitazones dans les 3 mois précédant I’inclusion;
e Consommation d’alcool quotidienne supérieure a 4 verres par jour.
e Présence de matériel implantable (contre-indication a ’IRM);

e Claustrophobie;

e Patient < 18 ans;

e Patient sous tutelle ou curatelle ou non autonome intellectuellement.

2.9 — Méthodologie

2.9.1 — Déroulement pratique

Au décours d’une consultation dans le service d’endocrinologie, les patients
diabétiques de type 2, programmés pour bilan de diabéte en hospitalisation de jour dans le
service, se verront proposer de rentrer dans 1’étude. Aprés information et signature du
consentement éclairés, les patients diabétiques de type 2 apres recueil des données cliniques
bénéficieront du bilan biologique standard réalis¢é de fagon systématique aux patients de ce
type (dosage de: glycémie a jeun, HbAlc, ASAT, ALAT, gamma-GT, PAL, bilirubinémie,
protidémie, albuminémie, cholestérol total, HDL-cholestérol, triglycerides, VS, CRP,
fibrinogene, INR, TP-TCK, ECBU, microalbuminurie).

En plus du bilan biologique systématique, 3 tubes supplémentaires seront prélevés de
facon a rechercher le polymorphisme génétique de 3 protéines (Microsomal Transfer Protein,
Adiponectin receptor-1, Apolipoprotein A-II).

Les patients bénéficieront également d’une consultation diététicienne, d’une
consultation infirmiére (éducation), d’une surveillance de la tension artérielle par MAPA

pendant 1h30, d’une surveillance des glycémies capillaires au cours de la journée, d’'un ECG,
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d’un examen ophtalmologique, d’une spectro-IRM pour rechercher la présence d’une stéatose

hépatique, d’'une mesure de 1’épaisseur intima-média et d’une consultation de synthese.

2.9.2 — Examens complémentaires

2.9.2.1 — Dosages biologiques

e Microsomal Transfer Protein (MTP): polymorphisme (-493 G/T):

La MTP est une protéine de transfert des lipides active au niveau intracellulaire. Elle
est produite au niveau du foie et de I’intestin. La MTP est indispensable a la production de
lipoprotéines a apo-B (par exemple les VLDL) par ces deux organes. En effet, elle permet
I’assemblage des VLDL dans le réticulum endoplasmique en transférant des molécules
lipidiques (triglycérides, cholestérol) vers 1’apoprotéine B initialement non lipidée. Un déficit
génétique en MTP (abetalipoprotéinémie) se traduit par 1’absence de sécrétion de
lipoprotéines a apo-B et par une accumulation massive de lipides au niveau du foie et de
I’intestin [247]. Le polymorphisme que nous souhaitons étudier (-493 G/T) est situé sur le
promoteur de la MTP et est associé avec une production diminuée de MTP (diminution de
I’expression du gene). Il a été¢ décrit comme associé a des stéatoses dans un certain nombre de

situations [248].

e Adiponectin Receptor-1: polymorphisme (-1927 C/T):

L’adiponectine est une cytokine produite par le tissu adipeux (adipocytokine) qui
sensibilise 1’organisme a 1’action de I’insuline (effet antidiabétique). Elle agit par
I’intermédiaire de récepteurs spécifiques adipo-R1 et adipo-R2 exprimés notamment au
niveau hépatique [249]. Une diminution de I’expression des récepteurs a 1’adiponectine a été

observée chez des patients souffrant de stéatose hépatique. De plus, le polymorphisme que
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nous souhaitons ¢étudier (-1927 C/T) touchant le récepteur adipo-R1 a été associé a une

diminution de la sensibilité a I’insuline et a un risque accru de stéatose hépatique [250].

e Apolipoprotein A-Il: polymorphisme (-265 C/T):

L’apoprotéine A-II, est une protéine produite par le foie et présente dans le plasma
sanguin associée aux lipoprotéines de haute densit¢ (HDL). Ses fonctions biologiques sont
encore a I’heure actuelle imparfaitement caractérisées. Néanmoins, en inhibant la lipase
hépatique, elle est susceptible de moduler secondairement 1’approvisionnement du foie en
acides gras et donc son contenu en triglycérides [251]. Le polymorphisme que nous
souhaitons étudier (-265 C/T) a été associ¢ a une diminution de I’expression de I’apo-A-II

[252].

2.9.2.2 — IRM hépatique

e Généralités:

La spectroscopie par résonance magnétique (SRM) a commencé au milieu des années
80 [253-255]. Cependant, son utilisation concernant les organes intra-abdominaux a été plus
tardive que pour le cerveau en raison des problémes techniques liés aux artéfacts d’origine
respiratoire et aux mouvements péristaltiques de 1’intestin. Le bruit ainsi généré pouvait tre
en partie corrigé par ’apnée et la position en procubitus, comme 1’ont montré certaines études
[256,257]. Les études concernant la stéatose hépatique ont souvent utilisé I’échographie pour
I’évaluer dans la mesure ou le foie stéatosique est plus hyperéchogeéne [258,259]. La SRM
constitue aujourd’hui un moyen fiable et surtout non invasif de mesurer la stéatose hépatique
et plusieurs études ont démontré [’excellente corrélation avec la biopsie hépatique
[257,260,261]. Une étude récente avec un nombre trés important de patients a également

utilis¢ cette modalit¢ [262]. Dans une étude publiée dans en 2005 [263], les auteurs
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confirment la capacité de mesurer les lipides intra-hépatocytaires en SRM et trouvent

¢galement une relation étroite entre ces lipides et 1’adiposité globale.

Protocole d’acquisition:

séquences en apnee:

+ IRM Trio TIM (Siemens, Erlangen, Germany) 3.0 Tesla;

+ antenne phased-array;

+ patient en décubitus dorsal;

+ localizer;

+ T2 HASTE (TE = 51 ms, TR = o) couvrant la totalité¢ du foie en coupes axiales sans
Fat-Sat;

+ 2 séquences T1 FLASH 2D phase/opposition de phase (out-phase: TE = 1.24 ms, in-
phase: TE =4.92 ms, alpha = 60° puis la méme avec alpha = 20°);

+ T1 FLASH 2D double-écho phase/phase (TE1 = 2.48 ms, TE2 = 4.92 ms);

+ T1 FLASH 2D axial in-phase sur le disque L4-L5.

spectro-RM (SRM) monovoxel:

+ shim automatique sur chaque voxel en observant le pic de 1’eau;

+ 4 séquences « PRESS » en apnée (temps d’acquisition = 18 secondes): voxel =
2*2*2cm choisis en 2 points dans le foie (lobe gauche, lobe droit), chaque voxel est
choisi afin d’éviter les gros vaisseaux, la vésicule biliaire et les régions graisseuses
sous-cutanées ou rétropéritonéales ou mésentériques (TE = 30 ms, TR = 3000 ms, 16
acquisitions, spectral width = 1000 Hz), 2048 data points avec une séquence sans
suppression d’eau (pour permettre la correction de phase) et une séquence avec
suppression d’eau (3 impulsions de saturation sélective avec une bandwidth de 50

Hz).
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+ 2 séquences « PRESS » en 2 respirations libres: voxel = 2*2*2cm choisis en 2 points
dans le foie (lobe gauche, lobe droit), chaque voxel est choisi afin d’éviter les gros
vaisseaux, la vésicule biliaire et les régions graisseuses sous-cutanées ou
rétropéritonéales ou mésentériques (TE = 30 ms, TR = 3000 ms, 64 acquisitions,
spectral width = 1000 Hz), 2048 data points avec une séquence sans suppression
d’eau (pour permettre la correction de phase) et une séquence avec suppression d’eau

(3 impulsions de saturation sélective avec une bandwidth de 50 Hz).

Post-traitement:

détermination du T2* par la méthode 2-points et calcul du rapport de signal ((in-

phase)-(out-phase))/(in-phase):
+ a I’aide du viewer intégré aux consoles Siemens Leonardo;

+ puis, 4 ROIs dans le foie (les mémes et de taille semblable, en utilisant la fonction
copier/coller sur les images phase/phase ou phase/opposition de phase) en évitant les
structures vasculaires, la vésicule, la graisse sous-cutanée, mésentérique ou

rétropéritonéale;

+ de méme: 2 ROIs sur la rate, 2 ROIs sur le tissus graisseux sous-cutané, 2 ROIs (si
possible) sur la graisse rétropéritonéale, 2 ROIs sur les muscles paravertébraux, 2
ROIs sur le rachis, 2 ROIs le pancréas, 2 ROIs sur le rein au niveau cortical et au

niveau médullaire, 1 ROI en dehors du patient (bruit).

calcul d’image (in-phase)-(out-phase)/(in-phase):

+ analyse du pourcentage de chute de signal par cartographie visuelle.

€paisseur graisse sous-cutanée:

122



+ mesure de I’épaisseur, en mm, de graisse sous-cutanée de la paroi abdominale
antérieure sur la coupe axiale correspondant a 1’origine de I’artére mésentérique

supérieure.

¢évaluation de la graisse totale:

+ a partir de la séquence FLASH 2D a I’étage L4-L5 en coupe axiale, segmentation
de la graisse sous-cutanée, rétro-péritonéale, intra-péritonéale et comparaison aux

mesures normales : 308 cm? +/-97, 52 cm’ +/-18, 118 cm? +/- 48.

volumétrie hépatique:

+ contourage du foie sur chaque coupe axiale de la séquence T2 HASTE, calcul de la
surface hépatique sur chaque coupe, multipliée par ’espace inter-coupes. La

somme obtenue correspond au volume hépatique.

spectres:

+ aprées correction de la phase et de la ligne de base, et en tenant compte des facteurs

de correction liés au T1 et au T2 des métabolites;

+ la stéatose hépatique est une variable continue correspondant & un pourcentage et
calculée en faisant le rapport de I’intégrale du pic de lipides (CH2 1.30 ppm) et du

pic de I’eau (4.77 ppm).

2.9.2.3 — Echographie carotidienne

Généralités:

Le but est de traduire de maniére la plus reproductible possible la rigidité artérielle en

mesurant I’EIMc. L’EIMc, qui est en moyenne de 0.7 mm entre 50 et 60 ans, augmente
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physiologiquement avec I’age, de 0.005 a 0.01 mm/an selon les études. L’EIMc est

étroitement liée aux facteurs de risque:

- T’HTA (surtout systolique) est sans doute I'un des facteurs les plus déterminants. Les
hypertendus ont en moyenne une EIMc plus élevée de 0.06 a 0.25 mm que les

normotendus;
- T’hypercholesterolémie (HDL et LDL) majore I’EIM (de 0.13 mm en moyenne);
- le tabac (majoration de 0.05 a 0.1 mm);
- le diabete (majoration de 0.05 a 0.08 mm);
- antécédents familiaux de coronaropathie précoce;

- ainsi que d’autres facteurs de risque: hyperhomocystéinémie, résistance a 1’insuline,

index de masse corporelle (IMC), anticorps antiphospholipides;

- DP’EIMc est par ailleurs en corrélation avec les marqueurs inflammatoires tels que la
CRP;

- les antihypertenseurs (IEC, béta-bloquants, inhibiteurs calciques, et ARA II) ainsi que

les statines agissent sur I’EIM en la réduisant ou en ralentissant sa progression.

e Protocole:

L’EIMc est mesurée en mode B haute résolution (HDI 5000, Philips) avec une sonde
linéaire multifréquence (5-12 MHz). La procédure est réalisée par un seul radiologue
expérimenté et entrainé a 1’imagerie vasculaire ultrasonore. Celui-ci est aveugle concernant
les données cliniques et paracliniques. Les 2 artéres carotides communes sont examinées en
coupes antéro, postéro et médiolatérales et la distance (en mm) entre les 2 lignes
hyperéchogénes est mesurée (la ligne interne représentant I’interface intimale et la ligne

externe représentant I’interface média-adventice). Le point de référence est le début de la
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dilatation du bulbe carotidien (perte du parallélisme des bords). L’EIMc moyenne est calculée

a partir des 6 mesures effectuées pour chaque patient.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nous nous sommes attachés dans ce travail de thése a résumer les concepts récents sur
les particularités physiopathologiques et radiologiques de I’athérosclérose carotidienne et/ou
coronarienne chez les sujets non diabétiques et diabétiques de type 2, en fonction de
I’existence ou non d’une stéatose hépatique non alcoolique. Nous avons notamment démontré
I’intérét des techniques d’imagerie non invasives classiques dans la mise en exergue de ces
particularités et dans la stratégie de dépistage et de prévention des complications de
I’athérosclérose dans ces différentes populations.

La premicre partie de cette thése a consisté¢ a démontrer la performance du scanner
multibarrettes multisites en un temps, en regard des techniques de référence, dans la conduite
du bilan étiologique des infarctus cérébraux, et d’une séquence d’IRM modifiée pour
I’amélioration du contraste intraplaque a 1’étage carotidien.

La seconde partie a permis d’évaluer 1’apport du coroscanner dans la détection de la
maladie coronaire et la stratification du risque d’événement coronaire chez des sujets
diabétiques de type 2, aussi bien asymptomatiques que symptomatiques.

Enfin, la troisiéme et derniére partie nous a permis de montrer 1’importance de
I’évaluation du risque cardiovasculaire chez les patients atteints de stéatose hépatique non
alcoolique. Le développement d’une technique simple et non invasive de mesure de la
stéatose en IRM et 1’évaluation échographique de I’athérosclérose carotidienne avec mesure
de I’épaisseur intima-média ont notamment permis de mettre en exergue un certain role
protecteur de la stéatose contre 1’athérosclérose carotidienne chez les patients diabétiques de

type 2, contrairement aux sujets non diabétiques.
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L’influence de la surcharge hépatique en graisse sur le risque de complications
vasculaires, spécifiquement chez le diabétique, nécessite cependant d’étre évaluée a plus
grande échelle et par des études longitudinales de suivi. Nos résultats méritent également
d’étre confirmés au niveau des autres sites classiques et importants d’athérosclérose tels que
les arteres coronaires et les artéres de jambes. La poursuite de 1’exploitation des données de
I’¢tude GEPSAD devrait confirmer ou infirmer ces résultats a 1’étage jambier. L acquisition
locale d’un nouveau scanner multibarrettes pour 1’étude des artéres coronaires devrait aussi
nous permettre de poursuivre notre travail dans ce sens avec comme perspective le méme type
d’étude pour I’évaluation de I’influence de la stéatose hépatique sur le risque cardiovasculaire

chez les patients diabétiques de type 1.
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ABSTRACT

Purpose: To assess the potential of a single session, MDCT protocol in the etiological workup of
acute ischemic stroke as compared to established methods.

Methods: Patients presenting with a recent ischemic stroke were recruited in this prospective
study after IRB approval. Each patient was scheduled for two strategies, including 1) a standard
approach including transthoracic and transesophageal echocardiography (TTE and TEE), Duplex
Ultrasound of neck vessels (DUS) and Magnetic Resonance Angiography of neck and brain
vessels (MRA) and 2) a single session, MDCT protocol covering heart, neck and brain vessels.
We sought to detect major etiology of stroke, including cardiac sources of embolism, atheroma of
the aortic arch, and extra- and intracranial vessels, using both strategies.

Results: MDCT, MRI, and DUS was performed in 46 patients; 39 of these patients also
underwent TEE. Sensitivity and specificity of MDCT for cardiac sources and for major arterial
atheroma was 72 and 95.2 % and 100 and 90.9 %, respectively. Final classification using the
standard approach was "Cardiac sources" in 20 cases (43.5%), "Major arteries atheroma" in 9
cases (19.5%), "Multiple sources" in 4 cases (8.7%) and "Cryptogenic" in 13 cases (28.3%).
MDCT correctly classified 82.6 % of the patients.

Conclusion: MDCT is a promising tool in etiological assessment of ischemic stroke, although

identification of minor cardiac sources by MDCT requires the establishment of robust criteria.



INTRODUCTION

Early determination of ischemic stroke etiology is essential for secondary prevention, since the
risk of recurrence is highly dependent of the underlying etiology (1). Major identified causes of
ischemic stroke are extra- or intracranial atheroma, cardio-embolic sources, micro-vascular
disease and aortic arch atheroma (2, 3). This etiological workup is usually based on a imaging
package including: duplex ultrasound (DUS), MR angiography (MRA) or CT angiography of the
neck and brain vessels, transthoracic- (TTE) and transesophageal echocardiography (TEE). This
approach is time consuming and expensive. In addition, secondary stroke prevention strategies
may be delayed.

Multi-Detector CT scanner (MDCT) has been demonstrated to be an accurate and powerful tool
to detect atheroma in extra- and intracranial vessels (4, 5). More recently,
electrocardiographically (ECG)-gated contrast-enhanced MDCT has been proposed to study left
ventricle wall motion, ejection fraction (6, 7), intra-cardiac thrombus (8) and patent foramen
ovale (9, 10). A single session MDCT study combining heart, aortic arch, extra- and intracranial
arteries may allow detection of main sources of ischemic stroke.

In this study, we assess the potential of a single session, MDCT protocol in the etiological

workup of acute ischemic stroke as compared to established imaging methods.



MATERIALS AND METHODS

Study design: We performed a single center, prospective, open pilot study. A time period of 9
months was prospectively decided to perform the evaluation of the MDCT protocol. The study
started on August 1, 2007 and ended on April 30, 2008. Patients were recruited at the Lyon
Stroke Unit. Inclusion criteria were age between 18 and 90 years and acute ischemic stroke (<
one week) diagnosed by a stroke neurologist. Exclusion criteria were any contraindication for
MRI, TEE or iodine contrast injection and inability to obtain an informed consent. NIHSS (
National Institute of Health Stroke Score) score (11) at admittance was recorded for each patient.
Local ethical committee approval and informed consent were obtained for each patient. The
etiological workup of each acute ischemic stroke included a one-time MDCT examination of the
heart, the aorta and the extra- and intracranial vessels and a standard protocol combining MRA of
the extra- and intracranial vessels, DUS of the extra-cranial vessels, TTE and TEE of the heart

and the aorta for all patients.

Imaging protocols: Contrast-enhanced MDCT was performed on a Philips Brilliance® 40
scanner with IOMERON 400 (Bracco®) as contrast agent injected at the right cubital vein with a
18 G catheter. Patient was installed in supine head-first position. A two-step protocol was
performed. First, the ECG-gated aortic and heart acquisition was performed in the head-to-feet
direction covering the aortic and heart area from the top of the aortic arch to the diaphragm. The
following parameters were used: number of detectors 40, individual detector width 0.625 mm,
retrospective ECG gating, tube voltage/current 120 kV/300 mAs, pitch 0.2 and half rotation
reconstruction. 70 ml of contrast agent were injected at 4 ml/s followed by 60 ml of saline

solution at the same rate. A bolus tracking method on the ascending aorta was used with a



threshold of 200 UH. Reconstruction parameters for axial slices were 1.5 mm effective section
thickness, 1 mm increment, reconstruction filter CB and adapted field of view. Retrospective
ECG-gated reconstruction was performed at 40% and 75% of the R-R interval.

Then a non ECG-gated acquisition was performed two minutes after, from the aortic arch to the
intracranial arteries (approx. 50 cm) with the following parameters: feet-to-head direction, slice
thickness = 1.2 mm, Pitch=1.2, voltage = 120 kV, amperage = 300 mAs/slice, reconstruction
filter B, bolus tracker set on the aortic arch with a threshold at 200 HU. 50 ml contrast agent were
injected at 4 ml/s followed by 60 ml of saline solution at the same rate, leading to a total injected
contrast volume of 120 ml. Patient were imaged with the arms overhead during the aortic and
heart acquisition and arms at the side during the second acquisition. General guidelines for ECG-
gated cardiac MDCT were respected in term of qualifications of personnel, radiation dose
monitoring, contrast agent and beta-blockers administration safety rules (12-14). Beta-blockers
were administered if necessary when the cardiac frequency was higher than 80 bpm (Esmolol,
BREVIBLOC, BAXTER, USA, 0,5 to 1 mg/kg IV). CT was performed even in case of atrial
fibrillation. Total dose radiation and cardiac frequency during the examination were recorded for

each patient.

DUS examinations were performed on a Acuson Antares® according to the Society of
Radiologists in Ultrasound quality criteria, including gray-scale, color Doppler, and spectral DUS
at a scan angle of sixty degrees (15). All studies included measurements of peak systolic velocity,
end-diastolic velocity, ratio of the internal to common carotid artery velocities and planimetric
estimation of the stenosis according to NASCET criteria (16).

MRI and CE-MRA were performed at 1.5 Tesla on a Philips INTERA® or a Siemens

AVANTO® scanner. Head exploration included brain imaging to confirm and localize the stroke



(FLAIR, Diffusion Weighted Imaging and T2* weighted sequences) and intracranial vessel
angiography with Time of Flight sequence. MRA of the extra-cranial vessels was performed
according to a standard gadolinium enhanced method previously published (4) based on a 3-
dimensional gradient echo acquisition with the following parameters: repetition time: 3.7 ms;
echo time: 1.3 ms; acquisition time: 56 s; voxel size: 0.5x0.5x0.6 mm; intravenous administration
of 0.2 ml/kg of GAd-DOTA (DOTAREM, Guerbet, France) with a nonmagnetic power injector
and automatic bolus detection method.

Echocardiography was carried out on a Hewlett-Packard Sonos 5500® or Acuson C512®
scanner, including 2.5 and 3.5 MHz transthoracic and 5 MHz transesophageal probes. For TTE

4, 2, 3 chambers and short axis basal, median and apical views were obtained. For TEE, cardiac
structures were first examined at least in 0, 45 and 120 degrees at two levels, mid-oesophageal
and transgastric. Then the transducer was gradually withdrawn to obtain serial short-axis views of
the descending aorta and the aortic arch. Aortic arch atheroma was evaluated according to

previously published criteria (17, 18).

Image evaluation: Results of DUS, TEE, TTE and MRI were considered the “standard of
reference”. They were consensually reviewed according to the criteria described above by two
independent trained senior radiologists (RL, PD). All MDCT examinations were consensually
analyzed by three independent senior cardio-vascular radiologists (LB, PD and RL) with at least a
five years experience. All reviewers were blinded to stroke location, clinical findings and results
of the other studies.

The diagnostic workup was focused on the following abnormalities: For vascular imaging,
presence of an atherosclerotic lesion of the carotid arteries leading to a stenosis of more than 50%

according to NASCET criteria (16); atherosclerotic lesion of the vertebral arteries leading to a



stenosis of more than 70% (19); aortic atheroma of more than 4 mm (18); presence of intra-
cranial artery stenosis of more than 50%. For cardiac imaging, both the 40% and the 75% cardiac
phases were analyzed. Major sources of cardioembolic stroke, i.e. intracardiac thrombus and
akinetic or hyokinetic segmental myocardial wall, were reported. Regarding minor cardiac
sources, interatrial septal aneurysm (IASA) and patent foramen ovale were analyzed by using the
following criteria. For PFO detection: presence of a distinct “flap” in the left atrium at the
expected location of the septum primum; presence of a continuous “column’ of contrast material
between the septum primum and septum secundum connecting the left and right atria or presence
of'a “jet” of contrast material from the column into the right atrium (9). For IASA: a bulge of the
septum secundum of more than 10 mm in one of the two atria (10). Spontaneous echo contrast
(defined as a pattern of slowly swirling intra-atrial echo densities (20, 21)), an additional risk
factor for cardioembolic source, was reported when present on TEE or TTE.

Finally, in order to approach the TOAST classification (2), all patients were classified according
to the results of the individual examinations (termed as "Final Classification") as: "Cardiac
sources" or "Major arteries atheroma " when a unique cardioembolic or major arteries atheroma
cause was identified; "Multiple sources" when several potential causes were identified in the
same patient; "Cryptogenic" when no cause was found. Major arteries atheroma was used only
for patient presenting with either a significant atheroma of the aortic arch or an extra- or

intracranial vascular lesion corresponding to the present stroke territory.

Statistical Analysis: Sensitivity and specificity and their 95% confidence interval (95 % CI) of
MDCT were calculated for each group ("Major arteries atheroma" and "Cardiac sources").

Concordance between the two methods was assessed using a kappa statistic for "Cardiac sources

or "Major arteries atheroma" and "Final classification". Agreement between the two techniques



was rated good for kappa between 0.61 and 0.8 and very good for kappa between 0.81 and 1.
The Mann-Whitney U test was used to compare the age of male and female patients. P < .05 was
considered to indicate a statistically significant difference.

All statistical analysis was performed using Intercooled Stata 10.0 (StataCorp LP, College

Station, Texas, USA).



RESULTS

Between August 2007 and April 2008, 187 patients admitted in our stroke unit were eligible for
the study. Forty seven of them provided an informed consent. One patient was excluded from the
study because of very poor MDCT scanner image quality. This patient was agitated and unable to
collaborate, more specifically to perform an apnea for the MDCT acquisition. Thus data
interpretation involved 46 patients. Table 1 summarizes demographic data and risk factors for
these patients. Mean patient's age was 63 +/- 11.4 years (range 36-84 years). There was no
significant difference in age between male (63.6 +/- 11.1 years; range 38- 84) and female (60 +/-
13.1 years; range 36- 76 years), p=0.5. Mean NIHSS score at admission was 8.4 +/- 3.8 (range 3-
17). All patients had a sufficient level of conscience and understanding to provide an informed
consent and to follow the apnea commands during the CT examination. Ischemic infarcts were
detected by brain MRI in the internal carotid territory in 40 patients (87 % of the cases) and the
vertebro-basilar territory in 6 patients (13 % of the cases). One patient presented with a pure
lacunar stroke of the basis pontis proven by MRI.

Mean radiation dose was 20.8 +/- 3.2 mSv (range 15.6 — 33.1 mSv).

During the MDCT examination, mean heart rate was 67 +/- 15 bpm (range 57 — 95 bpm). Beta-
blockers were administered in 17 patients. Three patients presented with an atrial fibrillation.

All patients had MRI, DUS and TTE. Thirty-nine underwent a TEE examination as TEE was
impossible in seven patients because of swallowing abnormalities.

MRI was performed in mean 2.8 +/- 3.1 days prior to MDCT (range -7 - +6 days), DUS and TTE
was performed on the same day, 0.8 +/- 2.4 days prior to MDCT (range -6 - +4 days) and TEE
2.5 +/- 2.8 days after MDCT (range -5 - +10 days).

Results of cardiac explorations are provided in Table 2. Regarding major sources of



cardioembolic stroke, one case of intra-cardiac thrombus, localized at the apex of the left
ventricle, was observed with MDCT but missed by TEE performed at the same day (Figure 1).
MDCT failed to detect one case of left ventricle wall hypokinesia out of 9 diagnosed with TEE.
Regarding minor sources, 10 cases of septal abnormalities (PFO and/or IASA) out of 13 were
diagnosed with MDCT (Figures 2 and 3). Finally, spontaneous echo contrast was detected in
three cases with TEE. These results lead to a sensitivity and specificity of the MDCT for cardiac
sources of 72 % (95 % CI: 50.6 - 87.9 %) and 95.2 % (95 % CI: 76.1 - 99.8 %) and a kappa of

0.79 corresponding to a good agreement between the two techniques.

Regarding the aortic arch examination, four patients were detected with an atheroma more than 4
mm thick using TEE. MDCT confirmed four cases and found two additional cases missed by
TEE (example Figure 4).

Analysis of the extra- and intracranial arteries showed 14 carotid artery stenoses of greater than
50%, including 10 cases of complete obstruction, and four extra-cranial vertebral artery lesions
detected with MDCT. These lesions were confirmed by DUS and/or MRA in all cases.
Regarding the stroke of the internal carotid territory, a homolateral carotid artery stenosis of more
than 50% was the only detected source in 6 patients. One case of stroke of the vertebro-basilar
territory was related to atheroma. Finally, MRA detected two cases of asymptomatic (i.e.
contralateral to the actual stroke) intracranial artery stenosis (middle cerebral artery), confirmed
by MDCT. These results lead to a sensitivity and specificity of the MDCT for major arteries
atheroma of 100 % (95 % CI: 85.7 - 100 %) and 90.9 % (95 % CI: 70.8 - 98.9 %) and a kappa of

0.92 corresponding to a very good agreement between the two techniques.



Final classification using the combined strategy was "Cardiac sources" in 20 cases (43.5%),
"Major arteries atheroma" in 9 cases (19.5%), "Multiple sources" in 4 cases (8.7%) and
"Cryptogenic" in 13 cases (28.3%). Using MDCT, the final classification was "Cardiac sources"
in 15 cases (32.6%), "Major arteries atheroma" in 12 cases (26.1%), "Multiple sources" in 3 cases
(6.5%) and "Cryptogenic" in 16 cases (34.8%). This leads to a correct classification with MDCT
in 82.6 % of the patients and a kappa of 0.78 corresponding to a good agreement between the two

techniques.



DISCUSSION

This study demonstrates the feasibility and the potential of a single session MDCT in the
etiological workup of acute ischemic stroke. MDCT appears feasible and well tolerated in
comparison to reference methods such as TEE. Patient tolerance of MDCT is mainly due to the
short duration of the examination, which is critical in acute stroke patients, who can potentially

be unstable and agitated.

MDCT has previously been reported to have good accuracy for identification of extra- and
intracranial atheromatous disease (4, 22). MDCT may also provide information regarding plaque
composition, including calcification and plaque attenuation characteristics, both which may be of
interest in assessing "vulnerable" plaques (23). Furthermore, MDCT has been demonstrated to be
efficacious and reproducible in detecting and quantifying aortic arch atheroma (24, 25). In terms
of cardio-embolic etiologies, Hur et al. showed a sensitivity of 89 % and specificity of 100%
(10). In comparison, our study showed a lower sensitivity, which might have been related to
differences in MDCT protocol. Indeed, Hur et al. used a prospective ECG-triggered acquisition,
which strongly decreases the radiation dose and thus allows performance of a second, delayed
acquisition. This allows to detect circulatory stasis (corresponding to spontaneous echo contrast

in ultrasound) which was systematically missed with our CT protocol.

Regarding PFO and IASA, our study showed similar results to those of Hur et al., but lower
sensitivity than Williamson et al. (9). This lack of sensitivity of MDCT for PFO and ASIA
detection will certainly be difficult to overcome as the dynamic provocative maneuver performed

in TEE to demonstrate the right-to-left shunt would need an high temporal resolution and



multiple dynamic scan at the same spatial to be reproduced with MDCT, leading to an increase in
radiation dose. Finally, CT accuracy in the detection of left ventricular aneurysms, kinetic
abnormalities and intra-cardiac thrombus has been established in several studies (8, 10, 26-29).
In our report, one intracardiac thrombus was missed by TEE but identified by CT. This thrombus
was located at the apex of the left ventricle, a zone known to be particularly difficult to study

with TEE (30).

In our study, minor sources of cardio-embolic etiologies had the greatest impact on patients' final
misclassification by MDCT. Furthermore, lacunar strokes (one patient in our study) are
considered as "cryptogenic stroke" with both strategies as no brain examination was included in
our etiological workup. Thus, in case of negative MDCT, it may be necessary to perform
complementary cardiac and brain examinations, ideally with TEE and MRI, as these techniques

have the highest sensitivity (31, 32).

The CT protocol we propose has two main limitations. First, two intra-venous contrast injections
are required to study the chest and neck areas. Moving to a single injection protocol would be
much preferable in order to decrease the total amount of iodine. This would necessitate a change
in the acquisition mode during the scanning as ECG gating is required for the chest examination
but must be switched off on the neck in order to decrease the radiation dose. This feature is not
actually available on actual clinical CT scanners but represent an important challenge for future
CT developments.

Radiation dose is the second main limitation in our protocol. Despite an attempt of lowering the
dose by decreasing the mAs (300 mAs/slice), the retrospective helical mode we used for cardiac

examination led to a high radiation exposure. An optimal CT protocol for diagnosis and



etiological workup might include a CT brain perfusion study followed by a single shot
acquisition with ECG gated prospective mode on the chest (in feet-to-head direction) followed by
a non ECG-gated acquisition on the neck vessels. Furtado et al. recently proposed such a
combination with a 64 detectors scanner and a protocol allowing an evaluation of coronary
arteries (35). They reported good overall image quality but a high rate of failed studies. Newly
available, large detector CT scanners may address these shortcomings. Nevertheless this strategy
would need further validation mainly regarding the accuracy of CT brain perfusion in identifying

lacunar stroke in comparison with brain MRI.

Another limitation in our study related to the difficulties in establishing a standard of reference.
Indeed, if the equivalence in term of diagnosis accuracy between MDCT and MRI for carotid
arteries study is well established (4, 22), the ability of MDCT for aorta and cardiac analysis is
still debated. In our study we considered as false positive any finding from MDCT not confirmed
by either TTE or TEE. This leads to misclassify two large aortic plaques and one thrombus of the
left ventricle obvious with MDCT, decreasing the overall specificity of the technique.A
comparison with another method to investigate cardiac sources such as cardiac MRI or a test of

the combination of MSCT and TEE or TTE would be of interest.

An additional limitation of our study wass the absence of calculation of intra- and inter-observer
reproducibility. Indeed, the design of this open pilot study included a consensual analysis of all
images by experienced observers. As such, accuracy values are probably overstated. Finally, the
delay between CT and the other examinations was variable which might hampered the
comparison between CT and other techniques. However performing all examinations within one

day is generally not possible due to patients' clinical condition.



In conclusion, MDCT is a promising tool in the etiological screening of ischemic stroke. MDCT
may be the first line imaging modality identifying acute ischemic stroke etiologies, as it allowed
a correct etiologic classification in up to 82% of the patients. Negative MDCT exams should be
confirmed with TEE and MRI. This imaging strategy should be validated a larger randomized
study involving medico-economic analysis to prove its cost effectiveness in the ischemic stroke

workup.
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TABLES

Table 1: Summary of the demographics and vascular risk factors (46 subjects)

Demographics

and risk fac

Age (years)

tors

Male sex (%)
Hypertension (%)
Diabetes (%)

Hyperlipemia (%)

Smoking (Active or quit) (%)

Mean=S.D. or %

63+114

83%
47%
15%
26%
32%

Table 2: Cardiac sources of emboli detected by TTE or TEE and MDCT. For each category

(Intracardiac thrombus, Left ventricle hypokinectic wall, PFO and/or ASIA and Spontaneous

echo contrast), symbol "+" correspond to a detection and symbol "-" to an absence of detection of

the feature by the considered method.

Intracardiac Left ventricle Spontaneous echo
thrombus hypokinectic wall | PFO and/or ASIA | contrast
MDCT + MDCT - MDCT + MDCT - MDCT + MDCT - MDCT + MDCT -
TTE/TEE + 0 0 8 1 10 3 0 3
TTE/TEE - 1 45 0 37 0 33 0 43




FIGURES

Figure 1: MDCT, Two chambers long axis reconstruction. 77-year-old man. The thrombus of the
apex of the left ventricle (arrow) appears as a non-enhanced lesion within the left ventricular

cavity.

Figure 2: MDCT, Four chambers long axis reconstruction. 63-year-old man. Bulging of the

septum secundum in the right atrium considered as an interatrial septal aneurysm.

Figure 3: MDCT, Four chambers long axis reconstruction. 59-year-old woman. PFO with a
distinct “flap” in the left atrium at the expected location of the septum secundum (long arrow)

and a “jet” of contrast material from the left into the right atrium (small arrow).

Figure 4: MDCT, sagittal reconstruction of the aortic arch. 84-year-old man. 5 mm thick

atheroma of the aortic arch (arrows) with mixed calcified and hypodense components.



Figure 1:

MDCT, Two chambers long axis reconstruction. 77-year-old man.
The thrombus of the apex of the left ventricle (arrow) appears as a non-enhanced lesion
within the left ventricular cavity.
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Figure 2:

MDCT, Four chambers long axis reconstruction. 63-year-old man.
Bulging of the septum secundum in the right atrium considered as an interatrial septal aneurysm.
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Figure 3:

MDCT, Four chambers long axis reconstruction. 59-year-old woman.
PFO with a distinct “flap” in the left atrium at the expected location of the septum secundum (long arrow)
and a “jet” of contrast material from the left into the right atrium (small arrow).
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Figure 4:

MDCT, sagittal reconstruction of the aortic arch. 84-year-old man.
5 mm thick atheroma of the aortic arch (arrows) with mixed calcified and hypodense components.
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Technical Note

Modified Electrocardiograph-Triggered Black-Blood
Turbo Spin-Echo Technique to Improve T1-
Weighting in Contrast-Enhanced MRI of
Atherosclerotic Carotid Arteries

Loic Boussel, MD,*3* Gwenael Herigault, PhD,> Monica Sigovan, MSc,®
Romaric Loffroy, MD,’ Emmanuelle Canet-Soulas, DVM, PhD,® and

Philippe Charles Douek, MD, PhD*-?

Purpose: To assess the efficacy of a modified electrocardio-
graph (EKG)-triggered black-blood T1W (T1W) spin-echo
sequence in improving contrast on post-gadolinium high-
resolution carotid plaque imaging by implementing heart-
rate-independent contrast preparation.

Materials and Methods: We used a standard EKG-trig-
gered double inversion-recovery (DIR) turbo spin-echo
(TSE) sequence modified with the addition of an extra sat-
uration (90°) radio frequency (RF) pulse placed immediately
after the DIR module, shortening the repetition time to a
fixed value of 400 msec. A total of 10 patients with athero-
sclerotic disease were included in the study. Postinjection
intraplaque contrast measurements were performed on
each patient for the standard and the modified sequence.

Results: Post-gadolinium-injection intraplaque contrast was
31.7 = 12.8% with the standard T1W sequence (nT1-TSE),
and 45.3 = 17.2% with the modified TIW sequence (mT1-
TSE), showing a significant contrast enhancement of 13.6%
(P < 0.001) without significant image quality modification.

Conclusion: The addition of a RF pulse to the standard
EKG-triggered T1W TSE sequence increased intraplaque
contrast without increasing sequence acquisition time.
Furthermore, it appeared to be a robust technique, easy to
implement on clinical scanners.

Key Words: high resolution MRI; carotid atherosclerotic
plaque; gadolinium; MR sequence; EKG-triggering
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HIGH-RESOLUTION MRI is of great interest in vessel-
wall assessment. T2-weighted (T2W) images are used to
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maximize the contrast between fibrous cap and lipid
core (1), but delineation of the plaque component re-
mains difficult. Recently, many studies have focused on
plaque component characterization following intrave-
nous gadolinium contrast injection. Gadolinium up-
take enhances the delineation of the arterial wall (2)
and the identification of plaque elements (3-5). It also
seems to be a marker of plaque inflammation (6). In this
context, strong T1-weighted (T1W) sequences are re-
quired for good contrast between the gadolinium-en-
hanced and nonenhanced structures of the vessel wall.
As plaque-component Tls after gadolinium injection
should be lower than 1000 msec, a repetition time (TR)
in the 400-500 msec range seems to be suitable to
achieve good intraplaque contrast on turbo spin-echo
(TSE) sequences. Standard T1W electrocardiograph
(EKG)-triggered TSE sequences, commonly employed to
reduce pulsation-related vessel wall motion in high-
resolution carotid MRI (7-9), do not, however, allow
such TR values, as cardiac synchronization precludes
adjusting the TR of the sequence, which remains de-
pendent on the patient’s actual heart rate. This depen-
dency of TR on heart rate may lead to suboptimal and
highly variable T1-weighting. In our experience, pa-
tients referred for carotid plaque examination most of-
ten have heart rates ranging from 60 to 80 beats per
minute (bpm) at rest, corresponding to a TR in the
1000-750 msec range. The TR issue could be solved by
removing the cardiac synchronization from the se-
quence; but we believe that EKG is highly recom-
mended for limiting motion artifacts (10) and taking full
advantage of the very high resolution provided by
present-day MR protocols and scanners.

We propose a simple MR approach, adding an in-
termediate radio frequency (RF) pulse to the standard
EKG-triggered black-blood TSE T1W sequence, to ob-
tain a fixed and shorter TR. The aim of the present
study was to test the efficiency of the modified MR
sequence against the standard sequence benchmark
in enhancing contrast in in vivo intraplaque compo-
nents.
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Figure 1. Diagram of the standard (black modules) and modified (black and gray modules) EKG-triggered black-blood TSE sequence.
In the modified sequence, an extra nonselective saturation pulse (90°) is added during the back-blood delay (TI), changing the initial
repetition time (TR) to 400 msec (SD) in order to achieve more optimal T1-weighting in postinjection carotid plaque imaging.

MATERIALS AND METHODS
Principle of the Modified TIW TSE Sequence

As shown in Fig. 1, the standard sequence used for
carotid wall imaging typically consists of a black-blood
module comprising a double inversion-recovery (DIR)
block followed by an interval (TI). During this interval, a
fat-saturation module is commonly performed. After
the TI interval corresponding to the nulling of the blood
signal, the TSE imaging module, comprising an excita-
tion pulse (typically 90°) followed by refocusing pulses,
is applied. The TSE imaging module may basically be
seen as a saturation-recovery technique, with TR as the
saturation delay. The modification consisted in adding
another saturation RF pulse immediately after the dou-
ble-inversion pulses, to ensure a saturation delay that
is constant, independent of heart rate, and shorter than
the initial TR. The resultant saturation delay is referred
to as SD. Given the range of typical patient heart rates
(60-80 bpm), the typical black-blood delays were not
shorter than 450 msec, so that the SD was fixed at a
maximum of 400 msec. The extra RF pulse was a
2-msec nonselective 90°, three-lobe, sinc-Gauss
shaped pulse, followed by crusher gradients to prevent
unwanted stimulated echoes.

Subjects

A total of 10 consecutive patients (five male and five
female; age range = 74-53 years; mean age = 63 years)
took part in the study. The inclusion criterion was an
internal carotid plaque larger that 3 mm on computed
tomography (CT) scan. Informed consent was obtained
from all participants. The study was performed in com-
pliance with the requirements of our institutional re-
view board.

MRI Experiments

MR exams were conducted on a 1.5T system (Intera®;
Philips Medical Systems, Best, The Netherlands) using
a surface coil (diameter = 47 mm) positioned on top of
the mandibular angle. Both the normal (nT1-TSE) and
modified (mT1-TSE) EKG-triggered black-blood T1-TSE
sequences used identical acquisition parameters: TR =
700-1100 msec depending on the patient’s heart rate;
TE = 23 msec; matrix size = 256 X 153 reconstructed
to 512; field of view (FOV) = 160 X 96 mm; echo train

length = 9; slice thickness = 2 msec; and a scan aver-
age = 4, resulting in a total scan time of about 1.5
minutes per slice. Saturation delay was fixed to 400
msec for the modified T1-TSE sequence. For both se-
quences, a signal correction based on the reception-coil
profile was applied to the images, homogenizing the
signal over the region of interest. A total of three con-
secutive slices perpendicular to the carotid axis were
acquired for each technique (NT1-TSE and mT1-TSE) at
the same location, starting five minutes after 0.1
mmol/kg gadolinium injection (DOTAREM®; Guerbet,
Aulnay-sous-Bois, France). The center of the volume
was positioned in the middle of the carotid plaque,
previously located using a multislice axial and parasag-
ittal steady-state free-precession sequence as well as
2D proton density-weighted spin-echo sequences. To
limit the effect of gadolinium washout on contrast mea-
surements within plaque components between the
mT1-TSE and nT1-TSE sequences, images were ac-
quired in an interleaved manner: nT1-TSE(slice 1)/
mT1-TSE(slice 1), nT1-TSE(slice 2)/mT1-TSE(slice 2),
and nT1-TSE(slice 3)/mT1-TSE(slice 3).

Finally, in order to evaluate the range of plaque Tls,
a Look-Locker-like (11) sequence was performed in the
middle of the plaque after contrast injection, using the
following parameters: FOV = 160 X 160 mm; matrix
size = 208 X 208 reconstructed to 256; slice thick-
ness = 4 mm; echo planar imaging (EPI) factor = 15; flip
angle = 5° number of sampled phases on the recovery
curve = 16-25; and a scan average = 6, leading to a
total acquisition time of less than two minutes.

To limit motion artifacts, the patient was asked to
remain motionless and to swallow only between slice
acquisitions.

Image Analysis

Images were analyzed by two experienced observers
with homemade software (DicomWorks®) (12). For each
patient and each anatomic location, slices from the
nT1-TSE and mT1-TSE sequences were first displayed
simultaneously on-screen in a randomized position (left
or right part of the screen), and, for each slice, the
observer identified the highest and lowest signal areas
in the carotid plaque. The mean value of the signal for
each region was recorded. The intraplaque contrast be-
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Figure 2. Comparison between the standard black-blood TIW
TSE (a) and modified black-blood TIW TSE techniques (b)
showing better intraplaque contrast between lipid core (large
arrow) and the fibrous cap (small arrow) with the modified
sequence.

tween low and high intraplaque signal areas was de-
fined as:

_ SI(High) — SI(Low) _
a SI(High)

100, [1]

where SI(High) and SI(Low) are the mean value of the
highest and lowest signal areas in the plaque for the two
observers, respectively.

Second, images were displayed in random order and
their quality was rated on a five-point scale (1 = not
assessable, 2 = poor, 3 = moderate, 4 = good, and 5 =
excellent) by each observer. The same scale was used to
specifically rate the black blood quality.

Finally, in order to assess the T1 value of the plaque
components, the totality of the plaque was contoured
on the Look-Locker-like sequence for each patient (one
slice per patient) by one observer. The T1 value of each
pixel of the plaque was considered as TI,,;,/In(2), where
Tl is the signal value of the time of inversion for
which the value of the pixel was minimal and close to
zero (the corrective term taking into account the exci-
tation RF angle of the Look-Locker-like sequence was
neglected for the purposes of T1 calculation). To evalu-
ate the mean postcontrast T1 of plaques in the study
population, the mean and standard deviation (SD) of
the T1 values of all pixels of all plaques were calculated.

Heart rate and maximum plaque thickness were re-
corded for each slice.

STATISTICAL ANALYSIS

The difference in intraplaque contrast between the two
acquisition techniques was analyzed using a paired
Student’s t-test. A Bland-Altman representation was
also performed (13). The Pearson interobserver coeffi-
cient of correlation for the contrast measurement and
its significance was calculated.

Image quality was analyzed using the Wilcoxon
signed rank test and kappa test for interobserver agree-
ment.

All statistical analyses were made using the Medcalc®
v 7.3.0.1 software package.
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RESULTS

All patients were evaluated. A total of 30 slices for each
T1-TSE sequence were assessable, but three slices from
three different patients were eliminated because of ab-
sence of plaque. Mean plaque thickness was 3.6 mm
(range = 3-5.1). On the Look-Locker-like sequence, the
mean postcontrast T1 for all plaques was measured as
380 * 160 msec (range = 63-1024).

Mean image quality was 3.73 = 0.70 for nT1-TSE and
3.58 = 0.64 for mT1-TSE (P = 0.09) and 3.73 = 0.70
and 3.58 * 0.64, respectively, (P = 0.086) specifically
regarding the black blood quality. The interobserver
agreement kappa was 0.75.

Mean heart rate was 70 bpm (range = 54-84), giving
a mean TR for the nT1-TSE sequence of 860 msec
(range = 714-1111).

Post-gadolinium-injection intraplaque contrast was
31.7 £ 12.8% with the original TIW sequence (nT1-
TSE), and 45.3 = 17.2% with the modified TIW se-
quence (mT1-TSE), showing a significant contrast en-
hancement of 13.6% (P < 0.001) (Figs. 2, 3, and 4). The
interobserver coefficient of correlation for the contrast
measurement was 0.88 (P < 0.0001).

DISCUSSION

Increasing the contrast between atheromatous plaque
components is a major issue in cardiovascular MRI
research. It would enable unstable plaque to be identi-
fied by differentiating the lipid core, associated with
vulnerability, from the post-gadolinium-enhanced fi-
brous cap, considered as a factor of stability (4).

The present study demonstrated that adding a satu-
ration pulse to the “standard” EKG-triggered black-
blood TIW TSE sequence significantly (13.6%) en-
hanced intraplaque contrast after intravenous (IV)
gadolinium injection.

Plaque T1 values were well below 1000 msec (380 *
166 msec), confirming our initial assumption that a TR
shorter than one cardiac cycle (RR interval) is required
to optimize intraplaque T1 contrast after contrast-agent
injection.

In addition, the mean TR of the standard EKG-trig-
gered TSE sequence was 860 msec (range = 714-1111):
shortening the TR to 400 msec improved contrast be-

Figure 3. Another patient with similar increase of intraplaque
contrast between lipid core (large arrow) and the fibrous cap
(small arrow) on standard (a) and modified (b) black-blood TIW
TSE sequence.
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Figure 4. Bland-Altman representation of intraplaque con-
trast difference between the modified black-blood TIW TSE
(mT1-TSE) and the standard black-blood T1W TSE (nT1-TSE)
techniques, showing an average contrast improvement of
13.6% between the two sequences.

tween short (gadolinium-enhanced) and long T1 plaque
components.

Furthermore, the TR could be fixed, independently of
heart rate, which could be of interest in patients with
arrhythmia, for follow-up studies or in multicenter tri-
als. The interest of an extra 90° pulse to obtain a heart
-rate-independent black-blood sequence has already
been reported by Ridgway et al (14) in a breathhold
gradient echo sequence for heart imaging.

It is noteworthy that the extra RF pulse was applied
within the same RR interval as the rest of the sequence,
so that results were obtained with no increase in scan
time.

Finally, as the extra RF pulse was followed by crusher
gradients to prevent stimulated echoes in the signal of
interest, no artifacts could be seen either in final images
or in k-space. Furthermore, thanks to cardiac synchro-
nization, there were no pulsation-related artifacts.
Thus the mT1-TSE sequence combined both a strong,
reproducible T1-weighting sequence and the use of car-
diac synchronization.

Several solutions have been proposed to deal with
high-resolution T1W imaging of vessel wall. The sim-
plest solution is to fix the TR of the sequence, without
using cardiac synchronization. For example, Cap-
pendijk et al (15) are using non-EKG triggered T1W
black-blood TSE imaging with a fixed TR = 570 msec to
achieve a good T1 contrast in the vessel wall. These
authors also used a non-EKG-triggered T1W gradient
echo sequence, reported to be better than TSE se-
quences for analyzing plaque hemorrhage in noncon-
trast images. Similarly, Botnar et al (16) use a nontrig-
gered TIW gradient echo sequence to demonstrate
acute clot enhancement after injection of a fibrin-bind-
ing gadolinium-labeled peptide. Many other teams at
1.5T (17) and 3T (18) are using the same approach. But
it is worth noting that they all use cardiac synchroni-
zation for T2W and proton-density black-blood TSE im-
aging (as TRs are compatible with patient heart rate),

Boussel et al.

which enforces the idea that EKG-triggering is impor-
tant in image quality and its combination with T1-
weighting is of interest. Indeed, in a previous study (10),
we measured in 14 subjects the amplitude of the ca-
rotid wall motion and found a mean amplitude of 0.6
mm. This might seems of relatively low range regarding
the image resolution (around 0.5 mm?) as asserted by
Mani et al (19) but, in this same study, the range of wall
motion was demonstrated to be highly variable (until
0.93 mm, SD = 0.19), which probably leads to image
blurring,.

Vasily et al. (20) and Yarnykh and Yuan (21) recently
introduced a new sequence based on a quadruple in-
version-recovery technique, giving a good black-blood
effect with better T1-weighting of the sequence.

The images obtained with our modified technique re-
mained of good quality in terms of black-blood proper-
ties, so that both the carotid wall and the plaque re-
mained easily depicted for all patients, despite the fact
that the extra RF pulse had been expected to degrade
black-blood efficiency, as it breaks up the longitudinal
magnetization recovery process that normally leads to
blood-signal nulling at the time when the imaging exci-
tation pulse is applied. Further control experiments
using the same modified sequence but with no black-
blood module were carried out (our unpublished re-
sults) and showed similar black-blood properties to the
images obtained with the modified sequence and the
DIR module, confirming that the blood darkening in our
modified T1-TSE sequence came mainly from the rela-
tively strong T1-weighting of the sequence. One way to
further improve the technique and take advantage of
the black-blood module would be to use an extra RF
pulse that was slice-selective, so that it would not in-
terfere with the black-blood process. This could com-
bine the advantages of the black-blood efficiency of the
DIR module and the T1 contrast enhancement brought
about by the TR shortening achieved with the extra RF
pulse.

Another limitation of our study is that we did not seek
to assess the most effective saturation delay. We used
400 msec to achieve a strong T1 weighting, but other TR
values could also be worth testing in particular if the
delay between intravenous contrast injection and im-
aging changes.

It is to be noted that, in this study, intraplaque signal
differences between highest and lowest intensity values
were measured instead of contrast-to-noise ratio, be-
cause a signal homogeneity correction was systemati-
cally applied during image reconstruction, which yields
a spatially-dependent noise figure. We believe, however,
that this approach gave relevant information on plaque
heterogeneity and thus, from a clinical point of view,
represented a good assessment of the respective con-
trast efficiency of the normal and modified T1-TSE se-
quences.

In conclusion, the addition of an RF pulse to the
standard EKG-triggered T1W TSE sequence enhanced
intraplaque contrast without increasing sequence ac-
quisition time. Furthermore, it appeared to be a robust
technique, easy to implement on clinical scanners.
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Background

Summary

Background. — There is a need to identify diabetic patients at risk of cardiovascular events
before symptom onset.

Aims. — To evaluate the prevalence and characteristics of coronary atherosclerotic plaques in
asymptomatic type 2 diabetic patients with coronary risk factors but without known coronary
artery disease, using multidetector computed tomography.

Methods. — High-resolution 40-slice coronary computed tomography was performed prospec-
tively in 42 consecutive type 2 diabetic patients (mean age 62 years; range 50—77 years; 28 men)
with over one or more carotid atherosclerotic plaque and no coronary artery disease symptoms.
Computed tomography data were evaluated for calcium score and the presence of coronary
plaques. Plaque type, distribution, extensive character and obstructive nature were determined
per patient for each segment.

Results. — No plaques were detected in 11 (26.2%) patients. Atherosclerotic plaques were
detected in 31 (73.8%) patients. A total of 147 coronary segments with plaque were identi-
fied, of which 11 (7.5%) contained hypodense plaques, 28 (19%) mixed plaques and 108 (73.5%)
calcified plaques. Hypodense plaques were noted in 4/15 (26.7%) patients without coronary
calcifications. Most calcified and hypodense plaques resulted in lumen narrowing of less than
50%; most mixed plaques resulted in lumen narrowing greater than 50%. Obstructive disease
was detected in 9/11 patients with a high calcium score (> 400).

Conclusion. — This preliminary study demonstrates that a high proportion of asymptomatic type
2 diabetic patients present without coronary plaques detectable by multidetector computed
tomography, despite concomitant carotid atherosclerotic lesions. Computed tomography seems
to detect a high proportion of plaques compared with conventional angiography in these specific
patients.

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Résumé

Contexte. — Il'y a un intérét a identifier les patients diabétiques a risque d’événements cardio-
vasculaires avant le début des symptomes.

Objectifs. — Evaluer la prévalence et les caractéristiques des plaques d’athérosclérose coro-
nariennes chez des patients asymptomatiques diabétiques de type 2 a risque coronarien mais
sans atteinte coronarienne connue par scanner multibarette.

Méthodes. — Un coroscanner 40détecteurs a été réalisé de maniére prospective chez
42 patients consécutifs diabétiques de type 2 (28hommes; age moyen, 62ans; extrémes,
50—77 ans) ayant au moins une plaque d’athérosclérose carotidienne et asymptomatiques sur
un plan coronarien. Le score calcique et la présence de plaques coronariennes ont été évalués a
partir des données scannographiques. Le type, la distribution le caractere extensif et la nature
obstructive des plaques ont été déterminés par patient pour chaque segment.

Résultats. — Aucune plaque coronarienne n’a été détectée chez 11(26,2%) patients. La
présence de plaques d’athérosclérose a été détectée chez 31(73,8%) patients. Un total
de 147 segments coronaires avec des plaques ont été identifiés, parmi lesquels 11 (7,5%)
contenaient des plaques hypodenses, 28 (19 %) des plaques mixtes et 108 (73,5 %) des plaques
calciques. La présence de plaques hypodenses était notée chez quatre (26,7 %) des 15 patients
qui n’avaient pas de calcifications coronariennes. La majorité des plaques calcifiées et hypo-
denses étaient non obstructives alors que la majorité des plaques mixtes étaient obstructives.
La présence d’une maladie obstructive a été notée chez neuf des 11 patients avec un score
calcique élevé (> 400).

Conclusion. — Cette étude préliminaire démontre qu’une proportion élevée de patients diabé-
tiques de type 2 asymptomatiques ne présentent aucune plaque coronarienne détectable par
scanner multidétecteur malgré la présence concomitante de lésions d’athérosclérose caroti-
diennes. Le scanner semble détecter une proportion importante de plaques coronariennes en
comparaison a l’angiographie conventionnelle dans cette population particuliére.

© 2009 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

subjects [1—3], and coronary artery lesions have been
proven angiographically to be more extensive and CAD

Diabetic patients experience increased morbidity and  has a worse prognosis [4,5]. Moreover, silent myocardial
cardiovascular complications compared with non-diabetic ~ ischaemia occurs more frequently in diabetic patients than
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in the general population and can lead to delayed diag-
nosis [6—8]. In addition, even after normal noninvasive
stress testing, event rates are still higher in diabetic
patients than in non-diabetic individuals [9,10], which is
probably related to differences in coronary plaque burden
and composition. Consequently, direct noninvasive imag-
ing of coronary atherosclerotic plaques with MDCT has
become a useful tool in the detection of both calcified
and vulnerable non-calcified coronary lesions, in contrast
to calcium scoring alone, and may allow improved cardio-
vascular risk stratification [11—14]. Recent reports have
even demonstrated the ability of contrast-enhanced MDCT
to detect differences in coronary plaque characteristics
between patients with and without symptomatic diabetes
[15]. However, the prevalence and characteristics of coro-
nary plaques detected by MDCT in asymptomatic type 2
diabetic patients have not been evaluated systematically.
The aim of our preliminary cross-sectional study was to
assess prospectively the potential of MDCT to detect coro-
nary artery plaques in asymptomatic type 2 diabetic patients
without known CAD but considered to be at high risk
of CAD because of the presence of carotid atheroscle-
rotic lesions, and to study plaque prevalence, extent and
characteristics.

Methods
Study subjects

The study population consisted of 42 consecutive type 2 dia-
betic patients (28 men; 14 women; mean age 62.1 years;
range 50—77 years) in primary prevention without known
symptoms suggestive of CAD, who were recruited prospec-
tively from an endocrinology department between May 2006
and April 2007. All participants were required to have a
carotid atherosclerotic plaque greater or equal to 1.5mm
thick at inclusion to increase the probability of finding coro-
nary plaques. This threshold was set arbitrarily to ensure
the selection of diabetic patients with a carotid atheroscle-
rotic plaque that was sufficiently thick to be examined
by high-resolution magnetic resonance imaging — a crite-
rion that was part of another study that aimed to identify
the different components of plaques with magnetic reso-
nance imaging. Inclusion criteria were the presence of type
2 diabetes diagnosed according to the American Diabetes
Association criteria (symptoms of diabetes and a casual
plasma glucose level of greater than or equal to 11.1 mmol/L
or a fasting plasma glucose level of greater than or equal
to 7.0mmol/L) [16], age at onset greater than or equal to
35 years, current age greater than or equal to 50 years,
no personal history of CAD and normal electrocardiogram
at rest. Exclusion criteria were age at onset of diabetes of
less than 35 years, current age less than 50 years, preg-
nancy, known CAD, Cockroft and Gault creatinine clearance
less than 50mL/min and arrhythmia that did not allow
electrocardiogram-triggering of the MDCT scan. All study-
related data, including patient history, laboratory results
and MDCT findings were analysed. The study protocol was
approved by the local research ethics committee and all
patients gave written informed consent before inclusion in
the study.

MDCT data acquisition

All examinations were performed using a MDCT scan
(Brilliance 40, Philips Medical Systems, Eindhoven, the
Netherlands). First, a native prospective scan without
contrast enhancement was performed to determine the
total calcium burden of the coronary tree (sequential
scan with 32 x 0.6 mm collimation, tube current 60 mAs at
120kV), followed by 40-slice contrast-enhanced CT coro-
nary angiography performed with the use of a retrospective
electrocardiogram-triggered spiral scan of the whole heart
area with the following parameters: 40 x 0.625 mm colli-
mation, 420ms gantry rotation, pitch of 0.2, tube voltage
at 120kV, maximum current of 600—800 mAs depending on
patient size, half-scan reconstruction mode and imaging
craniocaudal direction. Tube current was modulated accord-
ing to the electrocardiogram. The average radiation dose
received for the study was approximately of 7 mSv. Contrast
agent (80mL lomeron [400 mg iodine/mL], Bracco Altana
Pharma, Milan, Italy) was injected intravenously at a rate of
4—6mL/s. Twenty-five (59.5%) of the 42 enrolled patients
had a heart rate greater than or equal to 65 beats/min
at the moment of the CT scan, and received metoprolol
5—20mg intravenously before the examination. Transaxial
image reconstruction was performed routinely using a win-
dow centred at 75% of the R-R interval to coincide with left
ventricular diastole. For heart rates greater than or equal
to 70 beats/min, an earlier reconstruction phase (40%) was
used (coinciding with isovolumic relaxation). The position
of the reconstruction window within the cardiac cycle was
optimized individually to minimize motion artefacts. Image
quality was good enough to allow analysis of MDCT data in
all patients.

MDCT image interpretation

Cardiac MDCT image evaluation was performed indepen-
dently on a separate workstation (Brilliance workstation,
Philips Medical Systems, Eindhoven, the Netherlands) by two
reviewers who were unaware of the clinical data. In cases
where disagreement occurred, agreement was reached in a
joint reading. A total Agatston calcium score was recorded
for each patient. MDCT angiograms were analysed visually by
assessment of the axial slices, the multiplanar reformations
along the axis of the vessel of interest, the cross-sectional
images perpendicular to the vessel centre line and the
three thin-slab maximum intensity projections. The coro-
nary artery tree was divided into 15 segments according to
the American Heart Association classification [17]. In our
analysis, segments were separated into proximal (1, 5, 6
and 11) and distal (2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14 and 15)
segments. Healthy segments were defined as those without
any plaque and diseased segments as those containing non-
calcified, mixed or calcified plaques. One coronary plaque
was assigned per coronary segment. Plaques were classified
as obstructive or non-obstructive using a 50% threshold of
luminal narrowing. The presence of obstructive and non-
obstructive CAD in one vessel (single-vessel disease) or in
two or three vessels (multivessel disease) was also evalu-
ated. The presence of non-calcified or hypodense plaques
was defined as any discernible protrusive structure in the
coronary artery wall with a CT density less than the contrast-
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enhanced coronary lumen but greater than the surrounding
connective tissue. Calcified atherosclerotic plaques were
defined as plaques with high density exceeding the thresh-
old of 130Hounsfield units. In other words, any isolated
coronary artery wall calcification was considered to be a cal-
cified coronary plaque, whatever its protrusion in the lumen.
Mixed plaques were defined as plaques with non-calcified
and calcified components within the same plaque. Plaques
were also classified as extensive and non-extensive using a
50% threshold of length spreading.

Statistical analysis

Continuous variables are expressed as mean + standard devi-
ation and were compared using the two-tailed t test for
independent samples. When not distributed normally, con-
tinuous variables are expressed as median (interquartile
range) and were compared using the non-parametric Mann-
Whitney test. Categorical variables are expressed as number
(percentage) and compared between groups with the x? or
Fisher’s exact test. All statistical analyses were performed
using Triomphe software [18] and Stata software (StataCorp,
2005; Stata statistical software: release 9.0. College Sta-
tion, TX, USA). For all analyses, a p-value of less than 0.05
was considered to be the threshold of significance.

Results

A coronary MDCT investigation was performed in 42 type
2 diabetic patients and a total of 630 coronary segments
were included in the analysis. The general characteristics
of the study population are summarized in Table 1. Diabetes
in our series was treated as in the overall diabetic popula-
tion; all patients had oral antidiabetic medication or insulin
therapy. No coronary calcifications were present in 15 of
42 (35.7%) patients, whereas calcified plaques were noted
in 27 of 42 (64.3%) patients (Fig. 1). Subsequent contrast-
enhanced coronary CT angiography revealed the presence of

Negative scan for

Agatston calcium scoring

Negative scan for

calcium in 15 patients

Positive scan for
calcium in 27 patients

CGontrast-enhanced
CT-angiography

Contrast-enhanced
CT-angiography

11 patients 4 patients 6 patients 21 patients
without with with with
noncalcified noncalcified noncalcified calcified
or calcified plaques plaques and/or mixed
plaques plagues
11 patients 5 .
ut CAD 31 patients with CAD
Figure 1.  Prevalence of calcified and non-calcified plaques in the

study group. CAD: coronary artery disease; CT: computed tomogra-
phy.

Table 1 Characteristics of our study population of 42
patients.
Characteristic Data
Age (years) 62.1+7.9
Men 28 (66.7)
Duration of diabetes (years) 14.2+8.4
Smoking 5(11.9)
Arterial hypertension 32 (76.2)
Weight (kg) 83.5+13.4
Waist circumference (cm) 101 £11.2
Body mass index (kg/m?) 29.1+4.7
Plasma triglycerides (g/L) 1.46 +0.95
Total cholesterol (g/L) 1.80+0.38
High-density lipoprotein 0.54+0.17
cholesterol (g/L)
Low-density lipoprotein 0.98+0.28
cholesterol (g/L)
C-reactive protein (mg/L) 3.42+3.24
Carotid intima-media thickness 0.843+0.133
(mm)
Glycosylated haemoglobin (g/L) 8.13+1.57
Microalbuminuria 13 (30.9)
Creatinine clearance® (mL/min) 98.3+23.9

Results are given as mean =+ standard deviation or n (percent-
age).
@ According to Cockroft and Gault formula.

non-calcified plaques in four of 15 (26.7%) patients who had
no coronary calcifications. In these patients, non-calcified
plaques were the only manifestation of CAD. The over-
all prevalence of patients with non-calcified plaques as
the only manifestation of CAD was 9.5% (4/42 patients).
In patients with coronary calcifications, additional non-
calcified plaques were detected in six of 27 (22.2%) patients.

In summary, CAD because of the presence of calcified or
non-calcified plaques was detected in a total of 31 (73.8%)
patients. In the remaining 11 (26.2%) patients, CAD was
completely absent on MDCT. The proportion of men was sig-
nificantly higher in patients with CAD (sex-ratio 3.4) and
in patients with calcified plaques (sex-ratio 4.2) compared
with in patients without CAD (sex-ratio 0.57) and without
calcified plaques (sex-ratio 0.77), respectively. Patients with
CAD, calcified plaques or non-calcified plaques were charac-
terized by slightly higher total cholesterol and low-density
lipoprotein concentrations. In addition, patients with CAD
or calcified plaques were characterized by a trend of hav-
ing a greater cIMT than patients with non-calcified plaques.
Finally, the mean glycosylated haemoglobin level was signifi-
cantly higher in patients with CAD than in those without CAD
(mean 8.90+1.29g/L vs 7.86 +1.57 g/L; p<0.05). Table 2
summarizes the clinical and biological characteristics of dia-
betic patients with and without CAD in more detail.

A total Agatston calcium score of zero or 1—10 was
observed in 15 (35.7%) and no (0%) patients, respectively.
A calcium score of 11—100 was observed in nine (21.4%)
patients, while a score of 101—400 or greater than 400
was identified in seven (16.7%) and 11 (26.2%) patients,
respectively. The presence of obstructive disease was noted
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Table 2 Clinical and biological characteristics of diabetic patients with and without coronary artery disease.
Patients with CAD (n=31) Patients without CAD (n=11) p

Age (years) 62.6+7.5 60.7 +8.7 0.55
Men 24 (77.4) 4 (36.4) 0.024
Duration of diabetes (years) 13.9+8.4 15.1+£9.5 0.81
Smoking 4 (12.9) 19.1) 1.00
Arterial hypertension 23 (74.2) 9 (81.8) 0.71
Waist circumference (cm) 101.6 £11.5 99.4+11.2 0.71
Body mass index (kg/m?) 28.6 +4.1 30.6+6.2 0.56
Plasmatic triglycerides (g/L) 1.47 +£0.99 1.40+0.82 1.00
Total cholesterol (g/L) 1.84+0.38 1.68+0.19 0.20
High-density lipoprotein cholesterol (g/L) 0.54+£0.17 0.54+0.15 0.62
Low-density lipoprotein cholesterol (g/L) 1+0.29 0.91+0.26 0.30
C-reactive protein (mg/L) 3.32+3.45 3.48 +£2.67 0.50
Carotid intima-media thickness (mm) 0.855+0.143 0.809 +0.096 0.39
Glycosylated haemoglobin (g/L) 8.90+1.29 7.86 +1.57 0.03

Results are given as mean + standard deviation or n (percentage).
p <0.05 was statistically significant.
CAD: coronary artery disease

in nine of 11 patients with a high calcium score (>400).
The mean number of diseased segments and the mean
number of segments containing calcified plaques were
significantly higher in men than in women: 4.53 + 3.8 ver-
sus 1.35+1.78 (p<0.05) and 3.46 +3.3 versus 0.78+1.18
(p <0.05), respectively. In the 31 (73.8%) patients with CAD,
147 (31.6%) coronary segments with plaques were observed
among a total of 465 coronary segments. Of the segments
containing plaques, 114 (77.5%) showed non-obstructive
CAD and 33 (22.5%) showed obstructive CAD. Single-vessel
disease was observed in 6/12 (50%) patients with obstruc-
tive CAD; the other six (50%) patients with obstructive
CAD had multivessel disease. Most calcified (n=96; 88.9%)
and non-calcified (n=10; 90.9%) plaques resulted in lumen
narrowing of less than 50%, whereas most mixed plaques
(n=20; 71.4%) resulted in lumen narrowing in more than
50%. Of the segments containing non-obstructive plaques,
85 (74.6%) showed non-extensive and 29 (25.4%) showed
extensive CAD, whereas six (18.2%) and 27 (81.8%) seg-
ments with obstructive plaques contained non-extensive and
extensive plaques, respectively. In general, non-calcified
plaques were observed in 11 (7.5%) segments, mixed plaques
in 28 (19%) segments, and calcified plaques in 108 (73.5%)
segments. Most segments with calcified (n=64; 59.3%) or
mixed (n=16; 57.2%) plaques were distal segments, whereas
most segments with non-calcified plaques (n=7; 63.6%) were
proximal segments. Table 3 summarizes the distribution of
coronary plaques according to their characteristics.

Discussion

As CAD is the major cause of the morbidity, mortality and
medical cost of diabetes [19], early diagnosis of CAD to pre-
vent progression and clinical events has intuitive appeal.
Several studies have documented the ability of MDCT to
visualize coronary atherosclerotic plaques in vivo [20—24].
Possible applications in the risk stratification of asymp-

tomatic individuals have been discussed but require close
scrutiny of the actual ability of MDCT to detect non-stenotic
coronary plaques. Our study shows, firstly, that in asymp-
tomatic subjects considered at high risk of CAD because
of type 2 diabetes and the concomitant presence of a sig-
nificant carotid atherosclerotic plaque, CAD is completely
absent on MDCT in a high proportion (26.2%) of patients.
These patients were characterized by a trend of having
lower total cholesterol and low-density lipoprotein choles-
terol concentrations and a smaller cIMT. This observation
supports the fact that cIMT is a marker of atherosclerosis
burden, as reported previously [25], and that increased cIMT
in diabetes is associated with risk factors for atherosclerosis,
and even with coronary and cerebral vascular events [26].
In addition, in the 31 (73.8%) patients with CAD, 147 (31.6%)
coronary segments with plaques were observed among a
total of 465 coronary segments, meaning that atheroma-
tous burden per patient was slightly low and that our study
population was at lower risk than was thought. However,
the control of diabetes was statistically worse in patients
with CAD than in patients without CAD (mean glycosylated
haemoglobin level 8.90+1.29 vs 7.86 &+ 1.57, respectively;
p<0.05), which may represent a confounding factor in our
study.

Sex was associated significantly with increased CAD and
CAC in our study. Age and smoking were also associated with
increased CAD and CAC, but the association did not reach
statistical significance, probably because of the small num-
ber of patients. The volume of CAC is an excellent marker
of overall atherosclerotic burden [27,28]. Calcium deposi-
tion occurs only when atherosclerosis is present and more
severe plaques tend to have a greater amount of calcium
[29]. Therefore, higher CAC scores are associated with a
higher likelihood of significant coronary stenosis, whereas
the absence of CAC is associated with a very low likelihood
of obstructive CAD. In our population-based study, 16 of 42
(38.1%) asymptomatic subjects had some evidence of CAC,
whereas 11 of 42 (26.2%) had a CAC score greater than 400.
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This proportion is higher than in non-diabetic patients, as
reported by Schurgin et al. [30], who screened a cohort of
139 asymptomatic diabetic patients and matched control
subjects. They concluded that extensive CAC (calcium score
>400) was more prevalent (25.9%) in diabetic patients than
non-diabetic control subjects both without (7.2%) and with
(14%) traditional risk factors. These findings are of interest,
as a calcium score higher than 400 is associated with a high
risk of myocardial perfusion impairment [31] and a high risk
of any cardiovascular event in the short term [32]. In our
study, the presence of obstructive disease was noted in nine
of 11 patients with a high calcium score (>400). In fact, 27
of 33 (81.8%) obstructive plaques were extensive.

Several studies have shown that the coronary artery
calcium score is valuable in identifying patients with a
high likelihood of inducible myocardial ischaemia [31,33].
These studies have observed consistently that the likeli-
hood of ischaemia in patients with a calcium score less
than 100 is negligible, whereas those with a score greater
than or equal to 400 have a relatively high likelihood of
inducible ischaemia. Anand et al. [34] studied asymptomatic
patients with diabetes and confirmed the higher incidence of
inducible ischaemia in patients with higher calcium scores.
Nearly one third of those patients had a calcium score higher
than 400, 28% of whom had large ischaemic defects. On
the other hand, our prospective study indicated that mixed
and non-calcified coronary plaques and their characteristics
can be detected accurately with 40-slice CT angiography.
In addition, our study showed that non-calcified coronary
plaques, alone or in combination with calcifications, can also
be detected in a high proportion of asymptomatic type 2 dia-
betic patients. Furthermore, our study demonstrated that
non-calcified coronary plaques were the only manifestation
of CAD in 9.5% of the study population (or in 26.7% of patients
with a negative score for coronary calcifications). These
findings demonstrate that calcium scoring with a prospec-
tive scan without contrast enhancement is not sufficient
to determine the presence of coronary plaques. Patients
with a high cardiovascular risk, as in our study, should have
contrast-enhanced CT coronary angiography in cases of neg-
ative scan for calcium. Indeed, in a recent population study
of 70 asymptomatic patients with type 2 diabetes, Scholte
et al. [35] showed a relatively high proportion (41%) of non-
calcified plaques detected by MDCT. Importantly, a calcium
score less than 10 did not exclude CAD in these patients. The
author concluded that MDCT might be a useful technique
for identifying CAD in asymptomatic patients with type 2
diabetes with incremental value over calcium scoring.

The identification of patients at increased risk of an
ischaemic and potentially fatal cardiac event is a difficult
task in cardiovascular medicine. Despite extensive stud-
ies and the development of several risk-prediction models,
traditional cardiovascular risk factors fail to predict the
development of CAD in a large group of patients [36]. MDCT
angiography has been introduced as a noninvasive tech-
nique for the reliable detection of coronary stenosis in
addition to quantification of calcified plaque burden [37].
With the improved spatial resolution, CT angiography also
allows for the detection of mixed and non-calcified coro-
nary plaques. Sensitivity and specificity of 78% and 87—92%,
respectively, have been reported by Leber et al. [13] and
Achenbach et al. [11] for 16-slice CT for the detection of
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non-calcified plaques, alone or in combination with calcified
plaques, compared with intravascular ultrasound. Of inter-
est, patients with non-calcified plaques were characterized
by a trend of having higher total cholesterol, low-density
lipoprotein cholesterol and CRP levels. Although no associa-
tion between CRP and the calcified plaque burden was found
in the Study of Inherited Risk of Coronary Atherosclerosis
[38], Hausleiter et al. [39] demonstrated that CRP val-
ues were significantly higher in patients with non-calcified
plaques and that these elevated values correlated with
earlier non-calcified stages of atherosclerotic plaque devel-
opment, supporting the association of the inflammatory
burden with increased cardiovascular risk [40].

Noninvasive atherosclerosis imaging techniques might
further enhance the detection and management of patients
at risk of coronary heart disease, but they are not per-
fect. It is recognized that a ‘detection gap’ exists, defined
as the difference between coronary heart disease cases
or events currently detected and the total burden of dis-
ease or events among the population [41]. This leaves
room for the introduction of the noninvasive atheroscle-
rosis CT imaging technique. Romeo et al. [42] used MDCT
in 168 asymptomatic high-risk subjects (age 60+7 years)
and found that the prevalence of significant CAD (>50%
diameter stenosis) was 27%. Most of these subjects were dia-
betic (60%), 36% of whom had evidence of significant CAD.
These subjects might benefit from coronary revasculariza-
tion, although studies demonstrating that revascularization
might improve prognosis in asymptomatic subjects are lack-
ing. Well-designed studies need to be conducted to provide
substantial evidence that CT coronary imaging has an inde-
pendent predictive value in addition to common risk factors.

Of interest, a very high proportion of mixed plaques
(71.4%) were obstructive in our study compared with cal-
cified (11.1%) or non-calcified (9.1%) plaques. Accordingly,
calcium scores may underestimate total coronary plaque
burden to a higher extent in patients with diabetes. MDCT
coronary angiography may therefore have substantial incre-
mental value over coronary calcium scoring, although this
concept needs further study. In our study, MDCT coronary
angiography allowed the identification of two phenotypi-
cally different groups of diabetic patients with or without
non-calcified plaques despite an identical cardiovascular
risk (clinical and biological characteristics not statistically
different). Nevertheless, Pundziute et al. [15] reported a
significantly lower proportion of mixed coronary plaques
in patients with diabetes (23%) than in patients without
diabetes (38%), suggesting a more rapid development of
atherosclerosis in the presence of diabetes, with faster
progression from non-calcified lesions to completely cal-
cified lesions. The proportion of mixed coronary plaques
in patients with diabetes was quite similar in our study
(19%). However, the most frequently obstructive charac-
ter of mixed plaques was not obvious in this study. In
addition, most segments with calcified (59.3%) or mixed
(57.2%) plaques were distal segments, whereas most seg-
ments with non-calcified plaques (63.6%) were proximal
segments. These findings could be attributed to better
visualization of non-calcified plaques in proximal coronary
vessels than in smaller distal segments on CT angiography.

Our study had some limitations. Firstly, this population-
based study was biased, so the prevalence of coronary

plaques can only be valid in this particular population
and probably cannot be extended to the French stan-
dard diabetic population. Notably, all patients had at least
one carotid atherosclerotic plaque at inclusion, considering
arbitrarily and intuitively that it was an additional cardio-
vascular risk factor. Secondly, examinations were performed
at a single time point and were not repeated over time. Also,
MDCT angiograms were evaluated visually, as no reliable
quantitative algorithms are currently available. Therefore,
long-term follow-up data, not yet available in our study, are
needed to determine whether the MDCT observations can
provide prognostic information and be of potential use in
the identification of diabetic patients at different levels of
cardiovascular risk. Because of the relatively small number
of patients, we could not draw definitive conclusions on the
prevalence of coronary plaques by CT in our diabetic pop-
ulation and we could not evaluate significantly the effect
of risk factors on coronary plaque characteristics. Further
studies with larger populations should be conducted to clar-
ify this important issue, as well as to confirm the predictive
value of mild calcifications and non-calcified plaques for
hard coronary events, particularly in type 2 diabetic patients
without symptoms. On the other hand, the visualization of
non-calcified plaques by MDCT is limited by plaque and ves-
sel size; smaller plaques located predominantly in smaller
coronary arteries may therefore be difficult to identify accu-
rately with the current generation of CT scanners. Finally,
the possible benefits of coronary plaque detection by MDCT
need to be weighed against the potential hazards associ-
ated with the radiation dose delivered to the chest and the
necessity for administration of intravenous contrast media.

Conclusions

Our study provides the first assessment of the accuracy of
MDCT in detecting and quantifying coronary atherosclerotic
plaques in a subgroup of particular asymptomatic type 2
diabetic patients at high risk of coronary disease. Notably,
CT seems to detect a high proportion of coronary plaques
compared with conventional angiography in these specific
patients. However, the precise role of MDCT in the diagnostic
work-up of patients with suspected CAD in relation to exist-
ing noninvasive functional tests is not yet established and, to
date, the technique is not indicated clinically for coronary
plaque detection in asymptomatic diabetic patients.

References

[1] Beckman JA, Creager MA, Libby P. Diabetes and atheroscle-
rosis: epidemiology, pathophysiology, and management. JAMA
2002;287:2570—-81.

[2] Guize L, Pannier B, Thomas F, et al. Recent advances in
metabolic syndrome and cardiovascular disease. Arch Cardio-
vasc Dis 2008;101:577—83.

[3] Hammar N, Sandberg E, Larsen FF, et al. Comparison of early
and late mortality in men and women after isolated coro-
nary artery bypass graft surgery in Stockholm, Sweden, 1980
to 1989. J Am Coll Cardiol 1997;29:659—64.

[4] Melchior T, Kober L, Madsen CR, et al. Accelerating impact of
diabetes mellitus on mortality in the years following an acute
myocardial infarction. Eur Heart J 1999;20:973—-8.



614

R. Loffroy et al.

[5] Saely CH, Aczel S, Marte T, et al. Cardiovascular complications
in Type 2 diabetes mellitus depend on the coronary angio-
graphic state rather than on the diabetic state. Diabetologia
2004;47:145—6.

[6] Milan Study on Atherosclerosis, Diabetes (MiSAD) Group.
Prevalence of unrecognized silent myocardial ischemia its
association with atherosclerotic risk factors in noninsulin-
dependent diabetes mellitus. Am J Cardiol 1997;79:134—9.

[7] Koistinen MJ. Prevalence of asymptomatic myocardial
ischaemia in diabetic subjects. BMJ 1990;301:92—5.

[8] Weiner DA, Ryan TJ, Parsons L, et al. Significance of silent
myocardial ischemia during exercise testing in patients with
diabetes mellitus: a report from the Coronary Artery Surgery
Study (CASS) Registry. Am J Cardiol 1991;68:729—34.

[9] Giri S, Shaw LJ, Murthy DR, et al. Impact of diabetes on
the risk stratification using stress single-photon emission com-
puted tomography myocardial perfusion imaging in patients
with symptoms suggestive of coronary artery disease. Circu-
lation 2002;105:32—40.

[10] Underwood SR, Anagnostopoulos C, Cerqueira M, et al. Myocar-
dial perfusion scintigraphy: the evidence. Eur J Nucl Med Mol
Imaging 2004;31:261—91.

[11] Achenbach S, Moselewski F, Ropers D, et al. Detection of
calcified and noncalcified coronary atherosclerotic plaque
by contrast-enhanced, submillimeter multidetector spiral
computed tomography: a segment-based comparison with
intravascular ultrasound. Circulation 2004;109:14—7.

[12] Leber AW, Becker A, Knez A, et al. Accuracy of 64-slice com-
puted tomography to classify and quantify plaque volumes
in the proximal coronary system: a comparative study using
intravascular ultrasound. J Am Coll Cardiol 2006;47:672—7.

[13] Leber AW, Knez A, Becker A, et al. Accuracy of multidetector
spiral computed tomography in identifying and differentiating
the composition of coronary atherosclerotic plaques: a com-
parative study with intracoronary ultrasound. J Am Coll Cardiol
2004;43:1241-7.

[14] Schroeder S, Kopp AF, Baumbach A, et al. Noninvasive detection
and evaluation of atherosclerotic coronary plaques with multi-
slice computed tomography. J Am Coll Cardiol 2001;37:1430-5.

[15] Pundziute G, Schuijf JD, Jukema JW, et al. Noninvasive
assessment of plaque characteristics with multislice computed
tomography coronary angiography in symptomatic diabetic
patients. Diabetes Care 2007;30:1113—9.

[16] The American Diabetes Association. Diagnosis and classification
of diabetes mellitus. Diabetes Care 2004;27(Suppl. 1):S5—510.

[17] Austen WG, Edwards JE, Frye RL, et al. A reporting system
on patients evaluated for coronary artery disease. Report of
the Ad Hoc Committee for Grading of Coronary Artery Disease,
Council on Cardiovascular Surgery, American Heart Association.
Circulation 1975;51:5—40.

[18] Gex-Fabry M, Balant LP. Considerations on data analysis
using computer methods and currently available software for
personal computers. In: Welling P, Balant H, editors. Pharma-
cokinetics of drugs: handbook of experimental pharmacology,
110. New York: Springer; 1994. p. 507—-27.

[19] Hogan P, Dall T, Nikolov P. Economic costs of diabetes in the US
in 2002. Diabetes Care 2003;26:917—32.

[20] Becker CR, Knez A, Ohnesorge B, et al. Imaging of noncalci-
fied coronary plaques using helical CT with retrospective ECG
gating. AJR Am J Roentgenol 2000;175:423—4.

[21] Becker CR, Nikolaou K, Muders M, et al. Ex vivo coronary
atherosclerotic plaque characterization with multi-detector-
row CT. Eur Radiol 2003;13:2094—8.

[22] Leber AW, Knez A, White CW, et al. Composition of coro-
nary atherosclerotic plaques in patients with acute myocardial
infarction and stable angina pectoris determined by contrast-
enhanced multislice computed tomography. Am J Cardiol
2003;91:714-8.

[23] Nikolaou K, Sagmeister S, Knez A, et al. Multidetector-row
computed tomography of the coronary arteries: predictive
value and quantitative assessment of non-calcified vessel-wall
changes. Eur Radiol 2003;13:2505—12.

[24] Schoenhagen P, Tuzcu EM, Stillman AE, et al. Non-invasive
assessment of plaque morphology and remodeling in mildly
stenotic coronary segments: comparison of 16-slice computed
tomography and intravascular ultrasound. Coron Artery Dis
2003;14:459—-62.

[25] Mitsuhashi N, Onuma T, Kubo S, et al. Coronary artery disease
and carotid artery intima-media thickness in Japanese type 2
diabetic patients. Diabetes Care 2002;25:1308—12.

[26] O’Leary DH, Polak JF, Kronmal RA, et al. Carotid-artery
intima and media thickness as a risk factor for myocardial
infarction and stroke in older adults. Cardiovascular Health
Study Collaborative Research Group. N Engl J Med 1999;340:
14-22.

[27] Agatston AS, Janowitz WR, Kaplan G, et al. Ultrafast com-
puted tomography-detected coronary calcium reflects the
angiographic extent of coronary arterial atherosclerosis. Am
J Cardiol 1994;74:1272—4.

[28] Rumberger JA, Simons DB, Fitzpatrick LA, et al. Coronary
artery calcium area by electron-beam computed tomography
and coronary atherosclerotic plaque area. A histopathologic
correlative study. Circulation 1995;92:2157—62.

[29] Wexler L, Brundage B, Crouse J, et al. Coronary artery cal-
cification: pathophysiology, epidemiology, imaging methods,
and clinical implications. A statement for health profession-
als from the American Heart Association. Circulation 1996;94:
1175-92.

[30] Schurgin S, Rich S, Mazzone T. Increased prevalence of signif-
icant coronary artery calcification in patients with diabetes.
Diabetes Care 2001;24:335-8.

[31] He ZX, Hedrick TD, Pratt CM, et al. Severity of coronary artery
calcification by electron beam computed tomography predicts
silent myocardial ischemia. Circulation 2000;101:244—51.

[32] Raggi P, Callister TQ, Cooil B, et al. Identification of patients
at increased risk of first unheralded acute myocardial infarc-
tion by electron-beam computed tomography. Circulation
2000;101:850-5.

[33] Berman DS, Wong ND, Gransar H, et al. Relationship between
stress-induced myocardial ischemia and atherosclerosis mea-
sured by coronary calcium tomography. J Am Coll Cardiol
2004;44:923-30.

[34] Anand DV, Lim E, Hopkins D, et al. Risk stratification in
uncomplicated type 2 diabetes: prospective evaluation of the
combined use of coronary artery calcium imaging and selec-
tive myocardial perfusion scintigraphy. Eur Heart J 2006;27:
713-21.

[35] Scholte AJ, Schuijf JD, Kharagjitsingh AV, et al. Prevalence of
coronary artery disease and plaque morphology assessed by
multi-slice computed tomography coronary angiography and
calcium scoring in asymptomatic patients with type 2 diabetes.
Heart 2008;94:290-5.

[36] Naghavi M, Libby P, Falk E, et al. From vulnerable plaque to vul-
nerable patient: a call for new definitions and risk assessment
strategies: Part Il. Circulation 2003;108:1772—8.

[37] Ohnesorge BM, Hofmann LK, Flohr TG, et al. CT for imaging
coronary artery disease: defining the paradigm for its applica-
tion. Int J Cardiovasc Imaging 2005;21:85—104.

[38] Reilly MP, Wolfe ML, Localio AR, et al. C-reactive protein and
coronary artery calcification: The Study of Inherited Risk of
Coronary Atherosclerosis (SIRCA). Arterioscler Thromb Vasc
Biol 2003;23:1851—6.

[39] Hausleiter J, Meyer T, Hadamitzky M, et al. Prevalence of non-
calcified coronary plaques by 64-slice computed tomography
in patients with an intermediate risk for significant coronary
artery disease. J Am Coll Cardiol 2006;48:312—8.



CT of coronary plaques in type 2 diabetes

615

[40] Ridker PM, Cook N. Clinical usefulness of very high and very low
levels of C-reactive protein across the full range of Framingham
Risk Scores. Circulation 2004;109:1955—9.

[41] Taylor AJ, Merz CN, Udelson JE. 34th Bethesda Conference:
Executive summary - can atherosclerosis imaging techniques

improve the detection of patients at risk for ischemic heart
disease? J Am Coll Cardiol 2003;41:1860—2.

[42] Romeo F, Leo R, Clementi F, et al. Multislice computed tomog-
raphy in an asymptomatic high-risk population. Am J Cardiol
2007;99:325-8.



ANNEXE D

Publication n°4

Bernard S, Loffroy R, Sérusclat A, Boussel L, Bonnefoy E, Thévenon C,

Rabilloud M, Revel D, Moulin P, Douek P.

Increased Levels of Endothelial Microparticles CD144 (VE-Cadherin)
Positives in Type 2 Diabetic Patients with Coronary Noncalcified Plaques

Evaluated by Multidetector Computed Tomography (MDCT).

Atherosclerosis 2009; 203: 429-35.

162




Atherosclerosis 203 (2009) 429-435

Contents lists available at ScienceDirect

Atherosclerosis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/atherosclerosis

Increased levels of endothelial microparticles CD144 (VE-Cadherin) positives in
type 2 diabetic patients with coronary noncalcified plaques evaluated by
multidetector computed tomography (MDCT)

Sophie Bernard®P-¢d-* Romaric Loffroy ¢, André Sérusclat€, Loic Boussel¢, Eric Bonnefoy "2,
Chantal Thévenoné, Muriel Rabilloud&", Didier Revel &8, Philippe Moulin®?-<:4-2  Philippe Douek¢:#

2 Endocrinology, Diabetes and Nutrition Department, Cardiovascular Hospital, Hospices Civils de Lyon, F-69677 Lyon, France

b INSERM, U870, F-69621 Villeurbanne, France

¢ INRA, UMR1235, F-69600 Oullins, France

d INSA-Lyon, RMND, F-69621 Villeurbanne, France

¢ Radiology Department, Cardiovascular Hospital, Hospices Civils de Lyon, Creatis-Lrmn CNRS UMR 5220, Inserm U 630, France
f Intensive Care Unit, Cardiovascular Hospital, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

& Université Claude Bernard Lyon I, Lyon, France

h Biostatistics Department, Hospices Civils de Lyon, Lyon, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 22 February 2008

Received in revised form 31 July 2008
Accepted 31 July 2008

Available online 12 August 2008

Objective: The combination of both morphological and cellular markers of subclinical atherosclerosis, in
addition to conventional risk factors, may help to improve cardiovascular prevention in type 2 diabetic
patients. The aim of our cross-sectional study was to evidence a putative increase in endothelial (EMP) or
platelet (PMP) microparticles, in type 2 diabetic patients with coronary noncalcified plaques detected by
multidetector CT (MDCT).

Methods and results: Microparticles and coronary MDCT were assessed in 56 type 2 diabetic patients
with different cardiovascular risk levels. Both EMP (r=0.35, p=0.022) and PMP (p=0.34, p=0.022) were
correlated with hsCRP. EMP were elevated in patients with acute coronary syndromes (p=0.034). EMP
count was significantly higher in the presence of noncalcified diseased segments (p=0.01). By contrast,
there was no association between hsCRP and noncalcified atheroma. This increase in EMP in noncalcified
diseased segment carriers remained borderline significant after adjustment for coronary heart disease
and hsCRP. Conversely, there was no association of PMP count with noncalcified diseased segments and
no difference in PMP count between patients with and without acute coronary syndrome. No significant
association between either EMP and PMP counts and mixed or calcified diseased segments was observed.
Conclusions: We report for the first time an association between plasma EMP-CD144+ and coronary non-
calcified plaques assessed by MDCT in a population of type 2 diabetic patients. EMP might be used as a
surrogate marker of unstable plaques, and might help to improve cardiovascular prediction in diabetic
patients with intermediate risk.
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1. Introduction

The incidence of cardiovascular disease is at least three times
higher in diabetic than in non-diabetic populations, and 50-75%
of diabetic patients die from coronary artery disease (CAD) [1,2].
Coronary artery lesions are more extensive and CAD has a worse
prognosis than in non-diabetic subjects [3]. Moreover, silent
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myocardial ischemia is more frequent in diabetics than in the gen-
eral population, and can lead to delayed diagnosis [4]. Current
guidelines recommend considering diabetes mellitus as a coronary
artery disease equivalent [5]. Nonetheless, in a prospective diabetic
cohort, Bernard et al. have found that diabetic patients with low
Framingham score and no elevated carotid intima-media thickness
had alow risk of coronary events during the 5-year follow-up period
[6]. Moreover, Raggi et al. have shown in a large cohort that diabetic
patients with no coronary artery calcium had a short-term all-cause
mortality risk similar to patients with no diabetes and no coronary
artery calcium [7]. This subgroup of patients represented 30% of the
diabetic patients in this cohort. Therefore, since cardiovascular risk
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is heterogeneous in type 2 diabetes, the development of surrogate
markers of cardiovascular disease might be helpful to improve risk
assessment in order to identify diabetic patients with the highest
risk and treat them intensively.

Computed tomography (CT) has been largely used during the
last 2 decades for coronary assessment. Electron beam CT (EBCT)
remains the standard reference for coronary artery calcified plaque
assessment [8,9]. Coronary calcium score has a high negative pre-
dictive value but a poor positive predictive value for detection of
coronary stenosis compared to coronary angiography. Multidetec-
tor CT (MDCT) is the current standard method for coronary CT
angiography allowing noncalcified plaque detection [10,11]. Non-
calcified plaques detected by CT could reflect vulnerable plaques
potentially prone to rupture [12,13]. Recently, Pundziute et al.
reported that the number of segments with noncalcified plaques
detected by MDCT was an independent predictor of coronary events
in patients at high risk of CAD [14].

In order to improve risk stratification, the combination of both
morphological and cellular parameters could provide further infor-
mation. Microparticles (MP) are generated by cell activation or
apoptosis induced by different stimuli [15,16]. MP are defined as
circulating particles with a size range between 0.2 and 1 wm. Their
cellular origin is determined by specific monoclonal antibodies. An
increase in plasma MP has been reported in the presence of car-
diovascular risk factors (diabetes, hypertension and dyslipidemia)
[17-19]. Elevated endothelial MP plasma levels are associated with
both humeral and coronary endothelial dysfunction [20,21]. Fur-
thermore, elevated endothelial MP has been reported in patients
with CAD assessed by coronary angiography, or in patients with
acute coronary syndrome (ACS) [22-24] and could represent a
marker of coronary artery disease.

The principal aim of our cross-sectional study was to evi-
dence a putative increase in platelet (PMP) and endothelial (EMP)
microparticles in type 2 diabetic patients according to the char-
acteristics of coronary artery plaques detected by MDCT. They
were stratified by rising cardiovascular risk: group I: asymptomatic
patients without metabolic syndrome, group II: asymptomatic
patients with metabolic syndrome and group III: patients with
ACS. The hypothesis was that MP occurrence would be associ-
ated with noncalcified plaques and gradually increasing from group
I to group IIl. The second aim of our study was to assess the
correlation of MP and CT parameters with more common interme-
diate risk markers like hsCRP, and carotid intima-media thickness
(IMT).

2. Methods
2.1. Patients

The study population comprised asymptomatic type 2 diabetic
patients without metabolic syndrome: group I (n=31) and with
metabolic syndrome: group II (n=16) recruited in the department
of endocrinology and diabetes metabolism. An additional subgroup
of 9 type 2 diabetic patients with an ACS was recruited in the inten-
sive care unit: group III.

2.1.1. Inclusion criteria

For all groups: males and females aged 50 years or more,
with type 2 diabetes (age at diagnosis >35, two fasted glycemia
>126 mg/dl or glycemia >200 mg/dl after oral glucose challenge test
or treatment with oral antidiabetic agents or/and insulin).

All patients should have a carotid plaque (1.5-mm thick at least)
at inclusion to increase the probability of finding coronary plaques.
Before inclusion, all patients gave written informed consent about

the study protocol which was approved by our local ethics commit-
tee.

For group II: all the patients should have three of the fol-
lowing features of metabolic syndrome: according to the Adult
Treatment Panel III of the National Cholesterol Education Program
(ATPIII-NCEP) [5]: waist circumference >102 cm in men and >88 cm
in women; fasting serum triglycerides >150 mg/dl; High-density
lipoprotein (HDL) cholesterol <40 mg/dl in men and <50 mg/dl in
women; high blood pressure: systolic blood pressure >130 mmHg
and/or diastolic blood pressure >85mmHg or antihypertensive
drug treatment.

For group III: ACS was defined by two measurements of troponin [
atleast 6 h apart showing arising or a falling pattern during the first
24 h after the clinical cardiac ischemia symptoms with or without
ECG modifications [25].

2.1.2. Exclusion criteria

For all groups: Diagnosis of diabetes before age of 35 years, cal-
culated Cockroft renal clearance <50 ml/min, cardiac arrythmia. For
group I: presence of metabolic syndrome. For groups I and II: pres-
ence of cardiovascular symptoms, abnormal ECG.

In group I11, all patients had coronary revascularization at admis-
sion with implantation of active coronary stent at the culprit site.
No patient had more than one stent. For practical reasons, it was
impossible to obtain blood for MP assessment at admission before
the coronary angiography and the MDCT scan was performed the
day following admission in the intensive care unit.

2.2. Measurement of carotid IMT

Ultrasonographic scanning of the carotid arteries was per-
formed using high-resolution B mode ultrasound (Sequoia S 512
Acuson Siemens Mountainview CA, USA) with an electrical linear
transducer (8L5, 8 MHz). The patient was in the supine position;
his head rotated 45° away from the side being scanned. A special
preset of machine setup was used for all the patients, the general
gain and TGC were always the same and not modified during exam-
ination. ECG was recorded to select frames at end diastole (foot of
QRS wave). Transversal and longitudinal sweeps were used to locate
the carotid arteries, the plaques (more than 1.5 mm or an encroach-
ment more than 50% of the thickness of the adjacent wall) and the
jugular vein. The carotid was then placed in a longitudinal view.
The angle of insonation on the neck was the transjugular view, or
if not possible, 45°. The common carotid had to be exactly perpen-
dicular to US beam. The image had to display the IMT boundaries
as well on near and far wall to make sure that the US beam was in
the center of the vessel, and the walls had to be parallel from the
beginning to the end of the common carotid. The end of common
carotid was defined as the point where it begins to dilate (bulb). The
acoustical focus was placed on the far wall. The segment of interest
was the far wall of the last centimeter of common carotid artery.
If there was a plaque in this area or an acoustical shadow, the seg-
ment of interest was the centimeter proximal to the plaque on the
common carotid. Each measure was the mean of 16 determinations
performed in the region of interest of both common carotid arter-
ies as defined above and as previously described [26]. A second
measure was done with off-line software (MATH'SR Métris Paris
France).

All the measurements were performed by the same experienced
physician. The intraindividual variation coefficient was tested in
two control groups. In the first one, including 12 healthy sub-
jects (mean age, 26+ 5 years), IMT (measured twice at 28 £6.2
days interval) was 0.54 4+ 0.07 mm, with a coefficient of variation
of 6.55 £ 1.8%. In the second group, comprising 10 diabetic patients
(mean age 62 + 2 years) with elevated IMT (0.89 +0.04 mm), the
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coefficient of variation was 5.2 +0.7% for two IMT determinations
performed at 3.6 & 0.6 days interval.

2.3. MDCT coronary angiography

MDCT data acquisition: MDCT scan was performed on a Bril-
liance 40 machine (Philips Medical Systems, Eindhoven, The
Netherlands) with intravenous injection of 1 ml/kg of lomeron 400
(Bracco, Milano, Italy) at a rate of 4-6ml/s. A retrospective EKG
triggered CT scan of the whole heart area was performed with the
following parameters: number of detectors 40; individual detector
width 0.625 mm; gantry rotation time 420 ms; pitch 0.2; half-scan
reconstruction mode and imaging cranio-caudal direction. Scan-
ning was triggered to start automatically when a predetermined
level of contrast enhancement was detected in the descending
aorta (bolus tracking). Scanning was performed with tube voltage at
120 kV and maximum current of 600-800 mA depending on patient
size.

Reconstruction was performed routinely using a window cen-
tered at 75% of the R-R interval to coincide with left ventricular
diastole. For heart rates >70beats/min, an earlier reconstruction
phase (40%) was used (coinciding with isovolumic relaxation). If
motion artefact appeared, additional reconstruction phases were
analysed. Cardiac MDCT image evaluation was performed on a
Philips work station (Brilliance Workstation, Philips Medical Sys-
tems, Eindhoven, The Netherlands). Reconstructed images were
viewed in multiple formats: original axial slice curved multiplanar
reformations along the axis of the vessel of interest, cross-sectional
images perpendicular to the vessel center line, and thin-slab
maximum intensity projections. The coronary artery tree was seg-
mented according to the modified American Heart Association
classification [27].

In seven patients, MDCT did not provide technically adequate
images (respiratory motion, irregular heart rate), so these patients
were not included in the analysis of MDCT data. The proportion of
patients with poor quality imaging was low and similar between
groups: 4, 2, and 1 patients in group I, I and III, respectively.

Determination of calcium score: a native scan without contrast
dye was performed to determine the coronary artery calcium score
(total Agatston score).

Characteristics of plaques: MDCT angiograms were analysed by
two observers by consensus decision. They were blinded to the clin-
ical data. Healthy segments were defined as segments without any
plaque and diseased segments as segments containing either non-
calcified, mixed or calcified atheroma. The coronary segment with
stent was not analysed and indeed the characteristics of the culprit
lesion could not be described.

The presence of noncalcified atheroma was defined as any dis-
cernible structure in the coronary artery wall with a CT density
less than the contrast-enhanced coronary lumen but greater than
the surrounding connective tissue. Calcified atheroma was charac-
terized by high density exceeding the threshold of 130 Hounsfield
units (HU). Furthermore, a hypointense area in the vicinity of a
calcified plaque was not assigned as noncalcified atheroma but
considered as an artefact. Mixed diseased segment was defined
as having noncalcified and calcified components within a same
segment.

2.4. Microparticle quantification

Five milliliter of 12-h fasting blood were withdrawn on a citrated
tube. Within 1h after withdrawal, samples were centrifuged at
1500 x g for 20 min at 20°. Supernatant (corresponding to platelet
poor plasma) was put into aliquots of 500 ml and then frozen at
—-80°.

After thawing, 30 1 of platelet poor plasma were incubated
for 20 min in the dark with 4 pl of fluorescein (FITC)-conjugated
monoclonal antibody against CD41 (GPIIb) (Beckmann) or 6wl
of phycoerythrin (PE)-conjugated monoclonal antibody against
CD144 (VE-Cadherin) (Beckmann) for determination of platelet
and endothelial MP, respectively. After incubation, samples were
diluted in 900 ml of PBS. To assess non-specific binding of antibod-
ies, non-immunized FITC- and PE-labeled isotype-matched mouse
monoclonal IgG served as negative controls. Immediately before
flow cytometry analysis 30 pl of flow count beads (Beckmann) were
added to microparticle quantitation. MP were defined as CD41+ or
CD144+ particles with size <1 pm. All samples were assayed in trip-
licate. Intra-assay variations were 4.5% and 3.7%, for EMP and PMP,
respectively. Inter-assay variations were 8.9% and 7.5%, for EMP and
PMP, respectively. We measured also MP in six healthy controls
(three males, three females, aged 41 + 5 years).

2.5. Biological parameters

Blood samples were drawn, after an overnight fast, into
tubes containing EDTA, and plasma was immediately separated
by low-speed centrifugation. HbA1c levels were determined by
HPLC method. HDL containing fractions were obtained by direct
method (Architecht Abott). Total cholesterol (TC) and triglyc-
erides (TG) were determined using commercial kits (Abott). LDLc
was calculated by Friedewald formula. hsCRP was measured by
immunonephelometry (Dade Behring).

2.6. Statistical analysis

2.6.1. Statistical analysis was validated by an independent
statistician

Continuous variables are expressed as mean + S.D. or as median
and interquartiles range for variables not normally distributed such
as Agatston score, EMP, PMP, and hsCRP. Categorical variables are
expressed as frequency and percent. To compare continuous vari-
ables between the three groups of patients, the non-parametric
Kruskal-Wallis test for independent groups was used because
the number of patients was small and some variables were not
normally distributed. To compare the association of continuous
variables and binary categorical variables, the non-parametric
Mann-Whitney test was used. To compare categorical variables
between groups, we used a x?2 test; an exact test could not be made
for more than two independent groups with SPSS software. To com-
pare two groups between them and obtain a Fischer exact test, we
excluded alternatively the third group of the analysis. If there was
no significant difference between groups, we have given the global
x2 value and p in the text or in Tables. If there was a significant
difference between groups (by analysis two by two), we have given
these results (Fischer exact test) in the text orin legend of the tables.
Correlations were calculated with Spearman’s rank correlation test.

The statistical analysis of coronary atheroma was made by com-
paring total number of diseased segments per patient, number of
diseased segments with calcified, noncalcified and mixed atheroma
per patient between groups (Kruskal-Wallis). The presence of three
types of diseased segments was also assessed as a binary out-
come and the proportions of patients with one or more diseased
segments with calcified, noncalcified and mixed atheroma were
calculated and compared by x? tests as described above. To test the
independence of the association between EMP and the presence
of noncalcified diseased segments, we performed a multivariate
logistic regression analysis with noncalcified diseased segments
as a binary outcome. Not normally distributed variables EMP, and
hsCRP were log transformed for this analysis.
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Fig. 1. Endothelial (EMP-CD144+) and platelet (PMP-CD41+) microparticle counts
according to group. p=0.04 for EMP and p=0.33 for PMP between groups
(Kruskal-Wallis test).

A p value <0.05 was considered significant for all tests. All anal-
yses were performed by SSPS 12.0 software.

3. Results

The characteristics of patients are presented in Table 1. Sub-
jects with ACS were slightly older with an HbA1c mildly increased
compared with patients in primary prevention. In addition, the pro-
portion of regular smokers was significantly higher in patients with
ACS. Duration of diabetes was similar between groups. As expected
according to inclusion criteria, group II (patients with type 2 dia-
betes and metabolic syndrome) had increased waist circumference,
BMI, plasma TG concentration, and lower HDLc and were more
frequently hypertensives. In Table 2, diabetes and cardiovascular
treatments are reported. There were more patients with statin and
beta-blocker treatments in group Il and more patients with diuretic
treatments in group II.

In group III, hsCRP was strongly increased compared to groups
Il and I (Kruskal-Wallis, x2 =14.21, p=0.001) (Table 3). Carotid IMT
was different between groups: lowest in group I, intermediate in
group 11, and highest in group Ill (Kruskal-Wallis, x2 = 6.95, p=0.03)
(Table 3).

The proportion of patients with noncalcified diseased segments
increased from group I to group IlII, and the difference was sig-
nificant for comparison between groups I (15.4%) and III (57.1%)
(x?=5.24, exact Fischer test: p=0.04) but not significant for com-
parison between groups I (15.4%) and II (37.5%) (x2=2.67, exact
Fischer test: p=0.14) and between group II (37.5%) and III (57.1%)
(x2=0.76, exact Fischer test: p=0.65). The presence of mixed or
calcified diseased segments was observed in a similar frequency
between groups. Mixed diseased segments were observed in 38.5%,
25%, and 42.9% of patients in groups I, Il and III, respectively. Calci-
fied diseased segments were noted in 61.5%, 62.5%, 71.4% of patients
in groups I, Il and III, respectively. Calcium score was significantly
higher in group III (Kruskal-Wallis, x?=6.20, p=0.04) (Table 3)
and was associated with calcified (Mann-Whitney, p=0.0001) and
mixed diseased segments (Mann-Whitney, p=0.0001) but not with
noncalcified diseased segments (Mann-Whitney, p = 0.85). Calcium
score was correlated with age (0 =0.354, p=0.037), and carotid IMT
(p=0.394, p=0.019).

Compared to group I, healthy controls had significantly lower
EMP and PMP (Table 3). EMP microparticles were significantly
higher in group Il than in group I (Kruskal-Wallis, x%=6.36,
p=0.04) (Table 3, Fig. 1). By contrast, PMP microparticle counts
were similar between groups (Kruskal-Wallis, x%=2.22, p=0.33)
(Table 3, Fig. 1). EMP and PMP were significantly and positively cor-
related (p=0.593, p=0.0001). hsCRP was positively correlated with
EMP (p=0.354, p=0.02) and PMP (p=0.344, p=0.02). EMP count

p=0.01
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Fig. 2. Association between endothelial (EMP-CD144+) and platelet (PMP-CD41+)
microparticles and characteristics of coronary atheroma: (A) noncalcified diseased
segments (p=0.01 for EMP, and p=0.33 for PMP, Mann-Whitney); (B) mixed dis-
eased segments (p =0.79 for EMP and p = 0.37 for PMP, Mann-Whitney); (C) calcified
diseased segments (p=0.33 for EMP and p=0.35 for PMP, Mann-Whitney).

only was significantly associated with noncalcified diseased seg-
ments (expressed as a binary outcome) (Mann-Whitney, p=0.01)
(Fig. 2A). By contrast, there was no association between hsCRP and
noncalcified atheroma (Mann-Whitney, p=0.125). This increase of
EMP in patients with noncalcified diseased segments remained
borderline significant after adjustment for group (exp(B)=6.5, Cl:
0.99-51.52, p=0.0459) and hsCRP (exp(B)=6.8, CI: 0.89-56.52,
p=0.0548). PMP was not associated with noncalcified diseased
segments (Mann-Whitney, p=0.33) (Fig. 2A). There was no cor-
relation between calcium score and EMP (p=0.058, p=0.71) or
PMP (0=0.01, p=0.99). Finally, there was no significant associa-
tion between either EMP or PMP and mixed (Fig. 2B) or calcified
plaques (Fig. 2C).

4. Discussion

We report, for the first time, an association between plasma
EMP-CD144+ and coronary noncalcified atheroma assessed by
MDCT in a population of type 2 diabetic patients. EMP were char-
acterized using anti-CD144 (VE-cadherin) antibody since it is the
most specific marker for endothelial cells, and since it was estab-
lished that CD144-positive EMP derived selectively from human
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Table 1
Characteristics of patients
Group I (n=31) Group I (n=16) Group Il (n=9) P
Sex (F/M) 12/19 6/10 6/3 0.288
Age (years) 62.00+8.17 62.81+7.20 65.78 +£9.03 0.58 (1.07)
Duration of diabetes (years) 15.00+£9.75 12.31+5.22 1140+ 11.11 0.43 (1.69)
Smokers (%) 5(16.1) 1(6.3) 5(55.6) 0.009
Hypertensives (%) 20 (64.5) 15 (93.8) 5(55.6) 0.073
BMI (kg/m?) 28.69 +£5.37 30.07 +3.31 30.64+5.52 0.16 (3.62)
Wiaist circumference (cm) 97 £12.1 107 +£9.6 107+£13.3 0.004 (10.83)
HbA1c (%) 7.89 +1.41 8.66 +1.60 9.17+£2.29 0.15 (3.8)
TG (g/1) 0.92+0.35 2.36+0.88 1.55+1.03 0.0001 (25.45)
HDLc (g/1) 0.62+0.16 0.42 +0.66 0.61+0.20 0.0001 (22.24)
LDLc (g/1) 0.95+0.29 1.06+0.25 1.224+0.55 0.35(2.08)
For continuous variables results are expressed as mean +S.D.
2 The value of x? for Kruskal-Wallis test is given in parenthesis.
Table 2
Diabetes and cardiovascular treatments between groups
Group I (n=31) Group Il (n=16) Group Il (n=9) p?
Diabetes treatments
Antidiabetic drugs 0.38 (7.48)
Diet alone 1 0 1
Oral antidiabetic agents 15 5 2
Oral antidiabetic agents +insulin 6 8 3
Insulin 9 3 3
Cardiovascular medications
Statins 19 11 9 0.09 (4.95)
Antiplatelet agents 21 12 9 0.14 (3.87)
ACE or ARA2 inhibitors 21 14 8 0.20 (3.19)
Diuretics 9 12 3 0.009 (9.5)
Beta-blockers 3 2 9 0.0001 (32.21)"
Calcium antagonists 5 2 0 0.44 (1.66)

3 x2? values in parenthesis.

" Statistical significant difference with exact Fischer test: p=0.037 (x? =4.98) between groups I and IlI for statins; p=0.005 ( x% =9.02) between groups I and II for diuretics;

p=0.001 (x>=27.1) between groups I and Il and p=0.001 ( x? = 17.9) between groups Il and III for beta-blockers.

endothelial cells [19]. As previously reported by other groups, we
found an increase in MP in diabetic patients compared with non-
diabetic controls [17-19].

We took advantage of the combination of both cellular and mor-
phologic markers to ascertain the interest of MP measurement in
type 2 diabetic patients with different cardiovascular risk level. We
report a significant elevation of EMP CD144+ in type 2 diabetic
patients with ACS compared with type 2 diabetic patients with-
out metabolic syndrome. Patients with metabolic syndrome had
intermediate levels of EMP but close to patients without metabolic
syndrome. There was an overlap of EMP between groups which
might be related in part to variability of MP measurement. There

were also some expected discrepancies between groups in terms of
oraldrugs: loading dose of clopidogrel and more beta-blocker treat-
ments in patients with ACS, more diuretic treatments in patients
with metabolic syndrome in relation with hypertension. There are
very few data in the literature regarding the effects of these drugs
on MP. A diminution of PMP has been reported with clopidogrel and
areduction of EMP levels with statins [15,28]. There were also more
smokers in group Il but Casey et al. reported that there was no dif-
ference in the number of PMP between smokers and non smokers
[29].

We found a significant association between EMP and non-
calcified coronary diseased segments. This association remained

Table 3
Non-conventional markers according to groups
Group I (n=31) Group Il (n=16) Group Il (n=9) p?

hsCRP (mg/1) 1.5[0.5-4.7] 4.7 [11-6.4] 9.29 [7.07-11.87] 0.001 (14.2)

Carotid IMT (mm) 0.79+0.13 0.86+0.13 0.93+0.15 0.03(6.95)

Number of coronary diseased segments per patient
Total 3.62+3.7 330+34 515+4.1 0.49
Noncalcified 0.21+0.3 042405 0.71+0.70 0.048
Mixed 0.69+0.9 0.71+13 0.61+0.7 0.84
Calcified 2.80+3.2 221428 42446 0.67
Calcium score (HU) 96 [0-484] 54[0-777] 1378 [250-2465] 0.045 (6.2)
PMP CD41 +(counts x 103/ml) 151.19 [82.7-260.6] 183.90 [155.6-213.5] 219.49 [164.8-241.7] 0.33(2.22)
EMP CD144 + (counts x 103 /ml) 139.07 [81.6-271.5] 251.80 [121.2-499.3] 442.27 [154.2-826.9] 0.04 (6.36)

For continuous variables results are expressed as median and interquartiles range, except for carotid IMT and number of diseased segments (mean & S.D.). Controls: EMP
CD144+: 95.2 [51.1-131.5] (p = 0.02) and PMP CD41+: 64.6 [42.7-106.1] (p = 0.04) vs. group [ (Mann-Whitney test). For MDCT data the number of patients per group was n =27,
n=14, and n=_8 in groups [, Il and III, respectively.

2 Value of x? for Kruskal-Wallis test are given in parenthesis.
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borderline significant after adjusting cardiovascular risk level. Fur-
thermore, EMP was correlated with hsCRP which has been shown,
in a recent post mortem study, to correlate with the number of
vulnerable plaques with thin cap [30]. However, the association
that we observed between EMP and noncalcified diseased seg-
ments is at least partly independent of hsCRP since we do not
observed a significant association between hsCRP and noncalcified
diseased segments. Interestingly, there was no relation between
EMP and calcified diseased segments supposed to correspond to a
more chronic process of atheroma. Our findings are in agreement
with those of Bernal-Mizrachi et al. who reported an association
between the type of coronary lesions assessed by conventional
angiography and EMP mostly in the case of irregular and eccentric
high risk lesions [22].

By contrast, PMP were not increased in our patients with ACS,
and were not related with noncalcified atheroma. Studies evalu-
ating the relation of MP with cardiovascular disease in the general
population have more often found an association between CAD and
EMP than PMP [15]. However, we cannot exclude that aggressive
treatments of type 2 diabetic patients with ACS, especially the load-
ing dose of clopidogrel, are more likely to diminish PMP than EMP.
Another explanation could be that PMP are trapped in the thrombus
in the ACS group [15].

Lipid core size and minimal cap thickness are the main determi-
nants of plaque vulnerability and are not related to the plaque size
or degree of stenosis. Therefore, angiographic studies showed that
only 14% of myocardial infarction could be attributable to severe
stenoticlesion[31]. Raggi et al. have found that diabetic patients, for
agivenrate of events similar as in non-diabetic subjects, had alower
calcium scoring; this report reinforces the interest of tracking vul-
nerable plaques [32]. In our population of type 2 diabetic patients,
we observed one or more noncalcified diseased segments in 57%
of patients with ACS versus only 15.4% of asymptomatic patients
without metabolic syndrome.

Our study presents some limits. It is difficult to differentiate
between lipid-rich and fibrous plaques only on the basis of plaque
attenuation evaluated by MDCT. Further studies are needed to
validate CT modalities to assess coronary plaque composition. Addi-
tionally, prospective studies are needed to evaluate the predictive
value of noncalcified atheroma for hard coronary events in type
2 diabetic patients. Recently, Pundziute et al. reported that the
number of segments with noncalcified plaques detected by MDCT
was an independent predictor of coronary events in non-diabetic
patients at high risk of CAD [14].

This is the first study to show an association between EMP and
noncalcified potentially vulnerable plaques. Further studies with
a prospective design are needed to prove that EMP are related to
the occurrence of hard CHD events and subsequently to validate a
prevention strategy including this new marker.

Acknowledgments

We thank Véronique Ficagna, Karine Ferrante and the nurses
of our department for their assistance. We are very grateful to Dr.
Aude Brac de la Perriére, Sonia Beltran and Gérald Raverot who
contributed to the inclusion of patients.

This work was supported by HCL (Hospices Civils de Lyon) and
CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique). We are also
grateful for the support of Astra Zeneca Laboratory.

References

[1] Howard BV, Rodriguez BL, Bennett PH, et al. Prevention Conference VI: dia-
betes and cardiovascular disease: Writing Group I: epidemiology. Circulation
2002;105:e132-7.

[2] Saydah SH, Eberhardt MS, Loria CM, Brancati FL. Age and the burden of death
attributable to diabetes in the United States. Am ] Epidemiol 2002;156:714-9.

[3] Melchior T, Kober L, Madsen CR, et al. Accelerating impact of diabetes mel-

litus on mortality in the years following an acute myocardial infarction.

TRACE Study Group. Trandolapril Cardiac Evaluation. Eur Heart ] 1999;20:

973-8.

Milan study on atherosclerosis and diabetes (MiSAD) group: prevalence of

unrecognized silent myocardial ischemia and its association with atheroscle-

rotic risks factors in noninsulin-dependent diabetes mellitus. Am ] Cardiol

1997; 79:134-9.

Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Cholesterol

in Adults. Executive Summary of the Third Report of the National Cholesterol

Education Program (NCEP) Expert Panel on Detection, Evaluation, and Treat-

ment of High Blood Cholesterol in Adults (Adult Treatment Panel III). JAMA

2001; 285:2486-97.

Bernard S, Sérusclat A, Targe F, et al. Incremental predictive value of carotid

ultrasonography in the assessment of coronary risk in a cohort of asymptomatic

type 2 diabetic subjects. Diabet Care 2005;28:1158-62.

[7] Raggi P, Shaw LJ, Berman DS, Callister TQ. Prognostic value of coronary artery
calcium screening in subjects with and without diabetes. ] Am Coll Cardiol
2004;43:1663-9.

[8] Budoff MJ, Shaw LJ, Liu ST, et al. Long-term prognosis associated with coronary
calcification: observations from a registry of 25,253 patients. ] Am Coll Cardiol
2007;49:1860-70.
Budoff MJ, Achenbach S, Blumenthal RS, et al. Assessment of coronary
artery disease by cardiac computed tomography: a scientific statement
from the American heart association committee on cardiovascular imaging
and intervention, council on cardiovascular radiology and intervention, and
committee on cardiac imaging, council on clinical cardiology. Circulation
2006;114:1761-91.

[10] Raff GL, Goldstein JA. Coronary angiography by computed tomography. ] Am

Coll Cardiol 2007;49:1830-3.

[11] Goldstein JA, Gallagher MJ, O’Neill WW. A randomized controlled trial of multi-
slice coronary computed tomography for evaluation of acute chest pain. ] Am
Coll Cardiol 2007;49:863-71.

[12] Achenbach S, Moselewski F, Ropers D, et al. Detection of calcified and non-
calcified coronary atherosclerotic plaque by contrast-enhanced, submillimeter
multidetector spiral computed tomography: a segment-based comparison with
intravascular ultrasound. Circulation 2004;109:14-7.

[13] Motoyama S, Kondo T, Sarai M, et al. Multi-slice computed tomographic char-
acteristics of coronary lesions in acute coronary syndromes. ] Am Coll Cardiol
2007;50:319-26.

[14] Pundziute G, Schuijf JD, Jukema JW, et al. Prognostic value of multislice com-
puted tomography coronary angiography in Patients with known or suspected
coronary artery disease. ] Am Coll Cardiol 2007;49:62-70.

[15] Boulanger CM, Amabile N, Tedgui A. Circulating microparticles: a poten-
tial prognostic marker for atherosclerotic vascular disease. Hypertension
2006;48:180-6.

[16] Piccin A, Murphy WG, Smith OP. Circulating microparticles: pathophysiology
and clinical implications. Blood Rev 2007;21:157-71.

[17] Hortman LL, Jy W, Jimenez JJ, Ahn YS. Endothelial microparticles as markers of
endothelial dysfunction. Front Biosci 2004;9:1118-35.

[18] Sabatier F, Darmon P, Higel B, Combes V, Sanmarco M, Velut JG. Type 1 and
type 2 diabetic patients display different patterns of cellular microparticles.
Diabetes 2006;51:2840-5.

[19] Koga H, Sugiyama S, Kugiyama K, Fukushima H, Watanabe K, Sakamoto T.
Elevated levels of remnant lipoproteins are associated with plasma platelet
microparticles in patients with type 2 diabetes mellitus without obstructive
coronary artery disease. Eur Heart ] 2006;27:817-23.

[20] Amabile N, Guerin AP, Leroyer A, et al. Circulating endothelial microparticles are
associated with vascular dysfunction in patients with end-stage renal failure. ]
Am Soc Nephrol 2005;16:3381-8.

[21] Werner N, Wassmann S, Ahlers P, Kosiol S, Nickenig G. Circulating
CD31+/Annexin V+ Apopoptic microparticles correlate with coronary endothe-
lial function in patients with coronary artery disease. Arterioscler Thromb Vasc
Biol 2006;26:112-6.

[22] Bernal-Mizrachi L, Jy W, Fierro C, et al. Endothelial microparticles correlate
with high-risk angiographic lesions in acute coronary syndromes. Int ] Cardiol
2004;97:439-46.

[23] Mallat Z, Benamer H, Hugel B, et al. Elevated levels of shed membrane
microparticles with procoagulant potential in the peripheral circulating
blood of patients with acute coronary syndromes. Circulation 2000;101:
841-3.

[24] Koga H, Sugiyama S, Kugiyama K, et al. Elevated levels of VE-Cadherin-Positive
endothelial microparticles in patients with type 2 diabetes mellitus and coro-
nary artery disease. ] Am Coll Cardiol 2005;45:1622-30.

[25] Myocardial infarction redefined—A consensus document of The Joint Euro-
pean Society of Cardiology/American College of Cardiology Committee
for the Redefinition of Myocardial Infarction. Eur Heart ] 2000; 21:
1502-13.

[26] Touboul PJ, Prati P, Scarabin PY, Adrai V, Thibout E, Ducimetiére P. Use of mon-
itoring software to improve the measurement of carotid wall thickness by
B-mode imaging. ] Hypertens 1992;10(Suppl 5):S37-41.

[27] Austen WG, Edwards JE, Frye RL, et al. A reporting system on patients evalu-
ated for coronary artery disease. Report of the ad hoc committee for grading

[4

[5

[6

[9



(28]

[29]

S. Bernard et al. / Atherosclerosis 203 (2009) 429-435 435

of coronary artery disease, council on cardiovascular surgery, American Heart
Association. Circulation 1975;51:5-40.

Tramontano AF, O’Leary ], Black AD, Muniyappa R, Cutaia MV, El-Sherif N.
Statin decreases endothelial microparticle release from human coronary artery
endothelial cells: implication for the Rho-kinase pathway. Biochem Biophys Res
Commun 2004;320:34-8.

Casey RG, Joyce M, Roche-Nagle G, Cox D, Bouchier-Hayes DJ. Young male smok-
ers have altered platelets and endothelium that precedes atherosclerosis. ] Surg
Res 2004;116:227-33.

[30] Burke AP, Tracy RP, Kolodgie F, et al. Elevated C-reactive protein values and
atherosclerosis in sudden coronary death: association with different patholo-
gies. Circulation 2002;105:2019-23.

[31] Falk E, Shah PK, Fuster V. Coronary plaque disruption. Circulation
1995;92:657-71.

[32] Raggi P, Cooil B, Ratti C, Callister TQ, Budoff M. Progression of coronary artery
calcium and occurrence of myocardial infarction in patients with and without
diabetes mellitus. Hypertension 2005;46:238-43.



ANNEXE E

Publication n°5

Guiu B, Petit JM, Loffroy R, Ben Salem D, Aho S, Masson D, Hillon P,

Krausé D, Cercueil JP.

Quantification of Liver Fat Content: Comparison of Triple-Echo Chemical

Shift Gradient-Echo Imaging and in Vivo Proton MR Spectroscopy.

Radiology 2009; 250: 95-102.

163




>
&

o
E

av!
o

Note: Thiscopy isfor your personal, non-commercial useonly. To order presentation-ready copies for
distribution to your colleagues or clients, use the Radiology Reprintsform at the end of thisarticle.

Quantification of Liver Fat
Content: Comparison of Triple-Echo

Chemical Shift Gradient-Echo Imaging

and in Vivo Proton MR Spectroscopy’

Boris Guiu, MD
Jean-Michel Petit, MD AL
Romaric Loffroy, MD
Douraied Ben Salem, MD
Serge Aho, MD
David MaSSOH, PhD Materials and
Patrick Hillon, MD, PhD Methods:
Denis Krause, MD, PhD
Jean-Pierre Cercueil, MD
Resulits:
Conclusion:

1 From the Departments of Radiology (B.G., R.L., D.K.,
J.P.C.), Clinical Research (B.G.), Endocrinology (J.M.P.),
Neuroradiology (D.B.S.), Epidemiology (S.A.), and Hepatol-
ogy (P.H.), Le Bocage University Hospital, Bd Maréchal de
Lattre de Tassigny, 21000 Dijon, France; and Institut Na-
tional de la Santé et de la Recherche U866 Unit, School
of Medicine, Dijon, France (J.M.P., D.M.). Received Febru-
ary 1, 2008; revision requested April 2; revision received
May 1; accepted June 6; final version accepted June 25.
Supported by a grant from the publicly funded organiza-
tion Direction de la Recherche Clinique at the Dijon Uni-
versity Hospital, Dijon, France. Address correspondence
to B.G. (e-mail: Boris.guiu@chu-dijon.fr).

© RSNA, 2009

To validate a triple-echo gradient-echo sequence for mea-
suring the fat content of the liver, by using hydrogen 1 ('H)
magnetic resonance (MR) spectroscopy as the reference
standard.

This prospective study was approved by the appropriate
ethics committee, and written informed consent was ob-
tained from all patients. In 37 patients with type 2 diabetes
(31 men, six women; mean age, 56 years), 3.0-T single-
voxel point-resolved "H MR spectroscopy of the liver
(Couinaud segment VII) was performed to calculate the
liver fat fraction from the water (4.7 ppm) and methylene
(1.3 ppm) peaks, corrected for T1 and T2 decay. Liver fat
fraction was also computed from triple-echo (consecutive
in-phase, opposed-phase, and in-phase echo times) breath-
hold spoiled gradient-echo sequence (flip angle, 20°), by
estimating T2* and relative signal intensity loss between
in- and opposed-phase values, corrected for T2* decay.
Pearson correlation coefficient, Bland-Altman 95% limit of
agreement, and Lin concordance coefficient were calcu-
lated.

Mean fat fractions calculated from the triple-echo se-
quence and 'H MR spectroscopy were 10% (range, 0.7%-
35.6%) and 9.7% (range, 0.2%-34.1%), respectively.
Mean T2* time was 14.7 msec (range, 5.4-25.4 msec).
Pearson correlation coefficient was 0.989 (P < .0001) and
Lin concordance coefficient was 0.988 (P < .0001). With
the Bland-Altman method, all data points were within the
limits of agreement.

A breath-hold triple-echo gradient-echo sequence with a
low flip angle and correction for T2* decay is accurate for
quantifying fat in segment VII of the liver. Given its excel-
lent correlation and concordance with 'H MR spectros-
copy, this triple-echo sequence could replace 'H MR spec-
troscopy in longitudinal studies.

© RSNA, 2009

Radiology: \/olume 250: Number 1—dJanuary 2009

95

(=}
=
2
=
=
[
=
m
12}
m
=
s}
(=]
==
|
)
=
(7]
—
=
=
-
-
m
(]
=
]
=
-
=
=
T
-
T




>
i}
=

T
o

GASTROINTESTINAL IMAGING: Quantification of Liver Fat Content

Guiuetal

he past decade has witnessed an

epidemic increase in nonalcoholic

fatty liver disease (NAFLD), which
may affect 10%-30% of adults in the
general population (1-3) and 13% of
children (4). NAFLD encompasses a
broad spectrum of abnormalities, of
which the mildest is simple steatosis,
which accounts for 80%-90% of cases.
However, patients with NAFLD should
be monitored for progression to nonal-
coholic steatohepatitis, which causes in-
creased morbidity and mortality (2),
usually related to cardiovascular or he-
patic disorders (5). Cirrhosis develops
in 20%-25% of patients with nonalco-
holic steatohepatitis (6), who are then
at increased risk for hepatocellular car-
cinoma (7). Early treatment may pre-
vent these adverse outcomes. In addi-
tion, liver fat content is important to
consider in living donors, as a fat con-
tent of 30% or more contraindicates
liver donation (8-10). Furthermore,
NAFLD may reflect the toxicity of drugs
such as amiodarone, tamoxifen, and
antiretrovirals (11).

Advances in Knowledge

B Liver fat content measured from
the relative signal intensity loss at
chemical shift gradient-echo imag-
ing and corrected for T1 and T2*
decay showed close correlation
(Pearson coefficient, r = 0.989;

P < .0001) and strong concor-
dance with the results of "H MR
spectroscopy.

B T2* relaxation time of the liver
exhibited considerable interindi-
vidual variability (range, 5.4-25.4
msec; standard deviation [SD],
5.5 msec) in patients with type 2
diabetes.

B Since T2 relaxation times of meth-
ylene (range, 33.0-77.0 msec;
SD, 12.5 msec) and water (range,
12.4-41.2 msec; SD, 5.7 msec)
varied widely, liver fat content
measured by using 'H MR spec-
troscopy should be corrected for
T2 decay by using an individually
computed, rather than a theoretic
value of T2.

Thus, liver fat quantification has
generated considerable interest. Until
recently, liver biopsy was the only
method for fat content estimation (12).
However, this invasive procedure can
cause infection, bleeding, or bile leak-
age (12); in addition, since fat distribu-
tion may be heterogeneous, this method
is subject to sampling error. Noninva-
sive methods for quantification of ste-
atosis have been developed by using
computed tomography (CT) (13,14) or
magnetic resonance (MR) imaging
(8,15-17). More recently, in vivo pro-
ton MR spectroscopy (hydrogen 1 ['H]
MR spectroscopy) was proved safe and
accurate and was used as the reference
standard in a number of clinical studies
(2,12,18-34). However, although non-
invasive, '"H MR spectroscopy is time
consuming and of limited availability.

Hussain et al (15) recently devel-
oped a simple method for fat quantifica-
tion that is based on in-phase (IP) and
opposed-phase (OP) gradient-echo MR
imaging. Two flip angles (70° and 20°)
are used, both to determine whether
water or fat is the dominant constituent
(on the basis of the shorter native T1 of
fat) and to reduce the T1 relaxation ef-
fect by acquiring low-flip-angle (20°)
T1-weighted images. T2 is computed
from a third dual-echo gradient-echo se-
quence, to allow T2* corrections. The
method was validated by using a phan-
tom model and biopsy specimens from
only two patients (15).

We developed a similar but faster
method that was based on a breath-hold
triple-echo spoiled gradient-echo se-
quence (with consecutive first IP [IP],
OP, and second IP [IP,] echo times
|TEs]) and a low flip angle of 20°. This
method enables estimation of signal in-
tensity loss between IP and OP, cor-
rected for T1 and T2* decay.

Implication for Patient Care

B Noninvasive measurement of fat
content in the liver, especially
useful in patients with nonalco-
holic fatty liver disease, can be
obtained accurately by using a
breath-hold triple-echo gradient-
echo sequence.

The purpose of this study was to
validate our triple-echo sequence
method for liver fat measurement, by
using 'H MR spectroscopy as the refer-
ence standard.

Materials and Methods

Patients

This prospective single-center study
was approved by our ethics committee.
Written informed consent was obtained
from all patients.

Between October and December
2007, consecutive patients underwent
prospective screening at the Depart-
ment of Endocrinology, Le Bocage Uni-
versity Hospital, Dijon, France, for the
following inclusion criteria: They had
type 2 diabetes for at least 2 years, were
older than 18 years, and had a body
weight of less than 150 kg (the MR im-
aging table weight limit). Of the 46 pa-
tients who met these criteria, two de-
clined to participate in the study. Con-
traindications to MR imaging were
presence of a pacemaker or metallic im-
plant (one patient) and claustrophobia
(two patients). Of the 41 remaining pa-
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Abbreviations:
IP = in phase
IP, = first IP
IP, = second IP

NAFLD = nonalcoholic fatty liver disease
OP = opposed phase

ROI = region of interest

SD = standard deviation

S| = signal intensity

TE = echo time

TR = repetition time
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tients, four were excluded because of
equipment failure during MR imaging
(n = 1) or noninterpretable spectra be-
cause of breathing (n = 3). Pregnancy
was an exclusion criterion, but none of
the patients who underwent screening
for the study were pregnant. Thus, the
study was conducted in 37 patients, 31
men (mean age, 57 years; range, 46 -83
years) and six women (mean age, 53
years; range, 45-77 years), with a mean
age of 56 years (range, 45-83 years).
Two of 37 patients had a known history
of hepatic hemosiderosis.

MR Imaging

MR imaging and MR spectroscopy were
performed during the same examina-
tion by using a 3.0-T unit (Magnetom
Trio Tim; Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Germany), with a peak gradi-
ent amplitude of 45 mT/m and a time to
peak of 204 psec. A six-element body
phased-array coil system was used.

All patients were supine and were
carefully instructed to suspend respira-
tion at end inspiration and to be consis-
tent in their breath holds. To allow cor-
rect positioning, localizing sequences in
the coronal, transverse, and sagittal
planes were performed during a breath
hold. The second sequence, performed
through the liver, was a transverse
breath-hold low-flip-angle T1-weighted
two-dimensional triple-echo spoiled gradi-
ent-echo sequence with the following pa-
rameters: repetition time (TR) msec/TE
msec, 192/2.46 [IP,], 3.69 [OP], 4.92
[IP,]); flip angle, 20°; section thickness,
6 mm; intersection gap, 1.2 mm; ma-
trix, 256 X 192; number of sections, 25;
and acquisition time, 34 seconds. Paral-
lel imaging (with an acceleration factor
of two) was performed by using general-
ized autocalibrating partially parallel ac-
quisition (GRAPPA; Siemens Medical
Solutions). The full volume of the liver
was imaged by using two separate
breath holds (each lasting 17 seconds),
because of breath-hold limitations.

'H MR Spectroscopy

Single-voxel MR spectroscopic data were
acquired by using seven breath-hold
point-resolved spatially localized spec-
troscopic pulse sequences, with param-

eters of 1500/30, 40, 50, 60, 80, 100,
and 135; eight acquisitions; and 2048
data points over a 1250-Hz spectral
width to measure T2 relaxation times of
water and methylene. The same 20 X
20 X 20-mm (8-mL) voxel was used for
these seven sequences and was posi-
tioned by a radiologist (J.P.C., with 15
years of experience with liver imaging)
obliquely on Couinaud segment VII on
the transverse low-flip-angle T1-
weighted section, with care to avoid ex-
trahepatic fat, large hepatic vessels, and
organs adjacent to the liver.

Finally, to minimize T1 effects, we
acquired a free-breathing point-re-
solved spatially localized spectroscopic
pulse sequence (4000/30; 32 acquisi-
tions; 2048 data points over 1250-Hz
spectral width; and 4-minute acquisition
time). The correct position of the 20 X
20 X 20-mm (8-mL) voxel was then de-
termined from three localizing se-
quences: at maximum inspiration, at
maximum expiration, and during free
breathing. In this way, we determined
the range of positioning, from highest to
lowest, where segment VII could be lo-
cated during the free-breathing acquisi-
tion.

For each of the two voxel place-
ments, automated optimization of gradi-
ent shimming, followed by manual ad-
justment of central frequency, was per-
formed, and water line widths of 40-50
Hz were obtained. Water suppression
was not performed for any sequence.

'H MR Spectroscopic Data Analysis

"H MR spectroscopic data were inter-
preted by a radiologist (J.P.C.), who
was blinded to MR imaging results. The
Java-based MR user interface spectro-
scopic analysis package (JMRUI; A. van
den Boogaart, Catholic University, Leu-
ven, Belgium) was used for time-domain
analysis (35). Metabolite signals were
analyzed by using the Advanced Mag-
netic Resonance, or AMARES, fitting al-
gorithm within JMRUI (36), which en-
ables the inclusion of a large amount of
prior knowledge. We measured the wa-
ter peak at 4.7 ppm and the methylene
peak at 1.3 ppm. Spectra were used
only if homogeneity after shimming was
better than 0.45 ppm, measured as the

full width at 50% peak height. Peak in-
tegrals were quantified by fitting to a
Gaussian line shape.

T2 relaxation times of both metabo-
lites were determined from their peak
amplitudes at each TE by using an expo-
nential least-squares fitting algorithm
(Fig 1). No data point was discarded to
perform these calculations. The peak
areas of the methylene and water sig-
nals obtained from the spectroscopic se-
quence with a TR of 4000 msec (used to
limit T1 effects) (Fig 1) were also cor-
rected for T2 effects (ie, theoretic peak
areas with O TE [Ay]), by using the means
of previously calculated T2 relaxation
times, as follows: A, = Ay /el 3012,
where A;, was the peak metabolite area
on the spectroscopic sequence obtained
with 4000/30 and T2 was the T2 (in
milliseconds) of the metabolite.

Liver fat content (as a percentage)
with MR spectroscopy, Fyrs, was calcu-
lated as follows: Fyps = 100 * A cyy0/
(Aocnz + Aguizo), where Ag gy, and
Apn2o are the areas of the methylene
and water peaks, respectively, cor-
rected for both T1 and T2 effects.

Image Interpretation

MR imaging results were interpreted by
aradiologist (B.G., with 4 years of expe-
rience with liver imaging) who was
blinded to '"H MR spectroscopic find-
ings. An ROI that was 1-2 cm in diame-
ter was drawn in segment VII, at the
same site as the voxel used for 'H MR
spectroscopy. The signal intensity (SI)
in the ROI was recorded for 1P, (TE,
2.46 msec), IP, (TE, 4.92 msec), and
OP (TE, 3.69 msec) low-flip-angle T1-
weighted MR images. We used the
copy-and-paste function of the worksta-
tion (Leonardo; Siemens Medical Solu-
tions) to draw exactly the same ROls at
the same locations on IP and OP images
(Fig 1). The standard deviation (SD) of
SI measured in each ROl was kept un-
der 10%, by slightly moving the ROI or
modifying its diameter, if necessary.
The IP SI corrected for T2* decay
(Skp.c) was computed as S, - e("ATH/1T20)
(15), where Sl was the IP; Sl and ATE
was the TE difference between IP and
OP states (ie, ATE = 1.23 msec at 3.0
T). Thus, fat content with the triple-
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echo sequence, F;, (as a percentage),
in each ROl was computed as follows:
Fmp = 100 - (Slip.c — Slop)/(2 * Ship.),
where Sl was OP SI.

Statistical Analysis

Agreement between the fat content
with the triple-echo sequence and that
with MR spectroscopy was assessed in
three steps. First, we drew a scatter-
plot and performed linear regression
to assess the relationship between the
fat content with the triple-echo se-
quence and that with MR spectros-
copy. The Pearson correlation coeffi-
cient was also calculated. Second, we
estimated agreement by using the 95%
limit-of-agreement method developed
by Bland and Altman (37), in which

Figure 1

b.

the difference between the fat content
with the triple-echo sequence and that
with MR spectroscopy is plotted
against their means, with the 95%
confidence intervals. A rough indica-
tion of systematic bias and random
error is provided by examining the di-
rection and magnitude, respectively,
of the scatter around the zero line.
Heteroscedasticity also can be de-
tected; it manifests as dependency of
the difference on the magnitude of the
mean. Third, we computed the Lin
concordance coefficient correlation pc
(38). The Lin coefficient combines
measures of precision and accuracy to
determine whether the observed data
deviate significantly from the line of
perfect concordance (ie, the 45° line).

The Lin coefficient was considered
complementary to the 95% limit of
agreement.

All statistical analyses were per-
formed by using software (Stata, ver-
sion 10.0; Stata, College Station, Tex).
P values <.05 were considered to indi-
cate a significant difference.

Descriptive data on calculated T2¥
times, calculated T2 times of water and
methylene, and liver fat fractions mea-
sured by using "H MR spectroscopy and
the triple-echo sequence are illustrated
in Figure 2. Mean fat percentage with
the triple-echo sequence was 10.0%
(SD, 9.5%; range, 0.7%-35.6%). Mean

0 K 2
Frequency (ppm)

C.

Figure1: "HMR spectraand MR images in 56-year-old woman with type 2 diabetes and severe steatosis. (a) Left: Transverse low-flip-angle T1-weighted MR image
(192/3.69). Square shows position of voxel in segment VIl of liver. Middle: 'H MR spectra obtained from free-breathing point-resolved spatially localized spectroscopic
pulse sequence (4000/30; 32 acquisitions; 8-mL voxel size), performed with long TR to limit T1 effects. Right: "H MR spectra obtained by using seven breath-hold point-
resolved spatially localized spectroscopic pulse sequences (1500730, 40, 50, 60, 80, 100, 135; eight acquisitions; 8-mL voxel size) to calculate T2 relaxation times of
water and methylene peaks. (b—d) MR images obtained from breath-hold intermediate-weighted triple-echo spoiled gradient-echo sequence (192/2.46 [IP, ], 3.69 [OP],
4.92[IP,]; flipangle, 20°). Region of interest (ROI) was placed in segment VIl of liver. (b) IP, and (d) IP, images were used to calculate T2 relaxation time of liver. (b) IP,
and (c) OP images were used to calculate relative signal intensity loss caused by liver fat, corrected for T2* decay. Low flipangle of 20° considerably reduced T1 effects.

Frequency (ppm)

d.
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Figure2:  Box plots of (a) T2* relaxation times of liver calculated from triple-echo gradient-echo sequence, (b) T2 times of water and methylene determined from their
peak amplitudes ("H MR spectroscopy) at each TE by using exponential least-squares fitting algorithm, and (c) liver fat fraction calculated by using "H MR spectroscopy
and triple-echo sequence in segment VIl of liver in 37 patients with type 2 diabetes. Horizontal line in each box is the median. Lower and upper ends of each box are limits
of firstand third quartiles, and height of each box is interquartile range. Vertical lines extending above and below each box end on data points farthest from mean but
within distance of 1.5 times interquartile range from end of each box. Data points that are outliers (O) are located between 1.5 and three times the interquartile range from
end of each box.

T2* time was 14.7 msec (SD, 5.5 msec;
range, 5.4-25.4 msec). Mean fat per-

centage with '"H MR spectroscopy was 401
9.7% (SD, 9.0%; range, 0.2%-34.1%).
Mean T2 times of water and methylene 35
were 26.3 msec (SD, 5.7 msec; range,
12.4-41.2 msec) and 59.1 msec (SD, 30
12.5 msec; range, 33.0-77.0 msec), re-
spectively. o 25

Figure 3 shows the scatterplot be- g
tween the fat content with MR spectros- 2

. . 2 201
copy and that with the triple-echo se- =
quence, with linear regression. The 3
Pearson correlation coefficient was 159
0.989 (P < .0001). Figure 4 shows the
Bland-Altman plot, where all points are 101
within the 95% limit of agreement. Fi-
nally, the Lin concordance coefficient 51
was 0.988 (P < .0001).
%0 5 10 15 20 25 30 35 40

Ultrasonography and computed tomog-
raphy (CT) can depict fatty liver infiltra-
tion but are not routinely used to pro-
vide quantification of hepatic steatosis,
although methods have been developed
with CT (13,14). Indeed, repeated CT

scanning is associated with substantial

Yfatmrs

Figure 3: ~ Scatterplotand regression line show close correlation between liver fat content calculated with
"HMR spectroscopy (%fatyzs)and that calculated with triple-echo gradient-echo sequence (%fat, e eono)
(Pearson correlation coefficient, r=0.989; P < .0001). Lin concordance cogfficient was 0.988 (P<<.0001).
Liver fat fraction measured by using 'H MR spectroscopy and triple-echo sequence was 23.1% and 25.7%,
respectively (arrow), in 56-year-old woman with type 2 diabetes in Figure 1.

radiation exposure and, therefore, is in-
appropriate in longitudinal studies (12).
Multiple MR approaches have been pro-
posed: two- or three-point Dixon tech-

niques (39); fat-saturated imaging (16);
spectral fat-selective imaging (30); IP
and OP imaging (15); 'H MR spectros-
copy (19); and iterative decomposition

of water and fat with echo asymmetry
and least-squares estimation, also called
IDEAL, imaging (40). This last tech-
nique requires an imaging time at least
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three times longer than conventional
imaging but has recently shown promis-
ing accuracy (39) and overcomes the
problem of fat-water ambiguity that is
common to all chemical shift methods.
Although the time-consuming nature
and limited availability of "H MR spec-
troscopy are obstacles to widespread
use in clinical practice, this technique is
now regarded as the most accurate non-
invasive method (41), most notably with
a 3.0-T system, given its improved sig-
nal-to-noise ratio and greater spectral
resolution.

Our triple-echo method is derived,
in part, from the method described by
Hussain et al (15), which involves three
dual-echo breath-hold gradient-echo se-
quences. Because T1 relaxation times of
normal liver and fat differ substantially
(810 and 380 msec, respectively, at 3.0
T) (42), Hussain et al used a low-flip-
angle Tl1-weighted gradient-echo se-
quence with a 20° flip angle to greatly
reduce the T1 relaxation effect by mini-
mizing T1 weighting. They also acquired
a second dual-echo gradient-echo se-
quence, this time with a large flip angle
of 70°, to determine which constituent
was dominant by comparing the fat per-
centages calculated with the two flip an-
gles. Finally, a third dual-echo gradient-
echo sequence was performed to deter-

mine the T2* time of each ROI, thereby
enabling the corrections required by
T2* decay.

Here, we report a similar method
involving a single triple-echo (IP,, OP,
and IP, consecutively) gradient-echo se-
quence with a 20° flip angle. The first
and third echoes (IP, and IP,) were
used to calculate T2* relaxation. From
[P, and OP, we estimated the SI loss
caused by fat content, corrected for T1
and T2* decay. To our knowledge, a
greater amount of fat (methylene) than
water in livers with steatosis has been
reported in only one patient in a study
published in 2005 (12). We assumed
that water was always the dominant
constituent in fatty liver, an idea that is
supported by several case-series studies
of liver fat quantification by using '"H MR
spectroscopy, including the largest one
(2349 patients) in which the highest fat
percentage was 47.5% (23), as well as
more recent reports (43-45). Irwan
et al (46) recently reported that the
method developed by Hussain et al (15)
produced an incorrect fat percentage of
89.3%, compared with 5.1%, by using
'"H MR spectroscopy in one of their 10
volunteers, because the dominant con-
stituent was mistakenly recognized as
fat instead of water. In fact, the SD of
the signal intensity on IP and OP images

100
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Figure4: Differences between liver fat fraction estimated by using "H MR spectroscopy and triple-echo
sequence were plotted against means, with 95% confidence intervals (Bland-Altman plot). All data points
were within limits of agreement (dotted lines), corresponding to = 1.96 SDs from mean. Keys are same as
on Figure 3.

often may be larger than the relative
signal intensity loss when fat content is
low (46). Consequently, we believe that
the gradient-echo sequence with a 70°
flip angle suggested by Hussain et al (13)
is probably unnecessary, as confirmed
by the excellent correlations obtained in
our study, even when fat content was
low.

We evaluated type 2 diabetic pa-
tients, because NAFLD is extremely
common in this population, with a prev-
alence of 69.5% in a recent study (47).
Furthermore, the fat percentage varies
widely in this population, from 0.2% to
35.6% in our study, a useful feature
when assessing a fat content measure-
ment tool.

With "H MR spectroscopy, peak
area is proportional to concentration of
the metabolite containing the relevant
nuclei but is also influenced by T1 and
T2 relaxation times (35). Consequently,
SI values of each resonance must be
corrected for T1 and T2 relaxation
times. T2 relaxation times of water and
methylene were calculated by using a
least-squares algorithm. Interestingly,
T2 of water (range, 12.4-41.2 msec;
SD, 5.7 msec) and methylene (range,
33.0-77.0 msec; SD, 12.5 msec) varied
considerably. This considerable interin-
dividual variability may lead to errone-
ous results when theoretic T2 relaxation
times are used (24). For instance, a fat
(methylene) T2 of 33 msec instead of 77
msec in one of our patients would have
yielded a fat content with MR spectros-
copy of 42.0% instead of 30.1%.

For our 'H MR spectroscopy esti-
mates of liver fat, we used a sequence
with a long TR (4 seconds), because T1
relaxation values of water and fat can be
considered negligible when TR is five
times T'1 or greater. Despite the use of a
3.0-T MR system, this sequence could
not be performed within a breath hold,
because of the long TR and the need for
32 acquisitions to achieve an adequate
signal-to-noise ratio. Movements some-
times affected the MR signal, for in-
stance increasing line width, reducing
peak intensities, or doubling all peaks
(35), especially when breathing was ir-
regular. Movements prevented spec-
trum interpretation in three of our pa-
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tients. For the same reason, multivoxel
spectroscopy may provide noninter-
pretable spectra, particularly as some of
the liver voxels can be contaminated by
surrounding tissues during the long ac-
quisition time (20 minutes) (46).

T2* relaxation time shows consider-
able interindividual variability: Thus,
values in our study ranged from 5.4 to
25.4 msec. The two shortest T2* relax-
ation times were in patients with he-
patic hemosiderosis. Liver iron over-
load is a common complication of many
chronic liver diseases (17), including
hepatitis C, NAFLD, cirrhosis (48,49),
and hemochromatosis. In patients with
liver iron overload, the fat content com-
puted from IP and OP images is errone-
ous unless a correction is made for the
influence of T2* decay (17,50). In a
comparison of fat quantification with
IP and OP gradient-echo MR imaging
and fat-saturated fast spin-echo MR
imaging in 27 patients (including 16
with cirrhosis), by using histologic
findings as the reference standard, the
correlation coefficient was better with
the fat-saturated technique (r = 0.92
vs 0.69, P < .01); however, no T2*
correction was used with the [P and
OP gradient-echo method (16).

In a study in which the method de-
veloped by Hussain et al (15) versus 'H
MR spectroscopy as the reference stan-
dard was assessed in 10 healthy volun-
teers, liver fat content was systemati-
cally overestimated by 4% in patients
with low fat content (range, 1%-10%),
suggesting inadequate T2* correction
(46). The absence of such overestima-
tion in our study is probably ascribable
to the use of a spoiled gradient-echo
sequence with two closely spaced IP
echoes, at 2.46 and 4.92 msec, com-
pared with 4.5 and 18 msec at 1.5 T,
which were also the values used by Hus-
sain et al (15). Because T2* relaxation
of fat is a complex function, T2* esti-
mates in fatty livers are more accurate
when they are based on IP echoes close
to those used for IP and OP imaging,
which is confirmed by the fact that the
linear fit line crosses the y-axis near the
0% point (0.1%), instead of the 4.5%
point in the study reported by Irwan et
al (46).

According to the Bland-Altman anal-
ysis, the liver fat fraction calculated by
using the triple-echo method can be ex-
pected to be within 2% or 3% of the 'H
MR spectroscopy value over the 0.7%-
35.6% range. Interestingly, this value is
smaller than the mean coefficient of
variation of 'H MR spectroscopy, usu-
ally reported at approximately 8%
(12,23).

Our triple-echo sequence has sev-
eral advantages over 'H MR spectros-
copy, in addition to the high coefficients
of correlation (r = 0.989, P < .0001)
and concordance (r = 0.988, P <
.0001). First, the acquisition time is
very short, fitting easily within a breath
hold. Second, fat content can be mea-
sured throughout the liver instead of in
only one or a few voxels. This point is of
major importance, as fat distribution of-
ten is heterogeneous. Third, no spatial
misregistration errors occur, as the OP
and two IP images are acquired simulta-
neously by using triple echoes. Fourth,
postprocessing is considerably easier
and faster than with '"H MR spectros-
copy.

The limitations of our study must be
acknowledged. First, the number of pa-
tients was fairly small. Second, our
method was compared with another in-
direct method, 'H MR spectroscopy,
not to histologic findings. However, per-
forming liver biopsies for research pur-
poses in patients who are free of known
liver disease raises ethical problems.
Moreover, the amount of fat in the bi-
opsy specimen might not be representa-
tive of the amount of fat throughout the
liver (15,531). In addition, the percent-
age of fat estimated by using histologic
analysis may vary considerably, de-
pending on the method used by the pa-
thologist (52,53). Third, we assumed
that the water signal was consistently
stronger than the lipid (methylene) sig-
nal, which obviated the need to correct
for the theoretic ambiguity in regard to
which constituent was dominant. As
previously mentioned, results of the
largest published studies on hepatic ste-
atosis support this assumption. Never-
theless, high-fat liver lesions (eg, li-
poma) must be identified to ensure that
the fat percentage will not be underesti-

mated. Fourth, all the data were ob-
tained from segment VII for technical
reasons involving the signal-to-noise ra-
tio with "H MR spectroscopy. We did
not assess the geographic reproducibil-
ity of the triple-echo technique by com-
paring data from various liver seg-
ments. Fifth, the lipid fraction mea-
sured by using our method and most
other MR-based methods represents
the signal derived from protons con-
tained in fatty acid molecules, as op-
posed to the weight of lipids per unit of
liver volume.

In conclusion, we developed a fast,
accurate, easy-to-perform, noninvasive
MR imaging method for measuring liver
fat content by using a breath-hold triple-
echo gradient-echo sequence. The ex-
cellent agreement with 'H MR spectros-
copy suggests that the triple-echo
method may be used for noninvasive
liver fat content measurement, most no-
tably in longitudinal studies.
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Abstract The purpose of this study
was to validate a magnetic resonance
imaging (MRI) technique for mapping
liver fat, using "H magnetic resonance
spectroscopy (‘H-MRS) as the refer-
ence standard. In 91 patients with type
2 diabetes, 3.0-T single-voxel point-
resolved 'H-MRS was used to calcu-
late the liver fat fraction (LFF) from
the water (4.76 ppm) and methylene
(1.33 ppm) peaks, corrected for T1
and T2 decays. LFF (corrected for T1

Introduction

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) encompasses a
broad spectrum of liver disorders, ranging from simple
steatosis to steatohepatitis with or without fibrosis, which
carries a risk of cirrhosis and hepatocellular carcinoma [1].
NAFLD may affect up to 30% of adults overall [2, 3], 76%
of obese individuals [4] and 69.5% of patients with

and T2* decays) was also obtained
from the mean signal intensity on a
map built from a triple-echo (consecu-
tive in-phase, opposed-phase, and in-
phase echo times) breath-hold gradient
echo sequence, using basic image
calculation functions (arithmetic mean,
subtraction, division, multiplication by
a numerical factor). Mean LFF was
8.9% (range, 0.9-33.5) by MRI and
8.8% (range, 0-34.1) by "H-MRS.
Pearson’s coefficient was 0.976 (P<
0.0001) and Lin’s coefficient was
0.975 (P<0.0001). Liver segment
had no significant influence. With
Bland—Altman analysis, 95.6%
(87/91) of data points were within the
limits of agreement. Given its excel-
lent agreement with 'H-MRS, our
mapping technique can be used for
visual and quantitative evaluation of
liver fat in everyday practice.

Keywords Magnetic resonance
spectroscopy - Liver fat - Mapping -
Fat quantification

diabetes [5]. Although liver biopsy is considered the
reference standard for diagnosing NAFLD and for

quantifying liver fat [6], its invasive nature and the high
prevalence of NAFLD make it impractical for screening
and monitoring [7].

Proton magnetic resonance spectroscopy ('H-MRS) has
led to significant advances in the quantification of liver fat
content (LFC) and is now regarded as the most accurate
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noninvasive method [6]. However, 'H-MRS is not widely
available, involves complex parameter settings and requires
time-consuming post-processing to produce reliable results.
We developed a new approach to circumvent these
difficulties which involves a triple-echo (consecutive in-
phase, opposed-phase and in-phase echo times) breath-hold
spoiled gradient echo sequence [8].

This triple-echo acquisition was used to build an LFC
map of the entire liver, particularly useful in patients with
heterogeneously distributed liver fat, focal fatty infiltra-
tion, focal fatty sparing or focal lesions containing fat.
Although the iterative decomposition of water and fat
with echo asymmetry and least-squares estimation
(IDEAL) technique [9, 10] and multiecho MR imaging
can produce such maps, they require either additional
software or a specific integration to the MR system, which
limits availability.

Since many studies [3, 8, 9, 11-16] support the
assumption that liver fat fraction never exceeds 50%,
magnitude-only images can be used for reliable quantifica-
tion of liver steatosis. Thus, we developed a liver fat
mapping technique which does not require additional
calculations or software, since the map is built using basic
image calculation functions (addition, subtraction, multi-
plication and division) to measure LFC in any region of
interest (ROI) drawn on this map.

The aim of this study was to validate our mapping
technique as a tool for LFC determination, using 3.0-T 'H-
MRS as the reference standard.

Materials and methods
Patients

This prospective single-centre study was approved by our
regional ethics committee. Written informed consent was
obtained from all patients before study inclusion.

Between January and June 2008, consecutive patients
were screened prospectively at the endocrinology
department for the following inclusion criteria: type 2
diabetes for at least 2 years, age older than 18 years and
body weight less than 150 kg (the MRI table weight
limit). Of the 104 patients who met these criteria, 6
refused to participate in the study. Contraindications to
MRI were presence of a pacemaker (n=1) or metallic
implant (n=1) and claustrophobia (n=2). Of the 94
remaining patients, 3 were excluded because of equip-
ment failure during MRI (n=1) or uninterpretable
spectra due to breathing (n=2). Thus, the study was
conducted in 91 patients with a mean age of 61 years
(range, 37-83 years). There were 54 women (mean age,
61 years; range, 38-83 years; mean body mass index,
35.6 kg/m?; range, 21.2-49.4 kg/m?) and 37 men (mean
age, 62 years; range, 37-81 years; mean body mass
index, 32.0 kg/m?; range, 20.7-45 kg/m?).

MR imaging

MR imaging and MR spectroscopy were performed during
the same MR examination using a 3.0-T unit (Magnetom
Trio Tim; Siemens, Erlangen, Germany) with a peak
gradient amplitude of 45 mT/m and a time-to-peak of
204 us. A six-element body phased-array coil system was
used.

All patients were carefully instructed to suspend respi-
ration at end-inspiration and to be consistent in their breath-
holds. To allow correct positioning, localizing sequences in
the coronal, transverse and sagittal planes were acquired
during a breath-hold. The second sequence, performed
through the liver, was a transverse breath-hold low-T1-
weighted two-dimensional triple-echo spoiled gradient
echo sequence with the following parameters: repetition
time (ms)/echo time (ms) of 192/2.46 (in-phase [IP]), 3.69
(opposed-phase [OP]) and 4.92 (in-phase [IP,]); flip angle,
20°; section thickness, 6 mm; intersection gap, 1.2 mm;
matrix, 256 x 192; number of sections, 25; and acquisition
time, 34 s. Parallel imaging (with an acceleration factor of
2) was performed using generalized autocalibrating
partially parallel acquisition (GRAPPA; Siemens Medical
Solutions Erlangen, Germany). Two separate breath-holds
(each lasting 17 s) were needed to cover the entire liver
volume.

"H-MR spectroscopy

Automated optimization of gradient shimming followed by
manual adjustment of central frequency was performed,
and water line widths of less than 40 Hz were obtained.
Water suppression was not performed for any of the
sequences.

Single-voxel MR spectroscopic data were acquired
using seven breath-hold point-resolved spatially localized
spectroscopic pulse sequences (repetition time, 5,000 m; 3
acquisitions; 2,048 data points over 1,250-Hz spectral
width; acquisition time, 15 s) with echo times of 30, 40, 50,
60, 80, 100 and 135 ms to measure T2 relaxation times of
water and methylene (CH,).

The same 30%30%30 mm (27 ml) voxel was used for
these seven sequences and was positioned by a radiologist
(15 years of experience with liver imaging) obliquely on
segment VII on the transverse low-T1-weighted section
(avoiding extrahepatic fat, large hepatic vessels, and organs
adjacent to the liver) in 74 patients. In 17 randomly selected
patients, the 27-ml voxel was positioned in segment IV to
assess site-to-site reproducibility.

"H-MR spectroscopic data analysis

"H-MR spectroscopic data were interpreted by a radiolo-
gist, who was blinded to the MR imaging results. The Java-
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based MR user interface spectroscopic analysis package
(GMRUI; A. van den Boogaart, Catholic University,
Leuven, Belgium) [17] was used for time-domain analysis.
Metabolite signals were analysed using the Advanced
Magnetic Resonance (AMARES) fitting algorithm within
JMRUI [18], which enables the inclusion of a large amount
of prior knowledge. We measured the water peak at
4.76 ppm and the methylene peak at 1.33 ppm. Spectra
were used only if homogeneity after shimming, measured
as the full width at 50% peak height, was better than
0.45 ppm. Peak integrals were quantified by fitting to a
Gaussian line shape.

T2 relaxation times of both metabolites were determined
from their peak amplitudes at each echo time by using an
exponential least-squares fitting algorithm. The peak areas
of the methylene and water signals were then corrected for
T2 effects (i.e. theoretical peak areas with 0 echo time),
using the means of previously calculated T2 relaxation
times, as reported elsewhere [8].

Triple-echo sequence

LFC was calculated as follows:
%Fatmrs = 100 X Aoms_cHz/ (Aoms_cH2 + Aoms WATER)

where Aoms crz and Aoms warer Were the areas of the
methylene and water peaks, respectively, corrected for both
T1 and T2 effects.

Fat fraction map

Fat fraction MR maps were built and interpreted by a
radiologist (5 years of experience with liver imaging), who
was blinded to 'H-MRS findings. A fat fraction map was
obtained from each section by using pixel-by-pixel image
calculations performed on the workstation (Leonardo
release VB13; Siemens, Erlangen, Germany), as follows
(Fig. 1): a first image representing the IP signal intensity

Operation #1

‘Pcorrected Image

P, +IP,

Operation #2

Subtraction Image

Operation #3

Fat Fraction Map

=100 *

Fig. 1 MR images and liver fat map of a 58-year-old woman with
type 2 diabetes and severe steatosis. The three MR images obtained
from the triple-echo (consecutive in-phase [IP;], opposed-phase
[OP] and in-phase [IP,] echo times) breath-hold spoiled gradient
echo sequence (192/2.46, 3.69, 4.92; flip angle, 20°) are displayed
on the left. The liver fat map (post-processing time less than 2 min
for the entire liver) is built after three successive operations
performed using basic image calculation functions. The P qrected
image represents the in-phase signal intensity corrected for T2*

Subtraction

N *
2P

decay and is calculated using the “arithmetic mean” function of the
workstation (Operation #1I). A subtraction image is then obtained
using the “subtraction” function of the workstation (Operation #2).
Finally, the fat fraction map is obtained using the “division” function
of the workstation applied to the subtraction image and IP .y ecteq
image then multiplying by 50 (Operation #3) to obtain direct
measurements of the liver fat fraction (the signal of a pixel
represents the percentage of liver fat)
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corrected for T2* decay (IPcorected image) was calculated
by using the “arithmetic mean” function of the workstation,
applied to each pair of in-phase images (IP; and IP,), since
T2* relaxation of the liver was assumed to be linear
between IP; and IP,. A second image (subtraction image)
was computed using the “subtraction” function of the
workstation, applied to each pair of IP .y ecteq and OP
images. Finally, the fat fraction map was calculated using
the “division” function of the workstation, applied to each
pair of subtraction and IP g ecreq images then multiplying
by 50 to produce direct measurements of the liver fat
fraction (the signal of a pixel represents the percentage of
LFC). The post-processing time necessary to build a
complete liver fat map was consistently less than 2 min.

An ROI measuring 2—-3 cm in diameter was drawn at the
same site as the voxel used for "H-MRS (segment VII in 74
patients and segment IV in 17 patients), avoiding extrahe-
patic fat and large vessels. Signal intensity in the ROI
represented direct measurement of LFC (%Fatyap) within
this ROI (Figs. 2 and 3). Finally, an ROI measuring 2-3 cm
in diameter was drawn in the spleen, and the mean signal
intensity (i.e. mean fat fraction) within this ROI was used
as an internal standard.

Statistical analysis

The localization of the voxel (and ROI) studied in each
patient was represented by a binary variable called location,
which was coded 0 when measurements were performed in
segment VII and 1 when they were performed in segment IV.
Agreement between %Fatyap and %Fatyrs, as well as the
potential influence of location, was assessed in three steps:
First, the relationship between location and fat fraction
measured by the two methods was estimated using simple
linear regression. A robust variance estimator was used to
take into account the non-Gaussian distributions of the two
variables ((%Fatyrs and %Fatyap) and heteroscedasticity
(ie. unequal wvariances). An additional analysis was
performed using the nonparametric Kruskal-Wallis test.
Second, the relationship between %Fatyrs and %Fatyap
adjusted for location was assessed using multiple linear
regression, with a robust variance estimator (this is equiv-
alent to analysis of covariance). Finally, Pearson’s correla-
tion coefficient between %PFatyrs and %Fatyap was
calculated. Agreement was estimated using the 95% limit-
of-agreement method developed by Bland and Altman [19],
in which the difference between %Fatyap and %Fatyrg is
plotted against their means, with the 95% confidence
intervals. A rough indication of systematic bias and random
error is provided by examining the direction and magnitude,
respectively, of the scatter around the zero line. Heterosce-
dasticity can also be detected; it manifests as dependency of
the difference on the magnitude of the mean. We computed
Lin’s concordance coefficient correlation p. [20]. Lin’s
coefficient combines measures of precision and accuracy to

determine whether the observed data deviate significantly
from the line of perfect concordance (i.e. the 45° line). Lin’s
coefficient was considered complementary to the 95% limit-
of-agreement. No adjustment for location was performed,
since the influence of this variable was not statistically
significant.

All statistical analyses were performed using STATA
software version 10.0 (Statacorp, College Station, TX). P
values less than 0.05 were considered significant.

%Faly e = 26.5 %

CH,

Fig. 2 'H-MR spectra and liver fat map of a 58-year-old woman
with type 2 diabetes and severe steatosis. aZop left transverse low-
T1-weighted image (192/3.69). The square shows the position of the
voxel in segment VII of the liver. Bottom'H-MR spectra using seven
breath-hold point-resolved spatially localized spectroscopic pulse
sequences (repetition time, 5,000 ms; 3 acquisitions; voxel size,
27 ml) with echo times of 30, 40, 50, 60, 80, 100 and 135 ms to
calculate T2 relaxation times of water (H,O) and methylene (CH,)
peaks. A long repetition time was used to limit T1 effects. Liver fat
content (%Fatyrs) corrected for both T1 and T2 decays was 26.5%.
b On the liver fat map, severe steatosis is clearly visible, as the liver
is very hyperintense compared with the spleen. Measurements of
signal intensity in segment VII of the liver (/) and in the spleen (2)
immediately provides the fat fraction within these regions of interest
(23.7% and 0.9%, respectively)
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Results

Mean %Fatyap was 8.9% (range, 0.9-33.5; SD, 7.9) and
mean %Fatyrs was 8.8% (range, 0-34.1; SD, 8.1). Mean
T2 times of water and methylene were 27.0 ms (range,
12.4-54.3 ms; SD, 6.6) and 61.0 ms (range, 28.0-82.2 ms;
SD, 11.3), respectively. Mean fat percentage (fat fraction
map) of the spleen was 1.1% (range, 0.6-1.7; SD, 0.3).

[%Fat, o= 2.5 %]

Fig. 3 "H-MR spectra and liver fat map of a 41-year-old man with
type 2 diabetes and an area of focal steatosis. aZop left transverse
low-T1-weighted image (192/3.69). The square shows the position
of the voxel in segment IV of the liver. Bottom'H-MR spectra using
seven breath-hold point-resolved spatially localized spectroscopic
pulse sequences (repetition time, 5,000 ms; 3 acquisitions; voxel
size, 27 ml) with echo times of 30, 40, 50, 60, 80, 100 and 135 ms to
calculate T2 relaxation times of water (H,0O) and methylene (CH,)
peaks. A long repetition time was used to limit T1 effects. Liver fat
content (%Fatyrs) corrected for both T1 and T2 decays was 2.5%. b
On the liver fat map, measurements of signal intensity in segment [V
of the liver (7), in the spleen (2) and in the hyperintense area of
segment VII (3) immediately provides the fat fraction within these
regions of interest (2.3%, 1.1% and 12.0% respectively). The liver
fat map both depicts and quantitates the fat fraction in this area of
focal steatosis

Agreement between %Fatyrs and %Fatyap

No significant relationships were found between %Fatyj5p
and location (simple linear regression, P=0.677; Kruskal—
Wallis, P=0.62) or between %Fatyrs and location (simple
linear regression, P=0.573; Kruskal-Wallis, P=0.512).
Multiple linear regression between %Faty;rs and
%Fatyiap adjusted for location showed no statistically
significant influence of location (P=0.75). Figure 4 is the
scatter plot between %Fatyrs and %Fatyiap by linear
regression. Pearson’s correlation coefficient and Lin’s con-
cordance coefficient were 0.976 (P<0.0001) and 0.975 (P<
0.0001), respectively. On the Bland—Altman plot (Fig. 5),
95.6% (87/91) of points were within the limits of agreement.

Discussion

The mapping technique described here was derived from a
triple-echo chemical shift gradient echo sequence, which was
recently shown to provide accurate quantification of LFC in
segment VII of the liver, compared with 'H-MRS [8]. Since
T1 relaxation times of normal liver and fat differ substantially
(810 and 380 ms, respectively, at 3 T) [21], the triple-echo
sequence was designed with a low (20°) flip angle to greatly
reduce the T1 relaxation effect by minimizing T1 weighting
[22]. For the same reason, all spectroscopic sequences were
acquired with a TR (5 s) greater than five times T1.

Since T2*-shortening is responsible for greater signal
intensity loss as echo time increases, correction for T2*

T
0 10 20 30 40

%Fatyrs

Fig. 4 Scatter plot and regression line between liver fat contents
calculated using '"H-MRS and the mapping method, in segment VII
(o, 74 patients) and segment IV (e, 17 patients). Strong correlation
(Pearson’s correlation coefficient, »=0.976; P<0.0001) and concor-
dance (Lin’s concordance coefficient, p.=0.975; P<0.0001) were
noted, with no statistically significant influence of site (segment VII
or IV)
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Fig. 5 Differences between liver fat fractions estimated using 'H-
MRS and the mapping technique were plotted against their means
with the 95% confidence intervals (Bland—Altman plot). Approxi-
mately 4% of points were either above the upper (1 [1.1%] of 91) or
below the lower (3 [3.3%] of 91) limits of agreement (dotted lines),
corresponding to +£1.96 SD (i.e. [-3.35%-3.60%]) from the mean

decay is required when determining LFC by dual- or
multiecho imaging [23, 24], especially in patients with
chronic liver disease (hepatitis C, NAFLD, cirrhosis or
hemochromatosis), in whom iron deposition induces T2*-
shortening effects [24]. Although O’Regan et al. [16]
recently reported an original biexponential curve-fitting
model for deriving the relative signal contributions (and T2%*)
from fat and water, monoexponential regression from a dual-
echo sequence is generally used for global T2* estimations of
the liver. Hussain et al. [22] used an additional dual-echo
gradient echo sequence with two widely spaced IP echoes
(4.5ms and 18 ms at 1.5 T), whereas we used the two closely
spaced IP echoes (2.46 ms and 4.92 ms at 3.0 T) of our triple-
echo sequence, so that we did not need an additional
acquisition. The phase interaction between the various
functional groups (methine, diallylic, x-methylene to car-
boxyl, allylic, methylene and methyl) within the constituent
fatty acids [6, 25] can add considerable complexity to the
observed signal variation with TE, especially at longer TEs
[26]. This explains why we used the first two IP echoes (IP;
and IP,) to calculate an 1Py eceq IMmage corrected for T2*
decay. To simplify the calculations so that they could be
performed on any workstation using basic image calculation
functions, we assumed that T2* relaxation of the liver was
linear between the two IP echoes. This simplification is
justified by the observations we made concerning T2*
relaxation of retroperitoneal fat, which is almost linear
between these two echoes. Thus, 1P ecteq Was obtained
from the arithmetic mean of IP; and IP,. Furthermore, this
method allowed us to reduce noise.

Although ultrasound is a useful technique for detecting
hepatic steatosis, especially in severe cases, it is unable to

provide a precise determination of LFF [27]. Similarly,
non-contrast-enhanced CT is very good for the qualitative
diagnosis of steatosis of 30% or greater but its diagnostic
performance for quantitative assessment of liver fat has
been judged not clinically acceptable [28]. Consequently,
we chose 'H-MRS as the reference standard to validate the
results of our mapping technique, given 1H-MRS is now
regarded as the most accurate noninvasive method [6].
Despite the high signal-to-noise ratio and the greater
spectral resolution obtained with 3.0-T MR systems [29],
we used a voxel size of 27 ml instead of 8 ml to further
improve the signal-to-noise ratio and to acquire all
spectroscopic sequences with a long TR (5 s) within a
single breath-hold. Indeed, with an 8-ml voxel and a long
TR, acquisition must be performed during free-breathing,
which may affect the MR signal by increasing line width,
doubling peaks or reducing peak intensities [17]. Thanks to
the substantially decreased acquisition time, we obtained
more robust acquisitions in our series since only 2.2%
(2/93) patients had uninterpretable spectra compared with
7.5% (3/40) in the study validating the triple-echo method
[8]. Furthermore, the T2 relaxation times of methylene and
water obtained in our study showed a considerable
interindividual variability, confirming that correction for
T2 decay requires an individually computed rather than a
theoretical value of T2 [8, 30].

Our mapping technique does not solve the problem of
fat—water ambiguity that is common to all chemical shift
methods [16, 22, 31]. For example, on the fat fraction
map, subcutaneous fat is slightly hyperintense and
exhibits a mean signal intensity of less than 10 (i.e. 10%
of fat content), whereas it should be higher than 90 (i.e.
90%). Multiecho MR imaging [16] and the IDEAL
technique [9, 10] overcome this difficulty via multiecho
acquisition and/or echo asymmetry but are not suitable for
daily practice since they require either additional software
or a specific integration to the MR system. Moreover, the
problem of fat—water ambiguity is not of concern when
assessing liver steatosis, since many recent studies
involving "H-MRS [9, 11-16] support the assumption
that LFC does not exceed 50%. In particular, in the largest
study, which included 2,349 patients, the highest fat
percentage was 47.5% [3]. Percentages of liver fat found
in this study are in good agreement with previously
published literature concerning type 2 diabetic patients,
since reported LFF were in the 0-45% range with median
values between 8 and 19% [14, 32-34].

We measured mean signal intensity of the spleen (i.e.
spleen fat content) as an internal standard [24, 35, 36],
because the spleen is visible on most images of the liver
and does not contain fat observable by MR imaging [31,
37], except in rare cases of Niemann—Pick disease [38].
With our mapping technique, the spleen fraction was about
1% and showed very little interindividual variability.

In our large cohort of patients, our mapping technique
showed excellent agreement with 'H-MRS. We found
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strong correlation (»=0.976, P<0.0001) and concordance
(¥=0.975, P<0.0001) coefficients. The Bland—Altman plot
allowed us to assess the accuracy of the mapping technique,
whose values are shown to be consistently within 4% of
those obtained with the reference standard (lH—MRS).
Moreover, since the comparison between 'H-MRS and the
mapping method does not happen exactly over the same
region of interest, the results are likely to have been
influenced negatively. The map is easy to build on any
workstation that provides the basic image calculation. No
spatial misregistration errors occurred, given the design of
the triple-echo sequence. Since both the post-processing
time (less than 2 min) and acquisition time (within only two
breath-holds of 17 s each) are very short, this mapping
technique can be included routinely in all MR studies of the
liver in everyday practice. Moreover, the good site-to-site
reproducibility allows LFC measurement as soon as the map
is built at any site in the liver, instead of only in one or a few
voxels—an important advantage given the frequently het-
erogeneous distribution of fat. As reported for OP images
subtracted from IP [39, 40], liver fat mapping is more
helpful for detecting fatty infiltration, focal fatty sparing or
focal lesions containing small amounts of fat than is visual
inspection of IP and OP images. Finally, our method could
easily be adapted for fat quantification and mapping in other
organs such as the heart, muscle or spine.

Our study has several limitations. First, we used 'H-
MRS, not biopsy, as the reference standard. Using liver
biopsy is not ethically acceptable, as the procedure is
invasive. Furthermore, recent data show that the heteroge-

neity of fat distribution throughout the liver limits the value
of liver biopsy for fat quantification [41, 42]. Moreover, 'H-
MRS assesses a far larger volume of liver tissue than liver
biopsy does (about 27 g vs. 50-100 mg in a typical biopsy
sample). Second, using our mapping technique to quantify
fat in focal lesions may lead to fat—water ambiguity causing
major underestimation of fat content in highly fatty lesions.
Third, site-to-site reproducibility of our technique was
assessed in segments VII and IV and, indirectly, in the
spleen. Other liver segments were not tested, due to technical
issues with the signal-to-noise ratio during 'H-MRS imag-
ing, despite the use of a 3.0-T MR system. Fourth, the fat
fraction measured using our technique, and most other MR-
based methods, represents the signal derived from protons
contained in the methylene functional group of fatty acid
molecules, not the weight of lipids per unit of liver weight.

In conclusion, a fat map of the entire liver can be
obtained easily and rapidly from two breath-hold triple-
echo gradient echo sequences on a workstation providing
basic image calculation functions. The mean signal inten-
sity of any ROI drawn on this map immediately provides an
accurate measurement of the liver fat fraction, showing
excellent agreement with 'H-MRS. This mapping tech-
nique can be used for visual and quantitative evaluation of
liver fat in everyday practice.
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Carotid Intima-Media Thickness in Type 2 Diabetic
Patients

Jean Michel Petit, Boris Guiu, Beatrice Terriat, Romaric Loffroy, Isabelle Robin,
Vincent Petit, Benjamin Bouillet, Marie-Claude Brindisi, Laurence Duuvillard,
Patrick Hillon, Jean-Pierre Cercueil, and Bruno Verges

Centre de Recherche, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale Unité 866 (J.M.P., B.B.,
M.-C.B., L.D., P.H., B.V.), Services de Diabétologie et Endocrinologie (J.M.P., I.R., B.B., M.-C.B., B.V.),
Service de Radiologie (B.G., R.L., J.-P.C.), Service d'Angiologie (B.T., V.P.), and Service d'"Hépatologie
(P.H.), Centre Hospitalier Universitaire du Bocage, 21079 Dijon cedex, France

Obijective: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is commonly associated with obesity, met-
abolic syndrome, and type 2 diabetes. Several studies suggest that NAFLD is independently
associated with an increased risk of cardiovascular disease in nondiabetic subjects. In type 2
diabetic subjects, the link between fatty liver and atherosclerosis is less clear. In this study, we
set out to determine, whether fatty liver content, evaluated using 1H-magnetic resonance
spectroscopy, a very precise imaging technique, was associated with atherosclerosis in people
with type 2 diabetes.

Research Design and Methods: A total of 101 patients with type 2 diabetes mellitus were included
in this study. Liver fat (1H-magnetic resonance spectroscopy) and carotid intima media thickness
(IMT) were measured.

Results: Sixty-one (60.3%) patients had steatosis (hepatic triglyceride content greater than 5.5%).
Liver fat content was correlated with fasting serum triglycerides (r = 0.22; P = 0.02) and alanine
aminotransferase (r = 0.42; P = 0.0001). Sixty-eight percent of subjects with severe steatosis (he-
patic triglyceride content greater than 15%) had aspartate aminotransferase in the normal range.
Age was strongly correlated with IMT (r = 0.37; P = 0.0002). Steatosis did not correlate with IMT
(r = —0.03; P = 0.75). There was no significant difference between the two groups (with and
without hepatic steatosis) for IMT values.

Conclusions: this study suggests that in people with type 2 diabetes, fatty liver is not associated with
cardiovascular disease. In a diabetic population, it seems that fatty liver is not a determinant factor
associated with carotid IMT. (J Clin Endocrinol Metab 94: 4103-4106, 2009)

onalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is the most
N common cause of chronic liver disease in adults.
Almost one third of the population in the United States has
hepatic steatosis (1). NAFLD is commonly associated with
obesity, metabolic syndrome, and type 2 diabetes (2). Sev-
eral studies suggest that NAFLD is independently associ-
ated with an increased risk of cardiovascular disease in
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nondiabetic subjects (3-5). In subjects with type 2 diabe-
tes, the link between fatty liver and atherosclerosis is less
clear, and the different studies give conflicting results (6 -
8). In this study, we set out to determine whether NAFLD,
evaluated using 1H-magnetic resonance (MR) spectros-
copy, a very precise imaging technique, was associated
with atherosclerosis in people with type 2 diabetes.

Abbreviations: ALAT, Alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase;
HbA ., glycosylated hemoglobin; HDL, high-density lipoprotein; IMT, intima media thick-
ness; LDL, low-density lipoprotein; MR, magnetic resonance; NAFLD, nonalcoholic fatty
liver disease.
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Patients and Methods

Patients

This prospective single-center study was approved by our
regional ethics committee. Written informed consent was ob-
tained from all patients before study inclusion.

Between February and November 2008, consecutive patients
were screened prospectively at the endocrinology department for
the following inclusion criteria: type 2 diabetes for at least 2 yr,
age older than 18 yr, and body weight less than 150 kg (the MR
imaging-table weight limit). The inclusion criteria were: no
known acute or chronic disease based on history, physical ex-
amination, and standard laboratory tests (blood counts, electro-
lyte concentrations); alcohol consumption less than 20 g/d; and
no evidence of liver disease such as viral hepatitis. Patients who
had received thiazolidinediones were excluded. The study was
conducted in 101 patients with a mean age of 60.2 yr (range,
37-83 yr). There were 54 women [mean age, 60.7 yr; mean body
mass index (BMI), 36.4 kg/m?] and 47 men (mean age, 59.7 yr;
mean BMI, 32.9 kg/m?).

1H-MR spectroscopy

Liver fat content of the subjects was obtained using a 3.0 Tesla
Magnetom TRIO TIM whole body system (Siemens, Erlangen,
Germany) as previously described (9). Briefly, sagittal, coronal,
and axial slices through the right lobe of the liver were acquired,
and a 27-cm? spectroscopic volume of interest was positioned on
segment VII. Single-voxel MR spectroscopic data were acquired
using seven breath-hold PRESS sequences (repetition time, 1500
msec; eight acquisitions; and 2048 data points over 1250 Hz
spectral width) with echo times of 30, 40, 50, 60, 80, 100, and
135 msec to measure T2 relaxation times of water and methyl-
ene. To minimize T1 effects, we acquired a free-breathing PRESS
sequence (4000/30; 32 acquisitions; 2048 data points over 1250
Hz spectral width; acquisition time, 4 min). For each of the two
voxel placements, automated optimization of gradient shimming
followed by manual adjustment of central frequency was per-
formed, and water line widths of 40-50 Hz were obtained.

The Java-based MR user interface spectroscopic analysis
package was used for the time-domain analysis. Metabolite sig-
nals were analyzed using the Advanced Magnetic Resonance
(AMARES) fitting algorithm within jMRUI, which enables the
inclusion of a large amount of prior knowledge. We measured the
water peak at 4.7 ppm and the methylene peak at 1.3 ppm.
Spectra were used only if homogeneity after shimming was better
than 0.45 ppm, measured as the full width at 50% peak height.
Peak integrals were quantified by fitting to a Gaussian line shape.
Finally, liver fat content was calculated as previously reported
(9). Hepatic steatosis was defined as a hepatic triglyceride con-
tent greater than 5.5% (1).

Intima media thickness (IMT)

In all subjects, carotid IMT was measured by high-resolution
real-time B mode ultrasonography with a 7.5-MHz linear trans-
ducer (Philips HD 11). Each subject was examined in the supine
position. The carotid arteries were investigated bilaterally in lon-
gitudinal projections. The examination included sections of ap-
proximately 2-3 c¢cm of common carotid artery just below the
carotid bulb. IMT was defined as the distance between the lead-
ing edge of the first echogenic line (lumen-intima interface) and
the second echogenic line (media-adventitia interface) of the far
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wall. IMT was measured at a plaque-free point with a specially
designed computer program (Philips Qlab 6.0). Three measure-
ments from both sites were averaged to give the mean IMT.

Analytical procedures

Plasma glucose, glycosylated hemoglobin (HbA,_), fasting
serum high-density lipoprotein (HDL) cholesterol, fasting low-
density lipoprotein (LDL) cholesterol, fasting serum triglycer-
ides, and plasma liver enzymes were determined by standard
procedures.

Statistical analysis

Results are expressed as means + sb. Comparisons between
groups were made using the Student’s test or the Mann-Whitney
U test for continuous variables and the y? or Fisher exact prob-
ability test for categorical data. Statistical correlations were de-
termined by the nonparametric Spearman test. Probability levels
lower than 0.05 were considered significant.

Results

Table 1 shows the clinical and biochemical characteristics
of the study population. In this population, 53 (52.4%)
patients were treated with metformin and 42 (41.5%)
with sulfonylurea. The percentage of patients treated with
insulin was 59.4% (n = 60); 57 (56.4% ) were treated with
statins, and 11 (10.8 %) were treated with fibrate therapy.
A total of 24 (23.7%) patients had diabetic retinopathy.
The prevalence of microalbuminuria and overt nephrop-
athy was 63.2%. Sixty-one patients (60.3 %) had steatosis
(hepatic triglyceride content greater than 5.5%). There
was no significant difference between the two groups
(with and without hepatic steatosis) for levels of fasting
plasma glucose and HbA . (Table 1). The duration of di-
abetes and BMI were similar in the two groups. Liver fat
content was correlated with fasting serum triglycerides
(r = 0.22; P = 0.02), aspartate aminotransferase (ASAT)
(r = 0.19; P = 0.05), and alanine aminotransferase
(ALAT) (r = 0.42; P < 0.0001). However, 78.6% of sub-
jects with steatosis (liver content > 5.5%) had ASAT or
ALAT in the normal range. In the same way, 68 % of type
2 diabetic subjects with severe steatosis (liver content
>15%) had ASAT or ALAT in the normal range.

IMT

Age was strongly correlated with IMT (r = 0.37; P =
0.0002). The correlation between the duration of diabetes
and IMT was borderline significant (r = 0.18; P = 0.06).
Measures of glucose or HbA . did not correlate with IMT.
Steatosis did not correlate with IMT (r = —0.03; P =
0.75). There was no significant correlation between IMT
and liver fat content after dividing steatosis into tertiles
(tertile 1, IMT = 0.74 = 0.14; tertile 2, IMT = 0.76 +
0.16; and tertile 3, IMT = 0.74 = 0.12; P = 0.83).
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TABLE 1. Subjects’ characteristics according to the presence of steatosis

Fatty liver content

Fatty liver content

<5.5% >5.5% P value

n 40 61

Age (yr) 60.1 = 8.7 60.3 = 11.7 0.89
BMI (kg/mz) 34159 35164 0.56
Sex (male) 20 (50.0%) 27.2% (44.2%) 0.71
Duration of diabetes (yr) 14.6 = 10.3 11.6 +9.6 0.1
HbA, . (%) 87 22 85+18 0.85
ASAT (units/liter) 25+7 38 =84 0.42
ALAT (units/liter) 29 = 15 42 + 23 0.001
GGT (units/liter) 78 = 100 82 * 96 0.47
Total cholesterol (mmol/liter) 498 +1.18 4.81 +0.90 0.51
HDL cholesterol (mmol/liter) 1.08 = 0.91 1.12 £ 0.26 0.35
LDL cholesterol (mmol/liter) 3.11 = 1.10 2.73 £ 0.68 0.17
Triglycerides (mmol/liter) 1.84 +1.15 2.27 = 1.78 0.04
Statin therapy 25 (62.5%) 32 (52.4%) 0.42
Sulfonylureas therapy 14 (35.0%) 28 (45.9%) 0.30
Metformin therapy 13 (32.5%) 40 (65.5%) 0.002
Insulin therapy 28 (70%) 32 (52.4%) 0.10
Carotid IMT (mm) 0.74 = 0.13 0.75 £ 0.15 0.65

Data are presented as mean = st or number. GGT, y-Glutamyl transferase.

Discussion

In the present study, we observed that liver fat content in
patients with type 2 diabetes mellitus is not associated with
carotid atherosclerosis evaluated by IMT. We found that
serum ALAT was in the normal range in 68 % of subjects
with type 2 diabetes with more than 15% fat content in the
liver. These results confirm that ALAT is a poor predictor
of fatty liver, as suggested by a previous study (10). In this
study, Kotronen et al. (10) showed that patients with type
2 diabetes had 40-200% more liver fat at the same ALAT
and ASAT concentrations than the nondiabetic subjects.

Several studies have suggested that there is an associa-
tion between nonalcoholic fatty liver disease and cardio-
vascular disease (3—6). Most of these used IMT as a
marker of early atherosclerosis in nondiabetic patients,
and the presence of steatosis was usually evaluated using
sonography. In healthy subjects and in subjects with met-
abolic syndrome, steatosis was associated with IMT (3, 4).
It is important to determine whether NAFLD is an inde-
pendent predictor of cardiovascular morbidity and mor-
tality. Steatosis is now believed to be the hepatic manifes-
tation of the metabolic syndrome (11). Fatty liver is
associated with a higher prevalence of metabolic syn-
drome, dyslipidemia, and type 2 diabetes mellitus (12-14).
We cannot exclude the possibility that a proatherogenic
serum lipid profile and the metabolic syndrome, which is
commonly observed in subjects with fatty liver, are in part
responsible for the relationships observed between fatty
liver and atherosclerosis (15). However, in recent studies,
it seems that subjects with ultrasound-diagnosed steatosis
have an increased incidence of cardiovascular events that
is independent of components of the metabolic syndrome

(3,4). One hypothesis could be a direct link between fatty
liver and dyslipidemia, endothelial dysfunction, or oxida-
tive stress, and thus atherosclerosis (15). In nondiabetic
subjects, it has been shown that fatty liver correlates
strongly with circulating HDL2 and the HDL2-to-HDL3
cholesterol ratio, even after adjustment for insulin resis-
tance (16). In the same way, in diabetic patients, the pres-
ence of hepatic steatosis was associated with elevated se-
rum triglycerides; small, dense LDL; and reduced HDL
(17). However, almost all of the studies in which indepen-
dent associations between fatty liver and atherosclerosis
were found in nondiabetic subjects did not adequately
evaluate the impact of visceral adipose tissue and insulin
sensitivity (8). Moreover, in the majority of these studies,
the diagnosis of fatty liver was based on ultrasonography,
which is not considered the best method to measure fatty
liver. For patients with type 2 diabetes, two studies have
evaluated the relationship between carotid atherosclerosis
and fatty liver with conflicting conclusions (6, 7). Targher
et al. (6) showed that fatty liver evaluated by patient his-
tory and liver ultrasound was associated with a higher
prevalence of cardiovascular disease in people with type 2
diabetes. A limitation of this study was that the diagnosis
of NAFLD was based on ultrasonography, a method that
allows the detection of steatosis only when fat on liver
biopsy exceeds 33% (18). In contrast, McKimmie et al. (7)
demonstrated that fatty liver evaluated by computed to-
mography was not associated with carotid intimal thick-
ness in people with a high prevalence of type 2 diabetes
mellitus (82%). In this study, the authors suggested that
hepatic steatosis was less likely to be a direct mediator of
subclinical cardiovascular disease and may instead be an
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epiphenomenon (7). Our study using TH-MR spectros-
copy, which is considered the most accurate noninvasive
method for measuring liver fat, is in agreement with this
work. The TH-MR spectroscopy method measures the
percentage of fat in the liver and, unlike other noninvasive
methods like ultrasonography or computed tomography,
provides a very precise evaluation of steatosis.

In conclusion, this study suggests that in people with
type 2 diabetes, fatty liver is not associated with carotid
IMT. In a diabetic population, it seems that fatty liver is
not a determinant factor associated with cardiovascular
disease.
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Context: Recently, it has been shown in the general population that an allele in the adiponutrin
(PNPLA3) gene was strongly associated with increased liver fat content (LFC), independently of
visceral adiposity and insulin resistance.

Objective: In this study, we set out to determine whether LFC, evaluated using 'H-MR spectroscopy,
was associated with PNPLA3 rs738409 polymorphism in people with type 2 diabetes. We also
evaluated the influence of this polymorphism on the relationship between LFC and either visceral
adiposity or carotid intima media thickness (CIMT).

Design, Settings, and Participants: A total of 218 type 2 diabetic patients were included in this
study.

Main Outcome Measures: LFC, area of visceral fat, and CIMT were measured.

Results: A total of 139 (63.7%) patients had steatosis. The rs738409 minor G allele was associated
with LFC. The number of patients with steatosis was significantly higher among minor G allele
carriers in comparison to C allele homozygote carriers (70.3 vs. 57.2%; P = 0.04) In the subgroup
of C allele homozygote carriers, LFC correlated with body mass index (r = 0.27; P = 0.003) and
visceral fat area (r = 0.30; P = 0.002), but not with CIMT. In the subgroup of minor G allele carriers,
LFC correlated inversely with CIMT (r = —0.23; P = 0.03), but not with body mass index or with
visceral fat area. In multivariate logistic regression, the relationship between the highest quartile
of CIMT and steatosis was different according to adiponutrin polymorphism.

Conclusions: This study confirms that in people with type 2 diabetes, LFC is related to rs738409
polymorphism. The lack of arelationship with visceral obesity and the inverse correlation with CIMT
suggest that fatty liver associated with the minor G allele of the PNPLA3 rs738409 polymorphism
may not be linked to metabolic disorders. (J Clin Endocrinol Metab 95: 0000-0000, 2010)

onalcoholic fatty liver disease is commonly associ-
N ated with obesity, metabolic syndrome, and type 2
diabetes (1). Recently, it has been shown in the general
population that an allele in the adiponutrin (PNPLA3)
gene (rs738409(G|) was strongly associated with in-
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creased liver fat content independently of visceral adipos-
ity and insulin resistance (2, 3). The function of adiponu-
trin is not well known, but it has been suggested that this
protein has both lipogenic and lipolytic properties (2, 3).
In this study, we set out to determine whether liver fat

Abbreviations: ALAT, Alanine aminotransferase; ASAT, aspartate aminotransferase; BMI,
body mass index; CIMT, carotid intima media thickness; HbA1c, glycosylated hemoglobin;
HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein.
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content, evaluated using 'H-MR spectroscopy, a very pre-
cise imaging technique, was associated with rs738409 adi-
ponutrin polymorphism in people with type 2 diabetes.
Moreover, we determined the relationship between vis-
ceral fatarea measured by abdominal magnetic resonance,
liver fat content, and PNPLA3 rs738409 polymorphism.
We also evaluated the influence of PNPLA3 rs738409
polymorphism on the relationship between liver fat con-
tent and carotid intima media thickness (CIMT). We hy-
pothesized that PLPNA3 allelic variation could modulate
the association between liver fat content and specific pa-
rameters such as visceral fat area or carotid atherosclero-
sis. Because, there is dissociation between fatty liver and
insulin resistance in subjects carrying the minor variant of
PLPNA3 gene, we speculate that in type 2 diabetic pa-
tients, fatty liver associated with this polymorphism must
not be linked to carotid atherosclerosis.

Patients and Methods

This prospective single-center study was approved by our re-
gional ethics committee. Written informed consent was obtained
from all patients before inclusion in the study.

Between February 2008 and November 2009, consecutive
patients were screened prospectively at the endocrinology de-
partment for the following inclusion criteria: type 2 diabetes, the
absence of acute or chronic disease based on the patient’s medical
history, physical examination, standard laboratory tests (blood
counts, electrolyte concentrations), and alcohol consumption of
less than 20 g/d. Patients who had received thiazolidinediones
were excluded. The study was conducted in 218 patients with a
mean age of 61.7 = 9.9 yr. There were 111 women [mean age,
62.0 yr; mean body mass index (BMI), 35.6 kg/m?] and 107 men
(mean age, 61.3 yr; mean BMI, 32.7 kg/m?).

Evaluated parameters

Liver fat content

Liver fat content of the subjects was evaluated using "H-MR
spectroscopy with a 3.0 Tesla Magnetom TRIO TIM whole body
system (Siemens, Erlangen, Germany) as previously described
(4). Liver fat content, calculated as the ratio of signal from meth-
ylene to total signal from methylene and water, was converted to
a weight fraction as previously reported (5-7) using the follow-
ing factors: the ratio of the number of lipid protons in the fitted
methylene signal to the total number of lipid protons was 0.6332;
proton densities of fat and water were 110 and 111 mol/liter,
respectively; 1 g liver tissue contained 711 mg water; and den-
sities of the liver tissue, fat in the liver, and water were 1.051 g/ml,
0.900 g/ml, and 1.000 g/ml, respectively. Hepatic steatosis was
defined as liver fat content of at least 55.6 mg triglycerides/g liver
tissue (i.e. =5.56% of liver tissue weight) (6, 7).

A single-slice axial T1-weighted image at the level of the
L4/L5 intervertebral disc was analyzed to measure the cross-
sectional area of visceral fat (8). Plasma glucose, glycosylated
hemoglobin (HbA1c), fasting serum high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol, fasting low-density lipoprotein (LDL) cho-
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lesterol, fasting serum triglycerides, and plasma liver enzymes
were determined by standard procedures.

Carotid intima media thickness

In all subjects, CIMT was measured by high-resolution real-
time B mode ultrasonography with a 7.5-MHz linear transducer
(Philips HD 11) as previously described (9). Each subject was
examined in the supine position. The carotid arteries were in-
vestigated bilaterally in longitudinal projections. The examina-
tion included sections of approximately 2-3 ¢cm of common ca-
rotid artery just below the carotid bulb. CIMT was defined as the
distance between the leading edge of the first echogenic line (lu-
men-intima interface) and the second echogenic line (media-ad-
ventitia interface) of the far wall. CIMT was measured at a
plaque-free point with a specially designed computer program
(Philips Qlab 6.0). Three measurements from both sites were
averaged to give the mean CIMT.

Mutation detection

Genotyping was performed by real-time PCR followed by melt-
ing curve analysis using hybridization probes. Primers 5'-TGT-
GAGCACTTCAGAGGC-3' (forward) and 5'-GAGAAAGCT-
TATGAAGGATCAGG-3’ (reverse) were used to amplify a 198-bp
fragment of the human adiponutrin gene that harbors the rs738409
single nucleotide polymorphism. The mutation probe (5'-ACTG-
TAGAAGGGGATGAAGC-3') was labeled at the 3’ end with
fluorescein; the anchor probe (5'-ACATACCAAGGCCTGT-
GAAAGCA-3') was labeled with Red 640 at its 5’ end and phos-
phorylated at the 3" end. The melting temperatures of the mutation
probe were 58 and 45 C for each allele, respectively. The analysis
was carried out on a Light Cycler 480 real-time PCR system (Roche
Applied Science, Meylan, France). PCR and melting temperature
analysis were performed with the LightCycler 480 genotyping mas-
ter kit (Roche Applied Science) using the standard procedures pro-
vided by the manufacturer.

Statistical analysis

Comparisons between groups were made using Student’s test,
or the Mann-Whitney U test and the x* or Fisher exact proba-
bility test for categorical data. Statistical correlations were de-
termined by the nonparametric Spearman test. Probability levels
lower than 0.05 were considered significant. Multivariate logis-
tic regression models were fitted to identify independent factors
associated with: 1) steatosis—the interaction between adiponu-
trin polymorphism and visceral fat area on steatosis was tested;
and 2) last quartile of CIMT —the interaction between adipo-
nutrin polymorphism and steatosis on CIMT was tested. Factors
were considered independently associated with outcome param-
eters if the P value was lower than 0.0S5.

Results

A total of 139 patients (63.7%) had steatosis (hepatic tri-
glyceride content greater than 55.6 mg triglycerides/g liver
tissue). Table 1 shows the clinical and biochemical char-
acteristics of the study population. In this population, 119
(54.5%) patients were treated with metformin and 106
(48.6%) with sulfonylurea. The percentage of patients
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TABLE 1. Characteristics of subjects according to the presence of steatosis
Liver fat content <55.6 mg Liver fat content >55.6 mg
triglycerides/g liver tissue triglycerides/g liver tissue P value
n 79 139
Liver fat content (mg triglycerides/g liver 23.3(17.0; 35.6) 133.5(90.7; 211.5)
tissue)

Age (yr) 63.3 = 10.0 60.7 + 9.8 0.05
BMI (kg/m?) 329 6.6 349 £ 6.1 0.01
Sex, no. of males (%) 42 (53.1) 65 (46.7) 0.39
Duration of diabetes (yr) 14.5(7; 21.5) 10 (3; 16.5) 0.003
HbA1c (%) 86*+1.9 85=* 17 0.81
ASAT (U/liter) 19.6 = 9.3 269 £ 17.5 0.008
ALAT (U/liter) 31.6 £36.7 42.8 = 22.5 <0.001
GGT (U/liter) 56.5 = 77.2 71.7 =785 0.001
Total cholesterol (mmol/liter) 462 +£1.15 490 +1.27 0.07
HDL cholesterol (mmol/liter)

Females 1.15 £ 0.27 1.14 = 0.24 0.94

Males 1.00 = 0.27 1.03+0.24 0.57
LDL cholesterol (mmol/liter) 2.72 = 0.99 2.86 = 0.95 0.32
Triglycerides (mmol/liter) 1.53(1.1; 2.15) 2.02 (1.37; 2.83) 0.004
Visceral fat area (cm?) 230(176; 303) 281 (211; 335) 0.005
CIMT (mm) 0.74 (0.64; 0.80) 0.72 (0.64; 0.81) 0.85

Data are expressed as means = sp or median (interquartile range), unless described otherwise. GGT, y-Glutamyl transferase.

treated with insulin was 59.6% (n = 130), and 110
(50.4%) were treated with statin therapy.

There was no significant difference between the two
groups (with and without hepatic steatosis) for levels of
fasting plasma glucose and HbA1c. Patients with steatosis
had a higher BMI (34.9 = 6.3 v5. 32.9 = 6.6 kg/m*; P =
0.01), higher visceral fatarea[281(211;335) vs.230(176;
303) cm?; P = 0.005], higher plasma alanine aminotrans-
ferase (ALAT) levels (42.8 = 22.5vs. 31.6 = 36.7 IU/liter;
P < 0.001), and higher plasma triglyceride levels [2.02
(1.37; 2.83) vs. 1.53 (1.10; 2.15) mmol/liter; P = 0.004]
than did patients without steatosis (Table 1). There was no
significant difference between men and women for fatty
liver content (97.7 = 85.1 vs. 117.8 = 94.8 mg triglycer-
ides/g liver tissue; P = 0.08, respectively).

Adiponutrin polymorphism and liver fat content
The frequencies of G and C alleles of PNPLA3
(rs738409) were 29.6 and 70.4 %, respectively, values that
are not significantly different from those reported in pre-
vious studies (10, 11). In our population, carriers of the
rs738409 minor G allele had a higher liver fat content than
carriers of the C allele homozygote [99.6 (46.4; 163.4) vs.
66.5 (25.9; 136.2) mg triglycerides/g liver tissue; P =
0.04]. The number of patients with steatosis was signifi-
cantly higher among minor G allele carriers in comparison
to Callele homozygote carriers (70.3 vs. 57.2%; P = 0.04)
(Table2). Circulating triglycerides, total cholesterol, HDL
cholesterol, LDL cholesterol, aspartate aminotransferase
(ASAT), and ALAT levels were similar for minor G and C
allele homozygote carriers (Table 2). Interactions between

gender and adiponutrin polymorphism were tested for the
presence of steatosis and were not significant.

Influence of PNPLA3 rs738409 polymorphism on
the relationship between liver fat content and
regional obesity

In the population as a whole, liver fat content correlated
with BMI (r = 0.16; P = 0.01), and visceral fat area (r =
0.18; P = 0.01). In the subgroup of C allele homozygote
carriers (n = 110), liver fat content correlated with BMI
(r=0.27; P = 0.003), and visceral fat area (r = 0.30; P =
0.002). In the subgroup of minor G allele carriers (n =
108), liver fat content did not correlate with either BMI
(r = 0.05; P = 0.58) or visceral fat area (r = 0.06; P =
0.51). In the subgroup of C allele homozygote carriers,
patients with steatosis had a significantly higher visceral
fat area (Table 3). In multivariate logistic regression, vis-
ceral fat area was positively and significantly associated
with steatosis in C allele homozygote carriers but not
among minor G allele carriers (Table 4). The different
relationship between visceral fat area and steatosis was
marginally significant according to adiponutrin polymor-
phism (P value for interaction = 0.10).

Influence of PNPLA3 rs738409 polymorphism on
the relationship between liver fat content and
CIMT

In the population as a whole, liver fat content did not
correlate with CIMT (r = —0.10; P = 0.18). Age and
duration of diabetes correlated strongly with CIMT (r =
0.33, P <0.0001;and r = 0.23, P = 0.001, respectively).
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TABLE 2. Clinical and metabolic characteristics of type 2 diabetic patients according to PNPLA3 rs738409

polymorphism

Minor G allele C allele
carriers (GG/CG) homozygote (CC) P value

n 108 110
Age (yr) 61.3 £ 10.2 62.1 £ 9.7 0.52
BMI (kg/mz) 340 £6.2 344 +6.6 0.72
Sex, no. of males (%) 52 (48.1) 55 (50.0) 0.89
Duration of diabetes (yr) 12 (5; 20) 1(5;17) 0.82
HbA1c (%) 8.45 + 1.77 8.70 = 1.90 0.41
ASAT (U/liter) 235+ 12.1 25.0 £ 18.2 0.99
GGT (U/liter) 55.3 =439 76.9 = 100.3 0.85
ALAT (U/liter) 36.4 = 18.2 41.0 = 36.4 0.86
Total cholesterol (mmol/liter) 483 +1.12 478 +1.16 0.53
HDL cholesterol (mmol/liter)

Females 1.15 + 0.25 1.14 = 0.25 0.99

Males 1.04 = 0.23 0.99 + 0.27 0.26
LDL cholesterol (mmol/liter) 2.87 =0.98 2.78 = 0.95 0.43
Triglycerides (mmol/liter) 1.83(1.2; 2.58) 1.69(1.21; 2.79) 0.57
Visceral fat area (cm?) 66 (202 321) 270 (200; 329) 0.84
CIMT (mm) .72 (0.64; 0.82) 0.72 (0.63; 0.80) 0.65
Liver fat content (mg triglycerides/g liver tissue) 9.6 (46.4; 163.4) 66.5(25.9; 136.2) 0.04
Steatosis (liver fat content >55.6 mg triglycerides/g 76/108 (70.3%) 63/110 (57.2%) 0.04

liver tissue)

Data are expressed as means =+ sp or median (interquartile range), unless described otherwise. GGT, y-Glutamyl transferase.

Measurements of glucose or HbAlc did not correlate
with CIMT.

CIMT correlated inversely with liver fat content in the
subgroup of minor G allele carriers (r = —0.23; P = 0.03),
but not in the subgroup of C allele homozygote carriers
(r = 0.02; P = 0.80). In the subgroup of minor G allele
carriers, patients with steatosis had a significantly lower
CIMT (Table 3). In multivariate logistic regression, the
relationship between the highest quartile of CIMT and
steatosis was different according to adiponutrin polymor-
phism (P value for interaction = 0.008) (Table 5). Highest
quartile of CIMT was positively and significantly associ-
ated with steatosis in C allele homozygote carriers (Table
5). At the opposite, the highest quartile of CIMT was in-
versely associated with steatosis in minor G allele carriers,
but the trend was not significant (Table 5).

Discussion

In this population of diabetics, we confirmed the influence
of the PNPLA3 rs738409 polymorphism on hepatic tri-
glyceride content, with significantly higher levels in car-
riers of the minor G allele in comparison to C allele ho-
mozygotes. An interesting finding of this study was that
the relationship between metabolic factors and liver
fat content was very different in each subgroup of the
PNPLA3 rs738409 polymorphism. Indeed, in the C allele
homozygote, liver fat content was closely linked to BMI
and to the area of visceral fat measured by nuclear mag-

netic resonance. In contrast, in carriers of the minor G
allele, we found no relationship between liver fat content
and either BMI or the area of visceral fat. Moreover, we
found an inverse correlation between CIMT and hepatic
triglyceride content in univariate descriptive analysis. Our
results showed for the first time that in type 2 diabetic
patients, there are two different mechanisms of liver fat
accumulation related to rs738409 adiponutrin polymor-
phism. The lack of a relationship with visceral obesity and
the inverse correlation with CIMT suggest that fatty liver
associated with the minor G allele of the PNPLA3 rs738409
polymorphism may not be linked to metabolic disorders in
obese patients with type 2 diabetes.

Our data are in accordance with recently published
studies that demonstrated in the general population that
PNPLA3 rs738409 polymorphism is strongly associated
with liver fat content independently of total and visceral
adiposity and insulin resistance (3). Kantartzis et al. (3)
suggested that adiponutrin may be an important key to
understanding the mechanisms involved in the distinction
between fatty liver with and fatty liver without metabolic
consequences. These authors hypothesized that specifi-
cally PNPLA3-mediated accumulation of liver fat could
be metabolically benign. Our result, showing a partic-
ular PNPLA3-mediated accumulation of liver fatin type
2 diabetic patients, is in agreement with the findings of
Kantartzis et al. (3).

Few studies have evaluated the relationship between
carotid atherosclerosis and liver fat content in diabetics,
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TABLE 5. Independent factors associated with highest
quartile of CIMT (multivariate logistic regression)

Liver Fat and Adiponutrin Polymorphism in Obese Type 2 Diabetics

Covariates OR 95% ClI P

Age 1.02 0.97;1.08 0.31
Sex

Male 1

Female 0.57 0.22; 1.50 0.26
BMI 1.007 0.91;1.11 0.87
Diabetes duration 1.03 0.99;1.07 0.12
ALAT 0.99 0.97;1.01 0.46
HDL cholesterol 0.91 0.15;5.42 0.91
LDL cholesterol 1.25 0.79;1.98 0.33
Triglyceride level 0.98 0.75; 1.28 0.91
Systolic blood pressure 1.01 0.98;1.03 0.35
Subcutaneous fat area 0.999 0.995; 1.004 0.95
Visceral fat area 0.999 0.994; 1.004 0.87
Current smoker

No 1

Yes 0.84 0.46; 1.52 0.58
Statin therapy

No 1

Yes 1.09 0.45;2.65 0.83
Adiponutrin C allele homozygote 1
Adiponutrin minor G allele carriers 0.14 0.03; 0.69 0.01
Minor G carriers

Steatosis no 1

Steatosis yes? 0.53 0.15;1.83 0.32
C homozygote carriers

Steatosis no 1

Steatosis yes? 6.05 1.37;26.9 0.01

OR, Odds ratio; Cl, confidence interval.

2 Significant interaction between highest quartile of CIMT and
steatosis according to adiponutrin polymorphism (P value for
interaction = 0.007).

in NAFLD. Methionine and choline diets induce hepatic
triglyceride accumulation by inhibiting mitochondrial
B-oxidation of fatty acids and blocking hepatic export of
very low-density lipoprotein (14). The inhibition of tri-
glyceride synthesis in methionine and choline mouse mod-
els of nonalcoholic steatohepatitis improved hepatic ste-
atosis but exacerbated liver damage and fibrosis (14).
Blocking triglyceride synthesis increased hepatic free fatty
acid content and markers of lipid peroxidation and oxi-
dative stress. These authors suggested that in such mice,
triglyceride synthesis helped to protect hepatocytes from
lipotoxicity by buffering the accumulation of free fatty
acid (14). The reason why the association between liver fat
content and carotid atherosclerosis varies as a function of
PNPLA3 polymorphism is not yet known. Several studies
in cardiac myocytes, pancreatic B-cells, and breast cancer
cell lines suggest that lipotoxicity from the accumulation
of long-chain fatty acids is specific to saturated fatty acids
(15, 16). This selectivity has been attributed to the gener-
ation of specific proapoptotic lipid species or signaling
molecules in response to saturated but not unsaturated
fatty acids. The possibility that in carriers of the minor G
PNPLA3-allele hepatic triglyceride synthesis could protect

J Clin Endocrinol Metab, December 2010, 95(12):0000-0000

other tissues from the potential lipotoxicity of free fatty
acids needs to be evaluated (16). The mechanism by which
variation in PNPLA3 affects liver triglyceride content is
not well known. Adiponutrin has transacylase activity in
vitro (17). Recently, it has been shown that the amino acid
substitution in PNPLA3 that confers susceptibility to non-
alcoholic fatty liver disease (1148 M) inhibits catalytic ac-
tivity of the enzyme (18). He ef al. (18) suggested that
expression of the mutant adiponutrin promotes triglycer-
ide accumulation by inhibiting triglyceride hydrolysis in
the cell. This mechanism could be associated with de-
creased lipotoxicity. Further studies are needed to deter-
mine the influence of fatty liver associated or not associ-
ated with PNPLA3-minor allele polymorphism on liver
fibrosis and metabolic complications secondary to diabe-
tes mellitus.

Several limitations of the current study need to be con-
sidered. First, it is a cross-sectional study. Second, the
number of patients was fairly small. We are aware that our
results are not definitive and should be confirmed in larger
cohorts. Third, "H-MR spectroscopy does not give histo-
logical findings. However, performing liver biopsies for
research purposes in patients who are free of known liver
disease raises ethical problems. Finally, the patients en-
rolled in this study might have had relatively severe cases
of type 2 diabetes and might not be representative of stan-
dard diabetic patients, given that the diabetic conditions of
patients who attended a tertiary care center were con-
sidered to be more serious than those of other diabetic
patients.

In conclusion, this study suggests that in people with
type 2 diabetes, liver fat content is related to PNPLA3
rs738409 polymorphism. Moreover, our study showed
that in diabetic subjects, the relationship between meta-
bolic factors and liver fat content was very different in
minor G allele carriers and in C allele homozygotes of the
PNPLA3 rs738409 polymorphism. The lack of a relation-
ship with visceral obesity and the inverse correlation with
CIMT suggest that fatty liver associated with the minor G
allele of the PNPLA3 rs738409 polymorphism may not be
linked to metabolic disorders.
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ABSTRACT

AIMS: Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is independently associated with
atherosclerosis in nondiabetic individuals. In type 2 diabetic patients, the link between fatty
liver and atherosclerosis is less clear. Here, we assessed whether liver fat content evaluated
using 'H-magnetic resonance spectroscopy ('H-MRS) was independently associated with

prevalent carotid plaque as a marker of atherosclerosis in type 2 diabetic patients.

METHODS: 144 prospectively enrolled patients with type 2 diabetes underwent liver fat
content measurement using 'H-MRS and carotid plaque assessment using ultrasound.

Multiple logistic regression was used to identify factors associated with carotid plaque.

RESULTS: Mean + SD liver fat content was 9.86 + 8.12%. Carotid plaque prevalence was
52.1% (75/144). Patients without plaque were younger (P=0.006) and had a smaller visceral
fat area (P=0.015), lower reported prevalence of previous cardiovascular events or current
statin therapy (P=0.002), and higher liver fat content than those with plaque (P=0.009). By
multivariable logistic regression, increased liver fat content independently predicted the

absence of carotid plaque (odds ratio, 0.94; 95% confidence interval, 0.89-0.99; P=0.017).

CONCLUSIONS: Liver fat content measured by 'H-MRS is higher in type 2 diabetic patients
without carotid plaque compared to those with plaque. This study suggests that increased liver
fat content could be associated with a relative protection against carotid atherosclerosis in
patients with type 2 diabetes mellitus. Longitudinal studies are necessary to determine
whether liver fat content in type 2 diabetic patients is associated with long-term

cardiovascular morbidity and mortality.
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22 c-IMT: carotid artery intima-media thickness

25 'H-MRS: 1H—magnetic resonance spectroscopy

27 IMT: intima-media thickness

JMRUI: Java-based MR user interface spectroscopic analysis package

32 NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease
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INTRODUCTION

Nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) is currently the most common cause of
chronic liver disease among adults in Western countries (1,2). The spectrum of NAFLD
ranges from simple steatosis to nonalcoholic steatohepatitis (NASH), which can progress to
end-stage liver disease. NAFLD is commonly associated with obesity, metabolic syndrome,
and type 2 diabetes (1-3). In the last few years, several studies assessed the association
between hepatic steatosis and carotid atherosclerosis. Their results suggest that NAFLD in
nondiabetic individuals may be associated with an increased cardiovascular risk and, in
particular, with an increased prevalence of carotid lesions (4-9). In patients with type 2
diabetes, the link between fatty liver and atherosclerosis is more controversial, as studies have
produced conflicting results (10-14). Reasons for the discrepancies across studies may include
the lack of standardization of measurement methods and the detection of hepatic steatosis
using ultrasound, which allows only a qualitative assessment of liver fat content (15).

Here, our objective was to assess whether liver fat content was associated with
prevalent carotid plaque in patients with type 2 diabetes. We quantitated liver fat content
using 1H—magnetic resonance Spectroscopy (‘"H-MRS), a highly accurate imaging technique.
We planned to evaluate whether any link between liver fat content and carotid plaque was

independent from conventional cardiovascular risk factors.
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PATIENTS AND METHODS
Study Population
The GEPSAD (GEnetic Polymorphisms, Steatosis And Diabetes) study is a

prospective single-center study conducted in 144 consecutive type 2 diabetic patients (74
men; 70 women; mean age 60.4 + 10.3 years; range, 36-84 years) recruited prospectively at
an endocrinology department between February 2008 and August 2009. Inclusion criteria
were type 2 diabetes for at least 2 years; age 18 years or older; body weight no greater than
150 kg; no history of acute or chronic disease based on the history, physical examination,
blood cell counts, and electrolyte concentrations; alcohol consumption less than 20 grams per
day; and no evidence of liver disease such as viral hepatitis. Patients were not eligible if they
had causes of liver steatosis (alcohol use > 20 g/day, hepatitis B or C virus infection, or use of
drugs known to precipitate steatosis [thiazolidinediones, corticosteroids, and
immunosuppressants]) or contraindications to magnetic resonance imaging (pacemaker,
metallic implants, claustrophobia, or body weight greater than 150 kg). Patient characteristics
are reported in Table 1. The study protocol was approved by our local research ethics

committee and all patients gave written informed consent before study inclusion.

Measurements
Clinical Characteristics

Sociodemographic characteristics and medical histories were assessed by computer-
aided face-to-face interview. Diabetes was diagnosed according to American Diabetes
Association criteria (symptoms of diabetes and casual plasma glucose level greater than or
equal to 11.1 mmol/L or fasting plasma glucose level greater than or equal to 7.0 mmol/L)

(16). Mean daily alcohol consumption was calculated using beverage-specific percentages of
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pure ethanol by volume. Smokers were defined as former or current smokers. Systolic and
diastolic blood pressures were measured and arterial hypertension defined as mean systolic
blood pressure > 140 mm Hg, mean diastolic blood pressure > 90 mm Hg, or self-reported use
of antihypertensive medication. We recorded previous cardiovascular events (myocardial
infarction, angina, coronary revascularization, ischemic stroke, and symptomatic peripheral

arterial disease).

Laboratory tests
Plasma glucose, fasting serum low-density lipoprotein (LDL) cholesterol, plasma liver
enzymes, and markers for hepatitis B virus (HbsAg) and hepatitis C virus (anti-HCV)

infections were determined using standard laboratory procedures.

IH—Magnetic Resonance Spectroscopy

Liver fat content was measured using a 3.0-Tesla Magnetom Trio A TIM whole-body
system (Siemens, Erlangen, Germany) as previously described (17). Briefly, sagittal, coronal,
and axial slices through the right lobe of the liver were acquired, and a 27-cm’ spectroscopic
volume of interest was positioned on segment VII. To measure T2 relaxation times of water
and methylene, single-voxel 'H-MRS data were acquired using seven breath-hold PRESS
sequences (repetition time, 5000 msec; 3 acquisitions; and 2048 data points over 1250 Hz
spectral width) with echo times of 30, 40, 50, 60, 80, 100, and 135 msec. For each of the two
voxel placements, automated optimization of gradient shimming followed by manual
adjustment of central frequency was performed, and water line widths of 40-50 Hz were
obtained.

The Java-based MR user interface spectroscopic analysis package (JMRUI) was used

for the time-domain analysis. Metabolite signals were analyzed using the Advanced Magnetic
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Resonance (AMARES) fitting algorithm within jJMRUI, which enables the inclusion of a large
amount of prior knowledge. We measured the water peak at 4.7 ppm and the methylene peak
at 1.3 ppm. Spectra were used only if homogeneity after shimming was better than 0.45 ppm,
measured as the full width at 50% peak height. Peak integrals were quantified by fitting to a
Gaussian line shape. Finally, liver fat content was calculated as previously reported (17).

Hepatic steatosis was defined as a hepatic triglyceride content greater than 5.5% (2).

Visceral Fat Measurement
Visceral fat was measured using a single-slice axial T1-weighted image at the level of
the L4-L5 intervertebral disc. Images were analyzed for cross-sectional area of visceral fat

(18).

Carotid Ultrasound

Carotid plaque assessment and intima-media thickness (IMT) measurement were
performed by a single experienced sonographer who was blind to all clinical and laboratory
data. High-resolution real-time B-mode ultrasound scanning of the extracranial carotid
arteries was performed using a 7.5-MHz linear transducer (Philips HD 11, Best, The
Netherlands), with the patient lying supine. Longitudinal projections of both carotid arteries
were examined.

Carotid IMT (c-IMT) was measured off-line using specially designed software (Philips
Qlab 6.0) at the level of the common carotid artery far wall, in the 15-mm segment proximal
to the carotid bulb and in plaque-free segments, as previously described (19,20), as the
distance between the leading edges of the lumen-intima (first echogenic line) and media-
adventitia (second echogenic line) interfaces. The mean of three measurements at each artery

was used for the analysis.
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Plaque was defined as focal widening of the vessel wall relative to adjacent segments
(with protrusion into the lumen and/or localized roughness with increased echogenicity and/or
focal IMT > 1.2 mm) (5). Plaque was considered present when one or more plaques were seen
in any of 12 carotid segments (near and far walls of the right and left common carotid arteries,

bifurcation, and internal and external carotid arteries) (6,21).

Statistical Analysis

The patients were divided into two groups based on presence or absence of carotid
plaque. We investigated whether presence of carotid plaque was associated with any of the
following variables: age, sex, visceral fat area, diabetes duration, smoking, hypertension,
previous cardiovascular events or current statin therapy, LDL-cholesterol, and liver fat
content. Continuous variables were expressed as mean + SD and compared using the Student
test, whereas categorical variables were expressed as number (percentage) and compared
between groups using the chi-square test. All variables were included in a multivariate logistic
regression model to identify factors independently associated with carotid plaque. The odds
ratios (ORs) were calculated, with the model-based lower and upper 95% confidence intervals
(95% Cls). P values smaller than 0.05 were considered statistically significant. All statistical
analyses were performed using Stata 11 software (StataCorp 2009, Stata Statistical Software,

Release 11, College Station, TX).



Page 11 of 21 Diabetic Medicine

©CoO~NOUTA,WNPE

RESULTS

Table 1 reports the main features in the 144 patients at study inclusion. No patients
had positive HIV serology, inflammatory bowel disease, or current parenteral nutrition.
Previous cardiovascular events or current statin therapy was noted in 84 (58.3%) patients.
Mean + SD liver fat content was 9.86 + 8.12%, ranging from 0.03% to 30.45%. Carotid
plaque was found in 75 (52.1%) patients.

The main characteristics of patients with and without carotid plaque are reported in
Table 2. Patients with carotid plaque were older and had a higher visceral fat area values and
a higher reported prevalence of previous cardiovascular events or current statin therapy. Liver
fat content was significantly higher in patients without plaque than in those with plaque in the
univariate analysis (P=0.009). No differences between the two groups were found for sex
distribution, diabetes duration, prevalence of smoking, prevalence of hypertension, or LDL-
cholesterol levels (Table 2).

In the multivariable analysis, age, visceral fat area, and prevalence of previous
cardiovascular events or current statin therapy were positively associated with the presence of
plaque. In contrast, liver fat content was negatively associated with presence of plaque (OR,
0.94; 95% CI, 0.89-0.99; P=0.017). Presence of plaque was not predicted by sex, diabetes

duration, smoking, hypertension, or LDL-cholesterol levels (Table 3).

10
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DISCUSSION

The main finding from this study is that a higher fat liver fat content, as assessed using
'H-MRS, was strongly associated with absence of carotid plaque, independently from
conventional cardiovascular risk factors, in patients with type 2 diabetes mellitus. To our
knowledge, this is the first cross-sectional study demonstrating an independent relationship
between the amount of liver fat and a decreased risk of carotid atherosclerosis in a population

of type 2 diabetic patients.

Whether liver fat content is an independent risk factor for cardiovascular morbidity
and mortality is an important issue. Liver steatosis is now considered the hepatic
manifestation of metabolic syndrome (22). Recent data indicate that the severity of NAFLD is
associated with higher c-IMT values (7), higher carotid plaque prevalence (6,21), and lower
endothelial flow-mediated vasodilation (23), independently from the underlying metabolic
abnormalities. Furthermore, in nondiabetic individuals, NAFLD is associated with higher all-
cause mortality (24,25) and higher prevalence (4,6) and incidence (25) of cardiovascular
disease. Several studies consistently demonstrated a link between hepatic steatosis and a pro-
atherogenic pro-inflammatory biomarker profile (low HDL, high triglycerides, high C-
reactive protein, and low adiponectin) (12). However, nearly all the studies showing
independent associations between fatty liver and atherosclerosis were done in nondiabetic
individuals and involved no adequate evaluation of visceral fat or insulin sensitivity (13).
Furthermore, liver fat was generally assessed using ultrasonography, which has two technical
limitations. First, ultrasonography detects steatosis only when the amount of fat by liver
biopsy is greater than 33% (15,26). Second, ultrasonography allows qualitative scoring of

steatosis severity but does not provide quantitative measurements (27).

11
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In patients with type 2 diabetes, the relationship between carotid atherosclerosis and
fatty liver is unclear. Conflicting results were obtained from the only two studies investigating
whether hepatic steatosis in type 2 diabetic patients was independently associated with
cardiovascular disease, defined as cerebrovascular event prevalence (11) or increased c-IMT
(12). Targher et al. (11) found that patients with NAFLD had a considerably higher
prevalence of cerebrovascular disease compared to patients without NAFLD (20.0% vs.
13.3%, P < 0.001). The main limitation of this study is that NAFLD was diagnosed using
ultrasonography. In contrast, Mc Kimmie et al. (12) found no significant association between
hepatic steatosis evaluated by computed tomography and c-IMT or carotid calcium deposition
and concluded that hepatic steatosis was probably not a direct mediator of cardiovascular
disease. In our study, we evaluated liver fat content using 'H-MR spectroscopy, which is
considered the most accurate noninvasive method (17,26). Contrary to previous studies, we
found that liver fat content was negatively associated with the presence of carotid plaque. The
'H-MRS method measures the percentage of fat in the liver and, unlike other noninvasive
methods such as ultrasonography or computed tomography, provides highly accurate
quantitative measurements of the amount of liver fat, allowing grading of disease severity
(17).

Our study has several limitations. First, the data from our study do not provide an
explanation for the negative correlation between liver fat and carotid plaque. Furthermore, the
cross-sectional design does not allow us to determine whether liver fat and absence of carotid
plaque were causally related. Second, c-IMT is only a marker for atherosclerosis and not
atherosclerosis itself. The mechanisms and disorders that cause carotid wall hypertrophy may
increase c-IMT without increasing the risk of clinical atherosclerotic events. However, a
strong positive association has been reported between carotid plaque prevalence and stroke

(28). Third, the reference standard for evaluating hepatic steatosis is liver biopsy. However,

12
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liver biopsy was not ethically acceptable in our population, and 'H-MRS is highly accurate
(17). Fourth, we included only patients with type 2 diabetes. The distribution of many pro-
atherogenic variables differs between type 2 diabetic patients and the general population. We
do not know whether our findings apply to other populations. However, type 2 diabetic
patients are of special concern, as they are at high risk for metabolic syndrome and subclinical
cardiovascular disease. Despite this high risk, we found that higher liver fat content was

associated with absence of carotid plaque.

In conclusion, in our study the severity of hepatic steatosis was strongly associated
with the absence of carotid plaque in type 2 diabetic patients, independently from
conventional cardiovascular risk factors and metabolic syndrome components. These findings
suggest that increased liver fat content may be associated with relative protection against
carotid atherosclerosis and with a decreased risk of future cardiovascular events in patients
with type 2 diabetes. Longitudinal studies are needed to assess this hypothesis and to elucidate

the molecular mechanisms linking liver steatosis and cardiovascular disease.

13
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TABLE 1.

Main characteristics of the 144 study patients.

©CoO~NOUTA,WNPE

Data are mean + SD or n (%).

LDL, low-density lipoprotein.

19

Variable Value
Age (years) 60.4 +10.3
Male sex 74 (51.4)
Visceral fat area (sz) 268 +96.4
Duration of diabetes (years) 13.7+£104
Smoking 80 (55.6)
Hypertension 32 (22.2)
Previous cardiovascular event 84 (58.3)
or current statin therapy
LDL-cholesterol (mmol/L) 2.83+0.96
Liver fat content (%) 9.86 +8.12
Carotid plaque 75 (52.1)
Footnote:



Page 21 of 21

©CoO~NOUTA,WNPE

TABLE 2.
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Main characteristics of the patients with and without carotid plaque.

Variable

No plaque
(n=69)

Plaque
(n=175)

P value

Age (years)

Male sex

Visceral fat area (sz)
Duration of diabetes (years)
Smoking

Arterial hypertension
Previous cardiovascular event
or current statin therapy
LDL-cholesterol (mmol/L)

Liver fat content (%)

57.8 £9.98
31(44.9)
247.1 £88.7
13.7+10.5
35 (50.7)
15 (21.7)
31 (44.9)

2.85+0.80
11.75 +8.78

62.7 £10.07
43 (57.3)
287.3 £99.7
13.6 £10.3
45 (60)
17 (22.7)
53 (70.7)

2.81 +1.09
8.12+7.09

0.006
0.137
0.015
0.974
0.263
0.894
0.002

0.759
0.009

34 Footnote:

37 Data are mean + SD or n (%).

39 P < 0.05 was considered statistically significant.

LDL, low-density lipoprotein.

20



©CoO~NOUTA,WNPE

TABLE 3.

Diabetic Medicine

Multivariable logistic regression analysis to identify factors associated with carotid

plaque.

Variable Odds Ratio 95% Cl1 P value
Age (years)* 1.05 1.01-1.09 0.026
Male sex 0.75 0.32-1.74 0.502
Visceral fat area (cmz)* 1.01 1.00-1.01 0.017
Duration of diabetes (years)* 0.97 0.93-1.01 0.180
Smoking 1.18 0.50-2.79 0.702
Hypertension 0.82 0.32-2.09 0.673
Previous cardiovascular event 2.47 1.06-5.73 0.036
or current statin therapy

LDL-cholesterol (mmol/L)* 1.26 0.82-1.94 0.289
Liver fat content (%)* 0.94 0.89-0.99 0.017

Footnote:

* Odds ratio for continuous variables were computed for an increase by one unit.

P < 0.05 was considered statistically significant.

CI, confidence interval; LDL, low-density lipoprotein.

21

Page 22 of 21



	Atherosclerosis (Article D).pdf
	Increased levels of endothelial microparticles CD144 (VE-Cadherin) positives in type 2 diabetic patients with coronary noncalcified plaques evaluated by multidetector computed tomography (MDCT)
	Introduction
	Methods
	Patients
	Inclusion criteria
	Exclusion criteria

	Measurement of carotid IMT
	MDCT coronary angiography
	Microparticle quantification
	Biological parameters
	Statistical analysis
	Statistical analysis was validated by an independent statistician


	Results
	Discussion
	Acknowledgments
	References


	Eur Radiol (Article F).pdf
	Mapping of liver fat with triple-echo gradient echo imaging: validation against 3.0-T proton MR spectroscopy
	Abstract
	Introduction
	Materials and methods
	Patients
	MR imaging
	1H-MR spectroscopy
	1H-MR spectroscopic data analysis
	Fat fraction map
	Statistical analysis

	Results
	Agreement between %FatMRS and %FatMAP

	Discussion
	References




