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RESUME

Dans un contexte de vieillissement de la population et d’accroissement des maladies
chroniques liées a ’age comme le diabete, de nouveaux biomarqueurs de 1’état de santé a
long terme doivent étre étudiés. Les produits de glycation avancee (AGE) sont des
molécules témoins de la charge métabolique accumulée au cours du temps, dénommée
"mémoire métabolique"”. Les AGE jouent un réle important dans les Iésions a long terme
dans le diabéte et dans le déclin du métabolisme global lié au vieillissement.
L’accumulation cutanée des AGE peut étre mesurée par autofluorescence (AF) de maniere
instantanée et non invasive grace a I’AGE-READER. Les objectifs de cette these étaient
d’évaluer la valeur de I’AF cutanée des AGE en tant que marqueur de mémoire
métabolique chez des personnes agées de la cohorte des 3-Cités et parallelement d’évaluer
la valeur pronostique de I’AF pour les complications du diabéte chez des patients porteurs
de diabéte de type 1. Chez les personnes agées, nous avons montré que I’AF reflétait les
statuts glycémique et rénal 10 ans avant la mesure. Chez les patients atteints de diabete de
type 1, I’AF était associée a la présence d’une neuropathie 4 ans plus tard. De plus, dans
cette méme population, nous avons décrit 1’évolution de I’AF sur 4 ans de suivi. Nous
avons montré que les principaux déterminants de son évolution étaient la fonction rénale et
le traitement par pompe a insuline. Enfin nous avons trouvé que 1’augmentation de I’AF
sur 4 ans de suivi était associée a la survenue de la maladie rénale. Ces travaux soulévent
de nouvelles perspectives de recherche quant a I’intérét de I’ AF a différents ages clés de la

vie en tant que biomarqueur de pathologies qui évoluent sur des dizaines d’années.

Mots clés : Produits de glycation avancée, autofluorescence cutanée, mémoire

métabolique, vieillissement, diabéte, maladie rénale.



ABSTRACT

In the context of the ageing of the population and the increase of age related diseases
such as diabetes, new biomarquers of the long-term health status should be considered.
Advanced glycation end products (AGE) are molecules indicators of the metabolic
burden over time, called “metabolic memory”. AGE play an important role in long term
diabetes injuries and in the global decline of the metabolism related to ageing. Skin
accumulation of AGE can be measured by autofluorescence instantly and non-invasivly
with a tool called AGE-READER. The objectives of my dissertation were to evaluate the
value of the skin autofluorescence (SAF) of AGE as marker of metabolic memory in
elderly people from the 3-City cohort and in parallel, in patients with type 1 diabetes,
evaluate the prognostic value of SAF for diabetes complications. In the elderly
population, we showed that SAF reflected glycemic and renal status of 10 years before. In
patients with type 1 diabetes, SAF was associated to the presence of neuropathy 4 years
later. Moreover, in this same population, we described the evolution of SAF in 4 years of
follow-up and we showed that the principal determinants of the evolution of SAF were
kidney function and insulin pump therapy. Finally, we also found that increase of SAF in
4 years was associated with the occurrence of kidney disease. This work rises new
research opportunities about the interest of sAF at differents key ages as biomarker of

pathologies which evolve in several decades.

Keywords : Advanced glycation end product, skin autofluorescence, metabolic memory,

aging, diabetes, kidney disease
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INTRODUCTION

A mesure que I’espérance de vie augmente, nous sommes confrontés a de nouveaux enjeux de
santé comme le vieillissement et I’accroissement des maladies chroniques liées a 1’age. Parmi
ces derniéres, le diabéte représente actuellement une épidémie mondiale. Le diabéte est défini
par I'Organisation mondiale de la santé (OMS) comme un état d'hyperglycémie chronique
exposant a des complications chroniques a long-terme (1). Cette maladie représente un
fardeau financier pour les patients, leur famille et les systémes de santé. Il s’agit en effet
d’une maladie chronique, avec une utilisation accrue des services de santé, qui entraine la
perte de productivité a long terme du fait de ses complications. La majorité des pays consacre
5a 20 % de leurs dépenses totales de santé au diabéte (2). Le vieillissement de la population
et ’augmentation du nombre de personnes en surpoids sont des facteurs important ayant une
incidence sur la prévalence du diabete a I’échelle mondiale (3). En 2015, 415 millions
d’adultes étaient porteurs du diabete dans le monde et la prévalence du diabéte devrait
augmenter d’ici 2040 pour atteindre 642 millions d’adultes selon la Fédération Internationale
du Diabéte (2).

Dans cette these j’ai étudié¢ parallelement une population atteinte de diabéte de type 1 et une
population agée. En effet, ces deux conditions partagent des similitudes physiologiques et
pathologiques. Les maladies liées a 1’age touchent les mémes organes que les complications
du diabéte. Dans le contexte actuel ou le vieillissement en bonne santé est aussi un enjeu de
Santé publique (4), de nouvelles stratégies de prise en charge, de recherche et de nouveaux

biomarqueurs doivent étre étudiés.

Nous avons porté une attention particuliere sur des molécules impliquées dans le mécanisme
physiopathologique du diabéte et du vieillissement : les produits de glycation avancée (AGE).
Ces molécules sont issues de la fixation d’un sucre sur une protéine, un acide aminé ou un
lipide.

11 existe des facteurs d’accumulation exogénes des AGE comme la nourriture ou le tabac (5).
Au niveau endogéne 1’accumulation des AGE augmente avec 1’age, avec I’hyperglycémie ou
les AGE sont produit en exceés, et lors de la maladie rénale ou le défaut de clairance des AGE
et de ses précurseurs favorise leur ’accumulation. Ces molécules toxiques s’accumulent dans
tous les organes. Les Iésions qui en résultent participent au mécanisme des complications du

diabete, mais aussi au déclin multi-organes avec le vieillissement. Différents travaux dont
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notre étude en population générale chez les personnes agées montrent que les effets de cette
accumulation des AGE pourraient persister a long terme. Ce phénomeéne clé, appelé mémoire
métabolique joue un réle important dans les complications du diabéte.

Certains AGE ont une propriété d’autofluorescence que nous mesurons de maniére originale
et non-invasive au niveau de la peau pour estimer 1’accumulation des AGE ; cette mesure

pourrait étre d’un grand intérét en pratique clinique et en recherche épidémiologique.

Dans une premiére partie, je présenterai le métabolisme des AGE, leur réle dans la mémoire
métabolique, dans les complications du diabete et dans le vieillissement et enfin, la méthode
de mesure des AGE par autofluorescence cutanée. Dans la deuxiéme partie, je présenterai les
deux cohortes sur lesquelles s'appuient mes travaux de these, ainsi que les variables utilisées
dans mes travaux. Dans une troisiéme partie je présenterai les résultats de mes travaux sous
forme d’articles. Finalement, dans une quatriéme et derniére partie, je discuterai mes résultats

et je conclurai.
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1 PARTIE1: ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Métabolisme des AGE

1.1.1 Mécanisme moléculaire de formation des AGE

Les AGE sont des molécules toxiques pour I’organisme et leur accumulation a été montrée
dans une grande variété de tissus comme le cortex rénal, les plagues amyloides dans la
maladie d’Alzheimer (6), le cartilage dans la polyarthrite rhumatoide (7), le systeme
cardiovasculaire (8), le foie (9), les yeux (10) et la peau (11). Il est maintenant admis que la
production d’AGE dans le corps est un processus inévitable et continu tout au long de la vie
(12). Leur accumulation joue un réle important dans le vieillissement (13) et dans les

complications du diabéte (14).

Les AGE sont des molécules complexes et hétérogenes (figure 1) issues de la réaction de
glycation. Parmi les AGE a ce jour caractérisés in-vivo et dans I’alimentation, les plus connus
sont notamment la carboxymethyllysine (CML), la pentosidine ou la N(Carboxyethyl)lysine
(CEL) (15).
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Figure 1. Structure chimique de différents AGE (12)
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La réaction de glycation, aussi appelée réaction de Maillard a été découverte en 1912 par Louis
Camille Maillard. Bien que la biochimie des AGE soit connue depuis leur découverte, c’est dans
les années 1960 que cette réaction a été observée in vivo dans le corps humain grace a la formation
de I’hémoglobine glyquée (un précurseur des AGE) chez des patients diabétiques. Ces 20 dernieres

annees d’importants travaux ont été réalisés sur les AGE (5,16).

La réaction de glycation nécessite plusieurs étapes de réarrangement avant d'aboutir a des
composés trés stables que sont les AGE. Caractérises par la propriété d’autofluorescence de
certains d’entre eux ou par leur couleur brune dans certains aliments comme la biere ou la croGte
du pain, les AGE sont le résultat de la modification d’une protéine, d’un acide nucléique ou d’un
lipide par des sucres réduits au niveau de leur groupement amino terminal (12). La glycation est
irréversible et non-enzymatique (5). La réaction de glycation est composee de trois grandes étapes

(figure 2) : la phase initiale, la propagation et la phase avancée.

La phase initiale est dépendante de la concentration en sucre, c’est pourquoi elle est augmentée
chez les personnes ayant une hyperglycémie chronique au cours du diabéte. Dans cette phase, un
sucre réduit comme le glucose, le fructose ou le ribose réagit avec le groupement amino terminal
d’une protéine, d’un acide nucléique ou d’un lipide formant une base de Schiff instable. La base de
Schiff subit ensuite un réarrangement structurel pour donner des produits plus stables que sont les
produits d’Amadori (17,18).

Au cours de la phase de propagation, la réorganisation des produits d’Amadori conduit a des
produits intermédiaires hautement réactifs ; ce sont des composés carbonylés, précurseurs des

AGE: Glyoxal, méthylglyoxal et 3-Deoxylglucosone (19,20).

Enfin, au cours de la phase avancée, les composés carbonylés subissent une série d’oxydation, de
clivage et de pontage puis réagissent avec les résidus arginine et lysine des protéines pour donner
des produits irréversibles, complexes, tres stables et résistants a la digestion protéolytique : ce sont
les AGE (5,17,21).
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Figure 2. Etape de formation des AGE (12)

Néanmoins, en plus des étapes classiques de formation des AGE, les précurseurs des AGE que sont
les composés carbonylés (Glyoxal, méthylglyoxal et 3-Deoxylglucosone) peuvent aussi étre
générés a chaque étape de la réaction de glycation par des réactions chimiques annexes. Par
exemple, une base de Schiff peut subir une oxydation pour former ces composés carbonylés. Les
précurseurs des AGE peuvent aussi provenir de 1’auto-oxydation du sucre ou de la peroxydation
des lipides (12,22).
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Figure 3. Formation et metabolisme des composés carbonylés réactifs (12)

La glycation est une réaction lente, le stade avancé de la glycation survient sur une période de

quelques semaines. De ce fait, les protéines ayant une longue demie-vie et donc un turn-over
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lent comme le collagéne ou 1’¢élastine sont les plus sensibles aux modifications par les AGE
(23-26). Ces protéines ont la particularité de constituer les matrices et les protéines de
structure dans les tissus (12). La réaction de glycation est accélérée avec le processus de
vieillissement mais elle 1’est d’autant plus dans des conditions d’hyperglycémie,

d’inflammation et de stress oxydant (13).

Dans le diabéte, une hypothése cherchant a unifier les voies menant de ’hyperglycémie aux
complications du diabéte, le principal lien est le stress oxydant, c¢’est-a-dire la production
d’ions superoxides par les mitochondries. Le stress oxydant serait un mécanisme clé
activateur des différentes voies menant aux complications diabétiques. Une de ces voies est la
formation des AGE qui est augmentée par le stress oxydant (12,27,28). Le stress oxydant joue
un réle important au cours de la glycation car la plupart des étapes de la glycation
s’accompagnent d’un stress oxydant. Il a ét¢ montré que les modifications induites par la

glycation et le stress oxydant sont comparables (21,29,30).

Les trois principaux processus par lesquels les AGE induisent des dommages sont la liaison a
leur récepteur specifique (RAGE), la formation de croisements covalents entre les protéines
lors de la formation des AGE et la modification des matrices extracellulaires. D une part, 1a
liaison des AGE a leurs récepteurs RAGE active le stress oxydant et I’inflammation, de ce fait
les AGE sont des molécules fortement pro-oxydantes (26). D'autre part, il y a la modification
des protéines lors de la formation des AGE, ce qui peut conduire a la formation de
croisements covalents entre les protéines (5,31) et a l'altération de leur structure et donc de

leur fonction dans tout I'organisme (32).

1.1.2 Sources d'AGE

Les AGE peuvent se former dans 1’organisme mais peuvent aussi provenir de sources

environnementales.

1.1.2.1 Production endogéne d’AGE

Age

Le vieillissement est caractérisé par le déclin de I’intégrité anatomique et fonctionnelle du
corps qui se traduit par une diminution de la capacité a répondre au stress. Des études ont

montré que la détérioration des fonctions mitochondriales entraine 1’augmentation du stress
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oxydant et I’inflammation avec 1’age (33). L’accumulation de dommages macromoléculaires
comme la formation de réactifs oxygénés et de radicaux libres impliqués dans le stress
oxydant est 1’un des principaux processus qui contribuent au vieillissement et a I’apparition de
maladies liées a 1’age (30,34,35). Méme en I’absence de maladie, le niveau d’AGE augmente
avec 1’age (30,36,37). En effet, il a été montré que le vieillissement est associé a des taux
élevés de formation et d’accumulation des AGE (38). L’accumulation des AGE liée a I’age a
été montrée dans le cartilage et dans la peau (39,40). L’age de cadavres humains a pu étre
estimé par la mesure des AGE dans I’hippocampe (41). Enfin, le niveau d’AGE est un

prédicteur du déces chez la souris (37,42).

Diabete
Comme nous ’avons évoqué dans le chapitre 1.1.1, la premiére étape de la réaction de
glycation est dépendante de la concentration en glucose. L’état d’hyperglycémie chronique au

cours d’un diabéte entraine donc I’accélération de I’accumulation des AGE (14).

1.1.2.2 Source environnementale d’AGE

Nutrition

L'étude de la teneur en AGE et des modes de préparation des aliments a permis d'identifier
des groupes daliments riches en AGE ainsi que des modes de cuisson favorisant leur
formation. A I'état brut, les aliments les plus riches en graisses et en protéines sont aussi les
plus riches en AGE (CML et methylglyoxal). La viande est l'aliment le plus riche,
probablement du fait de la présence d'amino-lipides hautement réactifs et de sucres réduits.
Au contraire, les aliments riches en glucides, ayant une plus forte teneur en eau, en sucres non
réduits et en antioxydants comme les légumes, les fruits et le lait frais contiennent le moins
d'AGE (43,44). Cependant, la formation de nouveaux AGE dans les aliments augmente avec
la température de transformation. Les modes de cuisson a haute température les plus
favorisants sont la friture (180-230°C), les grillades (225°C) et le rotissage (177°). Parmi les
aliments transformés a ce jour identifies comme les plus riches en AGE (CML), on retrouve la
viande grillee (43-46). La teneur en AGE peut étre fortement augmentée au cours de la
cuisson de certains aliments habituellement identifiés comme "sains". Les plus riches en AGE
parmi les aliments a base de céréales raffinées sont le pain grillé, certaines céréales de petits
déjeuner et les biscuits (43-45). Parmi les produits laitiers les plus riches en AGE, on retrouve

par exemple le lait en poudre pour enfant pouvant contenir jusqu'a 70 fois plus d'AGE que le
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lait maternel (43,44,47). Des temps de cuisson plus courts, des tempeératures plus basses, un
degré d'humidité plus élevé et l'utilisation de condiments acides ont été identifiées comme des
facteurs limitant la formation des AGE. La transition nutritionnelle des 50 derniéres années
est caractérisée par la consommation d'une large variété d’aliments fortement transformés
pour des raisons d’hygiéne, et culinaires (apparence, saveur, couleur) (44). Ce changement
favorise probablement I’exposition aux AGE alimentaires, d'autant plus qu'ils sont
partiellement absorbés. Apres un seul repas riche en AGE, il a été estimé qu’environ 10% des
AGE sont absorbés dont deux tiers retenus dans les tissus (48). Ainsi, une alimentation riche
en AGE pourrait contribuer a augmenter le risque de développer des maladies
cardiovasculaires et chroniques (y compris le diabéte), et accélérer le déclin multi-fonctionnel
lié a I'dge (13). En effet, ces 15 derniéres années, un nombre croissant d’études (49) a montré
qu’une alimentation favorisant I’apport en AGE, ou un seul repas riche en AGE pourraient
accélérer le stress oxydant, I’inflammation, le dysfonctionnement endothélial et la
perturbation du métabolisme dés la période post prandiale, chez des individus atteints de
diabéte (50), mais aussi chez des individus non diabétiques. Le diabéte de type 2 est initié par
une résistance a ’insuline. Avant l'apparition d'un diabéte de type 2, des études suggerent que
les AGE alimentaires pourraient étre impliqués dans la résistance a I’insuline (51-53). De
maniére intéressante, dans une étude d'intervention chez des femmes en surpoids, une

alimentation pauvre en AGE a été associée a la diminution de la résistance a I’insuline (53).

Tabac

11 existe trés peu d’études sur le tabac et les AGE mais certaines ont montré que le tabac peut
aussi étre une source exogene d’AGE (54,55). Des AGE dérivés du tabac ont pu étre observés
sur le cristallin et sur les parois artérielles (54). Peu de travaux ont été réalisés sur le
mécanisme de formation des AGE issus du tabac, et a ce jour, ces types d’AGE ne sont pas

encore tres bien caractérisés (55).

Le diabete gestationnel

Le diabéte gestationnel est un état d'intolérance au glucose apparu ou reconnu au cours de la
grossesse et concerne au moins 6% des grossesses (56). Il a été montré que les AGE
pourraient avoir une implication directe dans certaines complications obstétricales. Ainsi,
certains AGE (CML, méthylglyoxal) sont detectables deés la naissance dans le sang du cordon
et leurs concentrations ont été corrélées a celles du sang maternel, et ce, méme chez des

femmes enceintes indemnes de diabéte gestationnel (57). Ceci suggere une transmission
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materno-foetale de ces AGE. L'exposition foetale aux AGE générée par cet état
d'hyperglycémie pourrait avoir des conséquences importantes sur l'enfant. Des taux de
méthylglyoxal maternels élevés ont été associés a une insulino-résistance plus élevée un an
plus tard chez I’enfant et a un défaut de fermeture du tube neural (58). Des taux anormaux du
récepteur soluble RAGE des AGE ont aussi été rapportés chez les méres d'enfants prematurés
(59) et chez les enfants prématurés en lien avec la pré-éclampsie maternelle (60). Les effets
pro-inflammatoires de la liaison des AGE aux RAGE, fortement exprimés au niveau du

placenta, contribuent probablement aux anomalies vasculaires de la pré-éclampsie (61).

1.1.3 Elimination rénale des AGE

Les reins jouent un role clé dans le métabolisme des AGE car ils permettent leur clairance. Le
tubule proximal a été identifié comme étant le site de catabolisme des AGE (62) et
I’accumulation des AGE est indépendamment associée au débit de filtration glomérulaire
(63). Chez les patients atteints d’insuffisance rénale chronique, les taux d’AGE sont élevés
d’autant plus en phase terminale (64,65) ou les patients hémodialysés ont un taux plasmatique
d’AGE 40 fois plus élevé (66). Le défaut d’élimination des AGE et I’augmentation de leur
concentration sont aussi fortement impliqués dans les complications rénales. Les AGE sont
associes a des changements structuraux au niveau des reins et ont été associés a la progression
de la maladie rénale chronique. Toutes les structures rénales sont sensibles a 1’accumulation
des AGE : les membranes basales, les cellules mésangiales et endothéliales ainsi que les
podocytes et les tubules (67,68). La progression de la maladie rénale accompagnée d’un stress
oxydant et d’un turn over ralenti des protéines participerait a 1’augmentation de la formation
et de I’accumulation des AGE. Il en résulte un cercle vicieux entre lésions rénales, diminution
de la clairance des AGE et augmentation de leur accumulation qui elle-méme conduit a
I’aggravation des Iésions rénales (69). Par ailleurs, la fonction rénale diminue
progressivement avec 1’age, contribuant aussi a I’augmentation de 1’accumulation des AGE

avec I’age.
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1.2 Mémoire métabolique

En diabétologie, les recherches concernant les complications liées au diabéte ont permis de
mettre en évidence un phénoméne clé, impliquant 1’accumulation des AGE : «la mémoire
métabolique ». La mémoire métabolique est définie comme les effets a long terme d’un statut
glycémique initial sur le développement et la progression des complications vasculaires. Le
concept de mémoire métabolique suggere le besoin d’un traitement agressif précoce pour
contréler les complications du diabete (70). L'hypothése moléculaire sous-jacente au
phénomeéne de mémoire métabolique fait intervenir le stress oxydant. Initié par
I'nyperglycémie, le stress oxydant conduit & un cercle vicieux favorisant 1’accumulation des
AGE dans les tissus organiques, cette accumulation agissant ensuite indépendamment de
I'nyperglycémie. Les AGE tissulaires seraient alors un marqueur de la mémoire métabolique
(14,71).

1.2.1 Etudes supportant le concept de mémoire métabolique

Le phénomene de mémoire métabolique a été observé dans des études expérimentales chez
I’animal mais aussi dans plusieurs études d’intervention chez I’homme.

Chez le chien diabétique les effets d'un contréle glycémique précoce ou différé ont été
évalués. Ainsi, un bon controle glycémique a été réalisé soit aprés 2 mois dans un premier
groupe soit apres 2,5 ans de mauvais contrdle glycémique dans un deuxiéme groupe ; la rétine
a ensuite été observée apres 5 ans de suivi et les deux groupes ont été comparés a un groupe
de chien ayant eu un bon contréle glycémique tout au long du suivi et a un groupe de chien
pour lequel le diabéte n’a pas été controlé tout au long du suivi . Chez les chiens qui avaient
eu un bon contrdle glycémique au bout de 2 mois, le taux de rétinopathie était faible et ne
différait pas de ceux qui avaient eu un bon contréle glycémique tout au long du suivi. Au
contraire, les chiens pour lesquels un bon controle glycémique avait été instauré seulement
apres 2,5 ans de diabéte avait un taux plus élevé de rétinopathie, similaire a celui des chiens
pour lesquels le diabéte n’avait pas été contrélé tout au long du suivi (72).

Chez le rat, la transplantation d’ilots de Langerhans apres plusieurs mois de diabéte diminuait
moins efficacement la progression de la rétinopathie que quand I’intervention avait eu lieu
apres quelques semaines de diabete (73).

Chez I’homme, 1’étude Diabetes Complication and Control trial (DCCT) menée chez des

patients atteints de diabete de type 1 est une étude majeure dans I’observation du phénomene
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de mémoire métabolique. L’objectif de cette étude était d’évaluer si un traitement intensif, qui
avait pour but de maintenir la glycémie proche de la norme, diminuait la fréquence et la
sévérité des complications en comparaison a un traitement standard, qui avait pour but de
prévenir les symptémes de 1’hyperglycémie. Le traitement intensif correspondait a la mise
sous pompe a insuline ou a au moins trois injections d’insuline par jour accompagnées d’une
surveillance glycémique réguliére. Le traitement standard correspondait a une ou deux
injections d’insuline journaliére. Les résultats de cette étude ont montré que le risque de
complications était fortement diminué chez les patients ayant recu le traitement intensif. En
conséquence, apres 6,5 ans de suivi tous les patients ont été mis sous traitement intensif et ont
été suivis dans 1’¢tude Epidemiology of Diabetes Intervention and complication trial (EDIC).
Ce suivi a montré que I’effet du traitement intensif initial dans I’étude DCCT était prolongg.
Ainsi dans 1’étude EDIC, une dizaine d’années apres la fin de 1’étude DCCT et la mise sous
traitement intensif de tous les patients, une incidence plus élevée des complications micro et
macro vasculaires persistait chez les patients initialement mis sous traitement standard dans
I’étude DCCT (74). Par exemple, 22 ans aprés le début de 1’étude DCCT le risque de
développer une diminution du débit de filtration glomérulaire était réduit de 50% chez ceux
ayant initialement eu un traitement intensif (75). Aprés 10 ans de suivi dans 1’étude EDIC, le
risque de progression de la rétinopathie était réduit de 53% chez ces mémes sujets (76) ; apres
12 ans de suivi, le traitement intensif initial diminuait le risque d’événements
cardiovasculaires de 42% (77) ; et aprés 13 ans de suivi le risque de neuropathie était diminué
de 64% chez les sujets ayant recu le traitement intensif (78). Néanmoins, le taux d’HbAlc, un
marqueur de 1’équilibre glycémique sur les 3 derniers mois, ne différait pas (8,1% vs 8,0%)

entre les deux groupes aprés 10 ans de suivi dans 1’étude EDIC (76) (figure 4).
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Figure 4. Les études DCCT-EDIC montrent que la prédisposition a développer des
complications diabétiques est maintenue longtemps aprés le passage d’un faible controle
glycémique a un controle glycémique intensif (79).

a/ Diagramme schématique représentant la chronologie de 1’é¢tude DCCT, le suivi dans I’étude
EDIC, et le niveau d’HbA1c dans les deux groupes d’études au cours du temps.

b/ Survenue de la rétinopathie, de la microalbuminurie, de I’albuminurie, de I’hypertension et
des maladies cardiovasculaires dans les études DCCT et EDIC. Abréviations : ALB,
albuminurie; CVD, maladies cardiovasculaires ; DCCT, Diabetes Control and Complications
Trial ; EDIC, Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications ; HYP, hypertension
; MALB, microalbuminurie ; NEU, neuropathie ; RET, rétinopathie.

Les résultats de 1’étude United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) menée sur des
sujets atteints de diabete de type 2 sont similaires & ceux trouvés dans 1’é¢tude précédente
menée chez des sujets atteints de diabéte de type 1. Les patients qui étaient sous traitement
intensif présentaient moins de complications vasculaires comparés aux patients sous
traitement standard, alors que le taux d’HbAlc était similaire dans les deux groupes tout au

long du suivi (80).
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1.2.2 Bases moléculaires de la mémoire métabolique : stress oxydant et AGE

Plusieurs données suggérent que 1’hyperglycémie favorise le stress oxydant et 1I’inflammation.
Or, ces derniers pourraient étre prévenus si un bon contrdle glycémique était initié
précocément au cours du diabéte, car leurs effets sont ensuite difficiles a inverser quand un
mauvais contrdle glycémique est maintenu a long terme.

Une étude in vitro a montré que la culture de cellules endothéliales en hyperglycémie pendant
14 jours suivis de 7 jours en normoglycémie maintenait la surproduction de radicaux libres
malgré la normalisation de la concentration en glucose (81). Dans une étude menée sur
I’animal, des rats diabétiques ont été mis sous mauvais contrdle glycémique pendant 2 ou 6
mois avant que la glycémie soit ensuite contrélée pendant 7 mois. Chez ceux dont le mauvais
contrle glycémique a été appliqué pendant seulement 2 mois, les marqueurs du stress
oxydant etaient réduits de 50% aprés I’instauration d’un bon controle glycémique. Au
contraire, chez ceux dont le mauvais contrdle glycémique a été maintenu pendant 6 mois
I’amélioration du contréle glycémique n’a pas eu d’effet sur le niveau de stress oxydant (82).
Dans une étude similaire, I’activité du facteur nucléaire Kappa B (NF-kB), marqueur de
I’inflammation, était 2,5 fois plus élevée chez le rat diabétique maintenu sous mauvais
controle glycémique par rapport a des rats normaux. La ré-institution d’un bon controle
glycémique aprés 2 mois diminuait partiellement I’inflammation tandis que la ré-institution
d’un bon contrdle glycémique aprés 6 mois n’avait pas d’effet sur le niveau d’inflammation
(83). Enfin, des résultats similaires ont été obtenus pour le rein. Des rats ont été maintenus
sous un bon contrdle glycémique juste apres I’induction de I’hyperglycémie ou 6 mois apres.
Les rats ont été sacrifiés 13 mois apres 1’induction du diabéte. Chez ceux dont un bon controle
glycémique avait été initié juste apreés I’induction de I’hyperglycémie, le niveau des
marqueurs du stress oxydant et de I’inflammation dans les urines et le cortex rénal ne différait
pas de celui des rats contrdles normaux. Au contraire, chez ceux dont un bon contréle
glycémique était différé de 6 mois aprés l’induction du diabéte, le stress oxydant et
I’inflammation étaient plus élevés dans les urines et le cortex rénal (84).

Chez I’homme des études portant sur la fonction endothéliale au cours du diabéte indiquent
que ’hyperglycémie induit des dysfonctions endothéliales via la génération de stress oxydant.
Cerriello et al ont montré que malgré la normalisation de la glycémie, le dysfonctionnement
endothelial persistait chez les patients diabétiques de type 1. Néanmoins, il est possible
d’améliorer la fonction endothéliale en utilisant un antioxydant, en particulier la vitamine C

(85). En effet, chez des patients diabétiques de type 1, la normalisation de la glycémie réduit

25



le dysfonctionnement endothélial et le stress oxydant lorsque le diabéte est de courte durée ou
d’une durée inférieure a 5 ans et s'il est bien contrélé. En revanche, dans le cas d’un diabéte
mal contrélé pendant au moins 5 ans, la diminution du dysfonctionnement endothélial et du
stress oxydant nécessite 1’utilisation de la vitamine C en plus de la normalisation de la
glycémie (86).

Brownlee et al ont suggéré que I’excés de production d’anions superoxydes (générateur de
stress oxydant) par les mitochondries relie 1’hyperglycémie aux complications du diabéte.
L’hyperglycémie intracellulaire induirait la production d’ions superoxydes par les
mitochondries qui activerait plusieurs voies menant aux complications du diabéte, dont la voie
des polyols, I’activation de la protéine kinase C, la voie des hexosamines et en particulier la
voie de la production des AGE (14). Dans le diabete, le methylglyoxal, un précurseur des
AGE réagit avec les protéines mitochondriales, leur glycation entrainant de nouveau un exces
d’anions superoxydes indépendamment du niveau de glycémique. Ce cercle vicieux entre la
production d’anion superoxydes, la formation des AGE et la glycation des protéines
mitochondriales contribuerait a maintenir le phénomene de mémoire métabolique (28) (figure
5).

Par ailleurs, des études ont suggéré que I’exposition a I’hyperglycémie conduirait a des
modifications épigénétiques durables qui participeraient aussi au phénomeéne de mémoire
métabolique. Dans les cellules vasculaires humaines, une hyperglycémie transitoire peut
induire des changements épigénétiques persistants, en particulier par la méthylation des
histones (87—-89) induisant elle-méme des changements de la structure de la chromatine et de
I’expression des génes, et ce, malgré la restauration d’une normoglycémie (90). La
modification des histones liée a I’hyperglycémie conduirait & un phénotype proinflammatoire
dans lequel D’activité du facteur NF-xB serait augmentée et participerait ainsi au

développement des complications du diabéte (79,90).
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Hyperglycémie
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-Voie des hexosamines

Glycation des
protéines
mitochondriales

Figure 5. Mécanisme moléculaire des complications du diabéte (14,28)

Les AGE sont des molécules toxiques ayant un effet a long terme car ils entretiennent le
phénomene de mémoire métabolique. En effet, les AGE s’accumulent au cours du temps dans
le corps. L’accumulation en exces des AGE induit des dommages tissulaires et un stress
oxydant dans tous les organes. L’accumulation de ces molécules augmente naturellement avec
I’age, mais un exces de leur accumulation pouvant étre dd a I’alimentation, 1’hyperglycémie
ou la maladie rénale contribue a accélérer le déclin multi-systeme. 1l est de plus en plus
évident que ces molécules jouent un rdle important dans les maladies chroniques liées a I’age
comme le diabéte et ses complications, la démence, les rétinopathies ou la maladie rénale
chronique. Ainsi, les AGE pourraient étre considérés comme des marqueurs infracliniques des

maladies liées a 1’age et des complications du diabéte tout au long de la vie (figure 6).
Accumulation des AGEs

Diabéte

Vision, Alzheimer

Maladies
cardiovasculaires

Maladie rénale

Mi-vie Personnes agées

20 40 60 80 Age

Figure 6. Accumulation des AGE au cours du temps
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1.3 AGE et complications du diabéte

Les complications associées au diabéte sont regroupées en deux types : celles affectant les
macro-vaisseaux (les artéres larges, dont 1’aorte, les fémorales et les artéres coronaires) et
celles affectant les micro-vaisseaux (les petits vaisseaux sanguins comme les capillaires des
yeux, des reins ou des nerfs) (91-95). Les complications macro-vasculaires accélerent le
développement de maladies cardiovasculaires et de maladies vasculaires périphériques
pouvant conduire notamment a un infarctus, un accident vasculaire cérébral ou une
amputation. Les complications micro-vasculaires du diabéte incluent 1’atteinte des yeux
(rétinopathie), la maladie rénale (néphropathie) et I’atteinte des nerfs (neuropathie) (96).

Les personnes atteintes de diabete de type 1 ou de type 2 ont un risque plus élevé de
développer des complications vasculaires (91,97). De plus, la sévérité des complications est
directement proportionnelle a la durée du diabete (98,99).

La formation des AGE est I'une des voies métaboliques qui relie I’hyperglycémie aux
complications diabétiques (14). Le lien entre les AGE et les complications du diabéte a été
observé sur des modéles animaux dans lesquels des inhibiteurs des AGE prévenaient plusieurs
manifestations structurelles ou fonctionnelles des complications du diabéte (100,101). La
formation intracellulaire de précurseurs des AGE conduit aux dommages retrouvés dans les
complications du diabéte par trois mécanismes : la modification et ’altération des protéines,
la modification des matrices extracellulaires et la modification des protéines plasmatiques qui
vont se fixer sur le récepteur RAGE des AGE activant le stress oxydant et I’inflammation
(14). Par exemple, la formation des AGE sur le collagéne de type | va étre a ’origine de
croisements covalents (102) ce qui altere les fonctions comme 1’¢élasticité des vaisseaux. Les
AGE peuvent aussi agir au niveau des interactions matrice-cellule en diminuant par exemple
I’adhésion des cellules endothéliales (103).

1.3.1 Complications microvasculaires

Neuropathie et AGE

Dans la neuropathie diabétique, les nerfs périphériques et autonomes sont atteints. L’atteinte
des nerfs autonomes peut étre une cause de mort subite, alors que l’atteinte des nerfs
périphériques est un déterminant majeur des Iésions des membres inférieurs pouvant conduire
a une ulcération ou a une amputation (104). Dans une large étude prospective de patients

diabétiques, la prévalence de la neuropathie est passée de 7,5% au moment du diagnostic du
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diabete a 50% aprés 25 ans (133). La neuropathie est associée a une réduction de la perfusion
et a I’hypoxie des nerfs. Elle est aussi caractérisée par un changement de la
microvascularisation dont 1’épaississement des membranes basales et la dégénérescence des
péricytes (105). Dans la neuropathie diabétique, les AGE ont été localisés dans les cellules
endothéliales, les péricytes, les axones, les cellules de Schwann et la membrane basale. Les
AGE affectent les protéines de structure des nerfs comme la tubuline, les neurofilaments ou la
myéline des cellules de Schwann (106). Les modifications induites par les AGE sont a
I’origine de changements structuraux et fonctionnels. In-vitro, 1’incubation des cellules
neuronales et des cellules de Schwann conduit a 1’apoptose (107). L’interruption du transport
axonal causé par la modification des neurofilaments et de la tubuline par les AGE pourrait
contribuer a 1’atrophie et a la dégénérescence des fibres nerveuses (106). La glycation de la
myeéline pourrait causer la démyeélinisation des fibres nerveuses (107). Enfin, certains AGE
comme le methylglyoxal modifient le fonctionnement des neurones nociceptifs causant une

hyperalgésie (108).

Néphropathie et AGE

Cliniquement, la manifestation la plus précoce de la néphropathie est le développement d’une
microalbuminurie persistante qui peut progresser vers une macroalbuminurie et une
diminution du débit de filtration glomérulaire (109). Chez les patients diabétiques de type 1, si
elle n’est pas traitée la néphropathie va progresser chez environ 80% d’entre eux sur une
période de 15 ans (90). Parmi ces patients, 50% développeront une insuffisance rénale au
stade terminal dans les 10 ans. La néphropathie diabétique est donc une cause majeure
d’insuffisance rénale au stade terminal, elle représente aussi une cause d’invalidité et de
mortalité importante chez les patients diabétiques (96). Le développement de la néphropathie
diabétique est caractéris¢é par une hyperfiltration glomérulaire, 1’épaississement des
membranes basales, 1’expansion de la matrice extracellulaire dans la région mésangiale et
I’augmentation de 1’albuminurie. Aux stades avancés, la néphropathie diabétique progresse
avec 1’apparition de la sclérose glomérulaire associée a des dysfonctionnements rénaux (110).
Les AGE induisent I’apoptose des cellules mésangiales (111) qui jouent un réle crucial dans
la structure et la fonction des capillaires glomérulaires. L’apoptose des cellules mésangiales
induite par les AGE pourrait contribuer a I’hyperfiltration glomérulaire observée aux stades
précoces de la maladie rénale (112). Les AGE sont aussi impliqués dans la sclérose
glomérulaire. La formation des AGE sur la matrice extracellulaire altére les interactions

matrice-matrice et cellule-matrice. Par exemple, la glycation du collagéne et de la laminine
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réduit leur capacité a interagir avec les protéoglycanes, ce qui augmente la perméabilité
vasculaire a I’albumine (113). De plus, en se formant sur les matrices, les AGE contribuent a
I’épaississement des membranes basales et a I’expansion de la matrice extracellulaire dans la

région mésangiale (105,114).

Rétinopathie et AGE

La rétinopathie est I'une des plus importantes complications micro-vasculaires du diabete et
est une cause majeure de cécité (105). Dans une étude en population générale, la prévalence
de la rétinopathie proliférative était plus élevée chez les participants pour lesquels le diabete
avait débuté plus tét (115). En effet, la prévalence de la rétinopathie augmente avec la durée
du diabéte. Les lésions de la rétinopathie diabétique peuvent étre classées selon deux stades :
la rétinopathie proliférante et la rétinopathie non proliférante. Le signe histologique le plus
précoce de la rétinopathie est la perte des péricytes localisés au niveau de la lame basale de
I’endothélium des capillaires. En parallele, il y a aussi plusieurs changements caractéristiques
touchant les yeux dont 1’épaississement des membranes basales, une hyperperméabilité et la
formation de microanévrismes (116,117). Ces anomalies structurelles et fonctionnelles sont
suivies d’occlusion microvasculaires dans la rétine ce qui conduit au stade prolifératif
(116,117). Les AGE sont impliqués dans la perte et le dysfonctionnement des péricytes aux
stades précoces de la rétinopathie (118,119). Il a été montré que les AGE retardaient la
croissance et induisaient 1’apoptose de peéricytes en culture (111,120). De plus, les effets des
AGE sur les péricytes pourraient étre médieés par 1’interaction des AGE avec leur récepteur
RAGE. Enfin, les AGE sont aussi impliqués dans 1’inflammation de la rétine, dans la

thrombose et I’angiogénése (105).

1.3.2 Complications macrovasculaires

Le diabéte est associé a une augmentation du risque de maladies cardiovasculaires, d’infarctus
du myocarde, d’accidents cérébrovasculaires et d’amputation des membres inférieurs (121).
Les maladies cardiovasculaires seraient responsables de plus de la moitié des décés chez les
patients diabétiques. Ces derniers ont un risque trois a dix fois plus élevé de développer un
évenement cardiovasculaire comparé a la population genérale (122). L’athérosclérose,
caractéristique des maladies cardiovasculaires, est un processus multicellulaire complexe qui

implique D’endothélium, les cellules musculaires lisses, les plaquettes et les cellules
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immunitaires qui interagissent pour former les plaques d’athéromes (96). Les AGE qui se
forment sur la matrice extracellulaire de I’endothélium conduisent a une perte d’élasticité des
vaisseaux sanguins (123). La modification des lipoprotéines de basse densité par la formation
des AGE conduit a une diminution de leur clairance, ce qui contribue a 1’athérosclérose (124).
De plus, la liaison des AGE a leur récepteur RAGE conduit a la génération de réactifs
oxygénés et a D’expression du facteur NF-kB sur la paroi vasculaire, ce qui promeut
I’expression de geénes associés a 1’athérosclérose (125). Enfin les AGE ont la capacité
d’induire la différenciation ostéoblastique des péricytes microvasculaires ce qui contribue a la

calcification vasculaire et a 1’accélération de 1’athérosclérose (105).
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1.4 AGE et vieillissement

Le vieillissement est caractérisé par le déclin anatomique et fonctionnel multi-organe ainsi que par

la détérioration progressive des fonctions mitochondriales, I’augmentation du stress oxydant et de

I’inflammation. Ce déclin multi-systéme est associé a I’augmentation des maladies liées a ’age et a

un risque plus élevé de déces. Au cours du vieillissement, I’accumulation des AGE est accélérée

par la diminution de la capacité a répondre au stress. Les AGE jouent un réle important dans le

déclin anatomique et fonctionnel multi-organe (13,33). Plusieurs pathologies liées au vieillissement

ont été associees aux AGE (Figure 7).
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Cerveau et AGE

Les AGE s’accumulent dans le cerveau humain avec 1’age (126) et ont été retrouvés dans les
enchevétrements neurofibrillaires et les plaques séniles chez des patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (127). Les concentrations sériques ou urinaires d’AGE ont été associées au
déclin cognitif chez les sujets diabétiques et non diabétiques (128,129). Chez les personnes
agées atteintes d’une maladie cérébrovasculaire, un taux élevé de carboxymethyllysine a été
trouvé dans les neurones corticaux et dans les vaisseaux cérébraux, et a eté associé a la
séverité des troubles cognitifs (130). Les patients diabétiques ont un risque plus élevé de
développer la maladie d’ Alzheimer ; chez ces patients un dépot plus important d’AGE et une
activation de leur récepteur RAGE ont été détectes dans le cerveau (13).

Vieillissement oculaire et AGE

Avec I’age, les AGE s’accumulent dans le cristallin et la rétine. Des protéines de structure du
cristallin sont sensibles a la glycation et a la formation de liaisons covalentes avec les AGE.
Les cristallins de patients atteints de cataracte ont un taux plus élevé d’AGE comme la CML,
la pentosidine ou I’imidazole en comparaison a des cristallins sains (131). Un taux élevé
d’AGE sériques a €té trouvé chez des personnes agées atteintes de cataracte, qu’elles soient
diabétiques ou non (132).

Systeme cardiovasculaire et AGE

Les AGE jouent un role important dans 1’athérosclérose (8). Avec 1’age, les AGE se déposent
sur la paroi artérielle. Les lésions athérosclérotiques contiennent une forte concentration
d’AGE (133). Les AGE forment des liens covalents avec les protéines matricielles sur la paroi
des vaisseaux et réduisent leur élasticité. Ils altérent aussi les propriétés fonctionnelles
d’importantes molécules matricielles comme le collagéne de type IV et la laminine (8).
L’interaction des AGE avec son récepteur RAGE sur I’endothélium de surface génére un
stress oxydant (134) ainsi qu'une inflammation (135). Enfin, dans 1’étude italienne
INCHIANTI, un taux élevé de CML plasmatique était un facteur de risque indépendant de

mortalité toutes causes confondues et de mortalité cardiovasculaire (136).

Reins et AGE

Les concentrations plasmatiques d’AGE ont été¢ indépendamment associées a 1’altération de la
fonction rénale chez des adultes non diabétiques (137). Il a été montré que des personnes
agées avec un taux élevé d’AGE sériques avaient une fonction rénale diminuée (138). Dans

une large étude en population générale, les personnes &agées ayant un taux d’AGE
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plasmatiques éleve avaient un risque plus élevé de déclin de la fonction rénale sur 6 ans de
suivi (139).

Os et AGE

Le collagene des os est une molécule a longue vie, ce qui le rend particuliérement susceptible
a la modification par les AGE. Des données suggerent que 1’accumulation des AGE dans les
os contribue a la détérioration de leur structure et de leur qualité (140). La concentration des
AGE dans les os augmente avec 1’age et est négativement associée a la densité osseuse et a la
minéralisation (141). L’accumulation des AGE dans le collagéne de la matrice 0sseuse altére
les propriétés mécaniques des os, augmente leur rigidité et leur fragilité (142). Les AGE
sériques sont significativement plus élevés chez les patients atteints d’ostéoporose en
comparaison a des patients indemnes d’ostéoporose (143). Dans 1’étude Health, Aging and
Body Composition, les personnes agées qui présentaient un taux élevé de pentosidine urinaire

étaient a plus haut risque de développer des fractures (144).

Muscles, tendons et AGE

Les personnes agées ont un taux élevé de croisements covalents et de dépot d’AGE dans le
muscle squelettique (145). Chez I’animal, les croisements covalents de collagéne dans les
muscles, les tendons et le cartilage sont associés a une augmentation de la rigidité des
muscles, a une réduction de la fonction musculaire et a I’accumulation des AGE (145,146).
Les AGE et leur récepteur RAGE peuvent aussi jouer un role dans la sarcopénie via
I’activation de I’inflammation et le dysfonctionnement endothélial dans la microcirculation du
muscle squelettique (147). Chez les personnes agées, un taux élevé de CML circulant était
indépendamment associé a une faible force de préhension et a une faible vitesse de marche
(148).
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1.5 Autofluorescence cutanée des AGE

Depuis quelques annees, I'étude des AGE est facilitée par la mesure de l'autofluorescence
(AF) cutanee liée aux propriétés optiques de fluorescence de certains AGE comme la
pentosidine ou le collagéne glyqué. Cette mesure, réalisée avec "I'’AGE READER"™ au niveau
de la peau, a l'avantage d'étre non invasive, rapide et peu colteuse (figure 8), ce qui la rend
utile en pratique clinique (11). L’AF est exprimée en unité arbitraire et représente le ratio
entre la lumiére d’excitation a des longueurs d’ondes comprises entre 300 et 420 nanometres
et la lumiére émise par les AGE a des longueurs d’ondes comprises entre 420 et 600
nanomeétres (18). Par rapport aux AGE circulants qui présentent de fortes fluctuations par
exemple en période post-prandiale, la mesure des AGE tissulaires a I’avantage d’étre plus
stable (149). En effet, les tissus avec un long turnover comme la peau ou les cristallins ont une
forte accumulation des AGE et sont donc utilisables pour la mesure des AGE (150). Les
valeurs de I’AF cutanée des AGE augmentent linéairement avec I'dge jusqu’a 70 ans (36).
Elles sont corrélées aux concentrations de collagéne glyqué, de pentosidine et de CML
mesurées a partir de biopsies cutanées qui constituent le gold standard. La mesure de I’AF a
été validée contre les biopsies cutanées chez des sujets en bonne santé, chez des sujets atteints
de diabéte de type 1, de diabéte de type 2, chez des sujets avec une fonction rénale normale
(11) et des sujets sous hémodialyse (151,152). Chez les personnes atteintes d’un diabete il a
été reporté que I’AF a une variabilité intra-individuelle de 4,2 a 5,0% et une variabilité
saisonniére de 5,9% (11,153,154). Les autres variables importantes pouvant influencer la
valeur d’AF sont le statut tabagique, la couleur de la peau, la fonction rénale et la moyenne
des HbAlc (153).

4 cm’ illumination window Skin of
— subject

Fiber Probe

Figure 8. Fonctionnement de ’AGE READER (155)
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1.6 Objectifs de la these

L’hypothese principale de ce travail est que I’AF cutanée des AGE est un marqueur de la

mémoire métabolique.

Le premier objectif de cette thése était d’analyser la valeur de I’AF cutanée qui refléte
I’accumulation cutanée des AGE en tant que marqueur de mémoire métabolique et
d’identifier les déterminants cliniques et métaboliques du niveau d’AF en population générale

chez les personnes agées de la cohorte des 3-Cites.

Le second objectif de ma these était d’évaluer la valeur pronostique de I’AF cutanée pour les
complications du diabéte et d’analyser 1’évolution de I’AF et ses déterminants sur 4 ans de

suivi chez des patients atteints de diabete de type 1.
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2 PARTIE 2 : METHODES

2.1 Présentation de la cohorte des 3-Cités

La premiere partie de ce travail a été réalisée au sein de 1’échantillon bordelais de la cohorte
des 3-Cités (3C). L’objectif principal de 1’étude 3C était 1’é¢tude du risque de démence
attribuable aux facteurs de risque vasculaires (156). L’étude 3C est menée dans 3 villes
frangaises, Bordeaux, Dijon et Montpellier depuis 1999-2001. A I’inclusion, les participants
étaient agés de 65 ans ou plus et non institutionnalisés. lls ont été sélectionnés par tirage au
sort sur les listes électorales, puis contactés par courrier pour leur proposer de participer a
I’étude. Au total 9294 sujets ont été inclus dont 2104 a Bordeaux.

Apres I’inclusion en 1999-2000, six visites de suivi ont été réalisées : a 2 ans (S1, en 2001-
2002), a 4 ans (S2, en 2003-2004), a 7 ans (S4, en 2006-2008), a 10 ans (S5, en 2009-2011), a
12 ans (S6, en 2011-2012) et a 14 ans (S7, en 2014-2015) (Figure 9).

Le protocole initial a été approuve par le CCPPRB (Comité Consultatif de Protection des
Personnes qui se prétent & une Recherche Biomédicale) du Kremlin-Bicétre et par le CPP
(Comité de Protection des Personnes) Sud-Mediterranée 111 pour le suivi.

Nos analyses porteront sur une sous-étude de la cohorte 3C dans laquelle la mesure des AGE
par AF a été réalisée chez 468 sujets bordelais, lors du suivi a 10 ans (S5) de la cohorte 3C-
Bordeaux a I’aide de ' AGE-READER.

1999-2000 2009-2011
Inclusion 3C  §1 52 54 S5 56 S7
TO T2 T4 17 T10 T12 T14

Donneées generales, bilan neuropsychologique
Examen médical

I I

Mesures cliniques et biologiques Mesures cliniques et biologiques
Diabéte, Glycémie, fonction rénale Diabéte, Glycémie, fonction rénale

Mesures d’AF des AGE (N=468)

Figure 9. Schéma d’étude de la Cohorte des 3-Cités
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2.2 Recueil des données

2.2.1 A Pinclusion

A Bordeaux, le premier entretien, qui comportait un questionnaire général et des tests
cognitifs, était réalisé a domicile. Les participants étaient ensuite invités, s’ils le pouvaient, a
se rendre au centre d’examen (véhicule spécialisé garé dans leur quartier d'habitation) pour les

examens médicaux ultérieurs.

2.2.1.1 Données générales, psychologiques et cognitives

Les données générales ont été recueillies par un questionnaire standardisé, commun aux 3
centres, au cours d’un entretien réalisé par des psychologues et des infirmiéres formées au
préalable. Les caractéristiques socio-démographiques des sujets ont été recueillies (age, sexe,
niveau d’études, revenu, catégorie socio-professionnelle, situation familiale et mode de vie,
expositions professionnelles) ainsi que le type et la fréquence habituelle de consommation de
boissons alcoolisées et de tabac, les principaux antécédents médicaux, notamment cardio-
vasculaires, I'état de santé physique et mentale (symtomatologie dépressive notamment), et la
consommation de médicaments. Un auto-questionnaire recueillant les activités de loisirs et les
caractéristiques liées au sommeil, venait compléter ces informations. Au cours du méme
entretien, les psychologues évaluaient les performances cognitives par une batterie de tests

neuropsychologiques.

2.2.1.2 Mesures et données biologiques

Les mesures suivantes ont été réalisées a l’inclusion : pression artérielle systolique et
diastolique, poids, taille, circonférence du bras, du mollet et du crane. Une banque biologique
(serum, plasma et ADN, conservés a -80°C) a été réalisée chez 1881 sujets bordelais (89,4%
de I’échantillon bordelais total) qui ont accepté le préléevement sanguin. Les mesures de
glycémie, HbAlc, cholestérolémie (cholestérol total, HDL, LDL) et triglycéridémie ainsi que
le génotypage de I’ ApoE ont été centralisés. Un examen échographique des artéres carotides a
été proposé aux participants de moins de 85 ans a I’inclusion. Une imagerie cérébrale était

également proposée a certains participants.
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2.2.2 Auxsuivis

L'entretien médical, I’examen neuropsychologique et I’évaluation de 1’état fonctionnel ont été
réalisés a chaque visite de suivi (Figure 9). Suite a ces évaluations, les sujets cliniquement
suspects de démence étaient vus par un neurologue. A chacun des suivis différents
événements étaient systématiquement recherchés: la démence, les AVC, l’infarctus du
myocarde, I’incapacité, le placement en institution et le déces. De plus, a 10 ans de suivi des
prélevements biologiques ont été réalisés (glycémie, HbAlc, créatinine, cholestérol et

triglycérides) et une mesure d’autofluorescence cutanée a été réalisée.

2.3  Variables d’intérét

2.3.1 Mesure de I’Autofluorescence cutanée

Dans cette étude, parmi les 2104 sujets bordelais a I’inclusion 1214 sujets ont été revus a 10
ans ; parmis eux 625 sujets étaient venus a 1’hopital pour un examen ophtalmologique dans le
cadre de 1’étude Aliénor (Antioxydants Lipides Essentiels Nutrition et Maladies OculaiRes)
au cours duquel la mesure d’AF cutanée a été mise en place et réalisée sur un echantillon de
468 sujets. L’accumulation des AGE a été estimée par la mesure d’AF réalisée a 1’aide de
I’AGE-READER (DiagnOpticsTechnologies B.V., Groningen, Netherlands) et exprimée en
Unité Arbitraire (UA) (11). L’AF exploitée dans les analyses est la moyenne de trois mesures
réalisées au niveau interne de I’avant-bras. Les participants ayant une peau trop foncée
(phototype de Fitzpatrick V et V) n’ont pas pu étre évalués du fait de la pigmentation de leur

peau qui entraine une réflectance inférieure a 10%.

2.3.2 Durée du diabéte et durée de la maladie rénale chronique

A Dinclusion et au suivi nous avons distingué les participants ayant un diabéte (glycémie a
jeun > 7 mmol/L ou prise d’un antidiabétique) de ceux ayant une intolérance au glucose (6,1
mmol/L < glycémie a jeun < 7 mmol/L et pas de prise d’antidiabétique) selon les
recommandations de 1’organisation mondiale de la santé (157). Au cours du suivi, hous avons
considéré le diabéte comme «absent» si les participants n’étaient pas diabétiques a
I’inclusion et a 10 ans de suivi, « récent » si le diabéte était présent uniquement a 10 ans de

suivi et « ancien » si le diabete était présent depuis 1’inclusion.
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Le débit de filtration glomérulaire (DFG) a été estimé par 1’équation The modification of diet
in renal disease study et la maladie rénale chronique a été définie par un DFG < 60
mL/min/1.73 m2 (14). Pour les analyses, la maladie rénale chronique était considérée comme
« absente » si les participants n’avaient pas de maladie rénale a I’inclusion et a 10 ans de
suivi, «récente » si la maladie rénale était présente uniquement a 10 ans de suivi et

« ancienne » si elle était présente depuis 1’inclusion.

2.3.3 Variables d’ajustement

Les autres variables d’ajustement prises en compte dans cette étude ont été évaluées a

I’inclusion et comprenaient :

- L’age;

- Lesexe;

- L’IMC (taille/poids®), variable continue (poids et taille mesurés a I’inclusion) ;

- La présence d’une hypertension artérielle (pression artérielle systolique mesurée a
I’inclusion > 140 mmHg ou pression artérielle diastolique > 90 mmHg ou prise d'un
traitement antihypertenseur), variable binaire ;

- L’hypercholestérolémie (cholestérol total > 6,2 mmol/L ou prise d’un
hypocholestérolémiant), variable binaire ;

- L’hypertriglycéridémie (triglycérides > 1,7 mmol/L), variable binaire ;

- Le tabagisme, variable catégorielle a trois classes (fumeur actuel, ancien fumeur, jamais

fumé).
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2.4 Présentation de la cohorte de patients ayant un diabéte de type 1

La deuxiéme partie de cette thése a été menée au sein d’un échantillon de 240 patients atteints
de diabéte de type 1, 4gés de 18 ans ou plus lors de I’inclusion en 2009. Ils ont été recrutés a
I’hopital Haut-Lévéque (Bordeaux) (158). Aprés I’inclusion un suivi a été réalisé 4 ans plus

tard en 2013. Un consentement éclairé a été signé par tous les patients. (Figure 10)

2009 2013
Inclusions Suivi
| 1 .
| | -
n=240 n=221
Perdus de vue n=13
Décés n=5
—Mesure d’ AF cutanée -Mesure d’AF cutanee

- Creatininémie, Albuminurie
—Caractéristiques générales : ) )
Age, sexe, tabac, taille, IMC, -Nouveaux signes de neuropathie
hypertension, pompe a insuline,
durée du diabéte, HbA1C,
créatininémie, albuminurie

-4 Tests neurclogiques évaluant
les fonctions nerveuses :

* sensitive
= yégétative
» motrice

Figure 10. Schéma d’étude de la cohorte de diabétiques de type 1

2.5 Recueil des données

2.5.1 A Plinclusion

2.5.1.1 Mesure de I’autofluorescence cutanée

A D’inclusion en 2009, tous les participants ont eu une mesure d’AF cutanée. L’accumulation
des AGE a été estimée par la mesure d’AF réalisée a I’aide de I’AGE-READER
(DiagnOpticsTechnologies B.V., Groningen, Netherlands) et exprimée en UA (11). La mesure
de ’AF exploitée dans les analyses est la moyenne de trois mesures réalisées au niveau

interne de I’avant-bras. Les participants ayant une peau trop foncée (phototype de Fitzpatrick
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V et VI) n’ont pas pu étre évalués du fait de la pigmentation de leur peau qui entraine une

réflectance inférieure a 10%.
2.5.1.2 Données genérales et cliniques

Les caractéristiques générales et cliniques ont aussi été recueillies a I’inclusion : &ge, sexe,
tabac, IMC, tension artérielle, utilisation de la pompe a insuline, durée du diabéte, HbAlc,

DFG et prise de médicament du systéme rénine angiotensine.

25.2 A4 ansde suivi

A 4 ans de suivi en 2013, 221 patients ont été revus, et une deuxiéme mesure d’AF a été
réalisée selon les mémes modalités qu’a I’inclusion. Par ailleurs, des marqueurs de la fonction
rénale comme la créatininémie permettant de définir le DFG et I’albuminurie ont aussi été

recueillis.

L’ apparition d’une neuropathie périphérique a été évaluée lors d’un entretien médical ou a
partir du dossier médical ; les critéres de présence d’une neuropathie étaient la présence d’une
douleur neurogeéne et/ou la baisse de sensibilité ou la présence d’une plaie neurogeéne aux

pieds ou la présence d’une ostéoarthropathie neurogene.

De plus, quatre tests neurologiques évaluant les fonctions nerveuses sensitive, végétative et

motrice ont été réalisés :

- La fonction sensitive a été évaluée par le seuil de perception vibratoire a 1’aide d’un

neurothésiomeétre (Arnold Horwell, London, U.K.) sur les deux hallux (159).

- Le questionnaire « Douleur Neuropathique en 4 Questions » est un questionnaire validé avec
un score allant de 0 a 10 permettant d’évaluer le nombre de signes de douleurs neuropathiques
(160).

- La force musculaire a été évaluée par un dynamometre (161).

- La fonction autonome des nerfs a été évaluée par le SUDOSCAN. 11 s’agit d’un outil non
invasif permettant d’évaluer la fonction des glandes sudoripares au niveau des pieds et des

mains par la mesure de la conductance électrochimique cutanée (159,162).
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3 PARTIE 3: RESULTATS

3.1 L’autoluorescence cutanée des AGE : marqueur de mémoire métabolique chez les

personnes agées en population générale (article 1)

3.1.1 Introduction

Le vieillissement est caractérisé par le déclin des fonctions physiologiques associé a un risque
plus ¢élevé de maladies liées a I’age et de déces. Promouvoir un vieillissement en bonne santé
nécessite de prendre en compte les expositions tout au long de la vie. Les AGE s’accumulent
tout au long de la vie et reflétent 1’exposition aux troubles métaboliques au cours du temps.
Les AGE ont été impliqués dans les complications vasculaires du diabéte mais aussi dans
différentes maladies liées a 1I’4ge. Le role important des AGE dans le phénoméne de mémoire

métabolique pourrait faire de I’accumulation des AGE un marqueur de santé a long terme.

La mesure d’AF cutanée qui refléte ’accumulation des AGE pourrait alors étre un marqueur
de santé d’un grand intérét, apportant des informations sur 1’exposition métabolique passée et
indiquant le risque de maladies liées a 1I’dge. Cependant, la mesure d’AF cutanée n’a jamais
été évaluée en population générale &gée et n’a jamais été considérée comme marqueur de la

mémoire métabolique.

Dans cette étude, nous avons mesuré I’AF cutanée des AGE de maniére non invasive. Cette
mesure a permis d’estimer 1’accumulation des AGE au suivi a 10 ans de la cohorte 3C. De
maniére rétrospective nous avons recherché les déterminants du niveau d’AF sur les 10
annees antérieures, avec un intérét particulier pour 1’ancienneté du diabéte et I’ancienneté de

la maladie rénale chronique, deux déterminants importants de I’accumulation des AGE.
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3.1.2 Discussion

Cette étude est la premiére étude longitudinale ayant montré que I’AF cutanée pourrait étre un
marqueur du passé métabolique chez les personnes agées en population générale. L’AF est
significativement plus élevée chez les patients ayant un diabéte et une maladie rénale
ancienne. L’AF est aussi associée a la glycémie, ’HbAlc et au DFG évalués 10 ans
auparavant. Par contre, en analyse transversale, I’AF n’est associée ni a la glycémie ni a
I’Hbalc, mais uniquement au DFG. Les autres variables recueillies a 1’inclusion et associées a
I’AF 10 ans plus tard étaient I'IMC, I’hypertriglycéridémie et le tabagisme. Les résultats de
cette premiere étude montrent que I’AF cutanée apporte des informations sur 1’exposition

métabolique passée.

Le diabéte de type 2 et la maladie rénale chronique sont des maladies insidieuses ; au stade
précoce, elles sont asymptomatiques. Chez les patients nouvellement diagnostiqués, la mesure
d’AF cutanée pourrait étre d’un grand intérét. Pour les cliniciens, cette mesure pourrait
renseigner sur la durée du diabéte et de la maladie rénale et ainsi aider a identifier les patients

les plus a risque de développer des complications.

Certaines limites sont a prendre en compte dans cette étude, par exemple, les personnes agées
ayant une mesure d’AF a 10 ans de suivi sont des survivants, ce qui pourrait constituer une
population particulieére, en bonne santé. De plus, nous disposons d’un échantillon assez réduit.
Néanmoins, nous disposons d’assez de puissance statistique pour détecter des associations

significatives.
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Abstract

Background: Advanced glycation end products are involved in the vascular complications of
diabetes, in chronic kidney disease, and in the aging process.Their accumulation in the elderly people,
as reflected by skin autofluorescence (sAF), may be a marker of metabolic memory. We aimed to
examine the association of sAF with glycemic and renal status 10 years earlier in older persons.
Methods: In retrospective cohort study, 328 elderly community dwellers aged of 75 years
and over had sAF measurement 10 years after their inclusion in the Three-City cohort. Fasting
plasma glucose and serum creatinine were measured at baseline and at 10-year follow-up. In 125
participants, HbA1c was available at these two times. Associations between sAF and the glycemic
and renal status 10 years before were analyzed by multivariate linear regression adjusted for age,
sex, hypertension, body mass index, hypertriglyceridemia, and smoking.

Results: Participants were 82.4 (standard deviation = 4.1) years on average, and their mean
sAF was 2.8 (standard deviation = 0.7) arbitrary units (AU). After adjustment, sAF was higher in
participants with long-standing diabetes (+0.38 AU, p = .01) or chronic kidney disease (+0.29 AU,
p=.02) compared with healthy participants. sAF was related to fasting plasma glucose (+1 mmol/L
associated with +0.08 AU, p=.01) and HbA1c¢ (+1% associated with +0.15 AU, p=.03) 10 years earlier,
but not to the current fasting plasma glucose {(p =.82) and HbA1c (p = .32). sAF was also related to
the distal and current estimated glomerular filtration rates (p = .002 and .004, respectively).
Conclusions: sAF reflects glycemic and renal status 10 years before, supporting its value as a
marker of metabolic memory in the elderly people.

Key Words: Advanced glycation end products—Skin autofluorescence—Metabolic memory—Aging.

Decision Editor: Stephen Kritchevsky, PhD

“Metabolic memory” refers to exposure to a poor metabolic envi- glycation end products (AGEs) are involved in the vascular compli-
ronment (mainly hyperglycemic) in the past, with risk of later vas- cations of diabetes (1), but their serum concentrations are not con-
cular complications despite metabolic improvement (1,2). Advanced stantly high in people with diabetes or vascular diseases (3). AGEs
© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of The Gerontological Society of America. All rights reserved. 1
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formation is a slow irreversible modification of proteins. Hence, they
accumulate mainly in tissues containing long life-time proteins: Half-
life of skin collagen is 15 years (4). There is a growing interest in this
accumulation of AGEs that can be noninvasively assessed in the skin,
based on their fluorescence. Indeed, the skin autofluorescence (sAF)
of AGEs correlates with concentrations of glycated collagen, pento-
sidine, and CML (carboxymethyl-lysine) in skin biopsies (5). AGEs
in the skin are associated with vascular complications of diabetes
(6). This accumulation of AGEs measured by sAF is considered as a
marker of metabolic memory, yet this remains to be demonstrated.
As AGEs accumulate with age (7), their deposit should be especially
detectable in elderly people.

Although other mechanisms like oxidative stress, activation of
protein kinase C, polyols, and hexosamine pathways can contribute
to the metabolic memory of past hyperglycemia, the important role
of AGEs has been emphasized in several studies (1,2). In chronic
kidney disease (CKD), oxidative stress, carbonyl stress, less detoxi-
fication, and reduced renal clearance lead to more accumulation
of AGFEs (8). Genetics may also be linked to the sAF (9). Through
inflammation and tissue damages, long-term deposit of AGEs con-
tributes to the decline of multiple organ systems in the aging pro-
cess (7). However, in the general elderly population, where diabetes
and CKD are common (10), measurements of sAF have rarely been
reported, and it is unknown whether sAF relates to the glucose con-
trol and/or renal function of the previous years, as a marker of long-
term metabolic memory.

The objective of this population-based study was to examine
whether sAF was associated with glycemic status and renal function
10 years earlier in elderly community dwellers from the Three-City

(3C)-Bordeaux cohort.

Methods

Study Population

This study is based on a subsample of the Bordeaux sample of the
3C study, a multicenter cohort of noninstitutionalized participants
greater or equal to 65 years at baseline in Bordeaux (# = 2,104), Dijon
(7 = 4,931), and Montpellier (# = 2,259), France. The aim of 3C was
to estimate the risk of dementia attributable to vascular factors. Details
of the study have been described elsewhere (11). All participants gave
their written informed consent. Data were collected using standardized
questionnaires administered during face-to-face interviews at baseline
and at four follow-up examinations performed at 2,4, 7, and 10 years
after the baseline. The 3C study has been approved by the Consultative
Committee for the Protection of Persons participating in Biomedical
Research of the Kremlin-Ricétre University Hospital (Paris). This study
is based on baseline and 10-year follow-up. At these time points, data
collection included socio-demographic characteristics, measurement
of blood pressure, height, and weight. Rlood samples were drawn for
measurement of glycemia and serum creatinine at both times.

Among 1,214 participants in Bordeaux at 10-year follow-up of
the 3C study, sAF was measured in 468 participants who accepted to
participate to a hospital examination in the frame of the ALIENOR
(Antioxydants, Lipides Essentiels, Nutrition et maladies OculaiRes)
ancillary study of 3C (12). We excluded six outliers participants who
had CKD at baseline (estimated glomerular filtration rate [eGFR]
<60mL/min/1.73 m?) and no CKD 10 years later (¢GFR >60mL/
min/1.73 m? at follow-up): Their first eGFR was presumably under-
estimated due to a transiently altered hydration status. Blood sam-
ple and determination of serum creatinine were available for 427
participants. Among them, 414 individuals had determination of

fasting plasma glucose at baseline (13 were nonfasting). Moreover,
328 participants also had determination of fasting plasma glucose
and serum creatinine at 10-year follow-up. In this sample, HbAlc
measurement was also available for 125 participants.

sAF Measurement

Measurement of sAF has been carried out in 2009-2011 at the
10-year follow-up of 3C at Bordeaux University Hospital. The accu-
mulation of AGEs was estimated with sAF measured by the AGE
Reader (DiagnOpticsTechnologies B.V., Groningen, Netherlands)
and expressed in arbitrary units (AU) (5). Measurement was per-
formed in triplicate at the skin site on the forearm. Participants with
Fitzpatrick skin phototype V and VI were not evaluated due to their
skin pigmentation with ultraviolet reflectance less than 10%.

Diagnosis and Duration of Diabetes

At baseline and at the 10-year follow-up, we distinguished partici-
pants with diabetes {fasting plasma glucose > 7 mmol/L or antidia-
betic medication), impaired fasting plasma glucose (6.1 mmol/L <
fasting plasma glucose < 7 mmol/L and no antidiabetic medication)
and without impaired glucose metabolism (fasting plasma glucose
< 6.1 mmol/L and no antidiabetic medication) according to World
Health Organization criteria (13).

During the follow-up, diabetes was considered as “absent” if par-
ticipants did not have diabetes at baseline and at 10 years, “recent” if
they had diabetes only at 10 year, and “longstanding” if diabetes was
present at both baseline and at 10 years.

Diagnosis and Duration of CKD

eGFR was estimated using the modification of diet in renal disease
study equation, and CKD was defined as a value of eGFR < 60mL/
min/1.73 m? (14).

During the follow-up, CKD was considered as “absent” if par-
ticipants did not have CKD at baseline and at 10-year follow-up,
“recent” if they had CKD only at 10 years, and “longstanding” if it
was present at both baseline and 10 years.

Other Variables

Age, sex, body mass index (body weight/height? [kg/m?]), and other
potential confounding factors were considered at baseline: hyperten-
sion (if 2140/90mm Hg or antihypertensive medication), hypercho-
lesterolemia (if 26.20 mmol/L, or cholesterol-lowering medication),
hypertriglyceridemia (if >1.7 mmol/L), and smoking habits.

Statistical Analysis

We described distribution of sAF according to the characteristics
of the sample (Student’s # test or analysis of variance depending on
number of variable’s classes).

As sAF is a continuous variable, a linear regression model
was used to study the relations of interest with sAF at 10 years as
dependent variable. In addition to age, sex, and smoking, which were
forced in the models, we introduced the other metabolic confound-
ing variables in multivariate models if they were associated with sAF
and diabetes or CKD during follow-up at p < .20. For each analysis,
we performed a first model (Model 1) adjusted on age and sex and a
second model (Model 2), where we added the other metabolic con-
founding variables.

We first analyzed the relationship between duration of diabetes
and CKD as explanatory variables and sAF as dependent variable
in a single model. Absence of diabetes and CKD was considered
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Table 1. sAF at 10-Year Follow-Up According to Characteristics at Baseline and at 10Years (N =328)

Characteristics at Baseline

Characteristics at Year 10

" sAF at Year 10, Mean (SD) P n sAF at Year 10, Mean (SD) P
Age, years .76
75-79 108 2.76 (0.61)
80-84 134 2.82 (0.64)
=85 86 2.78 (0.73)
Sex .01
Women 201 2.71 (0.58)
Men 127 2.89 (0.73)
Diabetes* .003 .007
No 292 2.74(0.63) 262 2.73 (0.63)
Impaired fasting glucose 17 3.03(0.71) 20 2.79 (0.70)
Diabetes 19 3.21(0.80) 46 3.10 (0.71)
Chronic kidney diseaset .07 .01
No 294 2.76 (0.65) 191 2.70 (0.66)
Yes 34 2.98 (0.66) 137 2.89 (0.63)
Hypertension? .08 15
No 86 2.68 (0.66) 56 2.67 (0.61)
Yes 242 2.82 (0.65) 265 2.89 (0.66)
Hypercholesterolemia$ 22 .70
No 136 2.84(0.63) 137 2.80 (0.69)
Yes 192 2.74(0.67) 191 2.77 (0.67)
Body mass index .02 19
<25 131 2.69 (0.59) 154 2.71 (0.58)
25-30 144 2.79 (0.67) 130 2.83 (0.71)
>30 53 2.99 (0.71) 44 2.88 (0.71)
Hypertriglyceridemial .05 42
No 280 2.75 (0.64) 65 2.77 {0.68)
Yes 48 2.95 (0.73) 263 2.84 (0.51)
Smoking .05
Never 212 2.73(0.59)
Former 99 2.85(0.76)
Current 17 3.08 (0.70)

Notes: sAF = skin autofluorescence; SD = standard deviation.

*No diabetes: fasting plasma glucose < 6.1 mmol/L. and no antidiabetic medication. Impaired fasting plasma glucose: 6.1 mmol/L < fasting plasma glucose <

7 mmol/L. Diabetes: fasting plasma glucose = 7 mmol/L or antidiabetic medication.

eGFR < 60 mL/min/1.73 .

#Systolic blood pressure = 140 mm Hg or diastolic blood pressure = 90 mm Hg, or antihypertensive medication.

$Plasma total cholesterol = 6.20 mmol/L or cholesterol-lowering medication.
TPlasma triglycerides = 1.7 mmol/L.

as reference. In a second analysis, we studied the relation between
glycemia and eGFR measured at baseline and at 10 years as con-
tinuous explanatory variables and sAF at 10 years as dependent vari-
able. Finally, the same analysis was conducted for relation between
HbAlc and eGFR measured at both times and sAF. Analysis of these
relationships was performed in separate models at baseline and at
10 years because of strong correlation between variables at these
two times. A sensitivity analysis was realized with variables at base-
line and 10 years in the same model to examine effect of collinearity.

All analyses were performed with SAS Statistical Package release
9.3 (SAS Institute, Cary, NC) and a p-value of less than .05 was

considered significant.

Results

As shown in Table 1, the study sample included 328 participants,
among whom 201 (61.3%) were women. At 10-year follow-up, the
mean age of the sample was 82.4 (standard deviation [SD] = 4.1)
years, and mean sAF was 2.8 (SD = 0.7) AU. Between baseline and

10 years, proportion of participants with diabetes increased from
5.8% to 14.0% and proportion of participants with CKD increased
from 10.4% to 41.2%. There were 19 (5.8%) participants with long-
standing diabetes and 27 (8.2%) with recent diabetes. Concerning
CKD, 34 (10.4%) were longstanding and 103 (31.4%) were recent.
Among participants with hypertension, 66 (27.3%) used drugs of
the renin angiotensin system at baseline and 135 (41.2%) at 10-year
follow-up. Among the 125 participants with HbAlc measurements,
the mean age was 82.1 (SD = 4.2) years and mean sAF was 2.9
(SD = 0.7) AU, similar to the whole population. At 10-year follow-
up, prevalence of diabetes increased from 15.2% to 26.4%, mean
HbA ¢ increased from 5.9% to 6.3%, and mean eGFR has declined
by 10mL/min/1.73 m?2.

sAF and Characteristics at 10 Years and at Baseline,
10Years Before

In univariate analysis, value of sAF was significantly higher accord-
ing to the duration of diabetes or CKD: sAF was 2.7 (SD = 0.6),
3.0 (SD = 0.7), and 3.2 (SD = 0.8; p = .004) for participants
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without, with recent, and with long-standing diabetes, respectively
(Supplementary Table). In the same way, sAF was 2.7 (SD = 0.7),
2.9 (SD = 0.6),and 3.0 (SD = 0.7, p = .03) for participants without
CKD, with recent CKD, and with long-standing CKD, respectively.
sAF values at 10 years were significantly associated with diabetes
at baseline (p = .003) and with borderline significance, with CKD
at baseline (p = .07); they were higher in men (Table 1). sAF also
increased with body mass index and hypertriglyceridemia at baseline
with borderline significance and was higher in people who had ever
smoked (former or current) at baseline. At 10 years, only current
diabetes and CKD were significantly associated with higher sAE sAF
did not differ according to use of drugs of the renin angiotensin sys-
tem. At baseline, mean sAF was 2.79 (SD = 0.65) in users versus 2.75
{(SD = 0.67) in nonusers (p = .61). At 10 years, mean sAF was 2.78
(SD = 2.69) versus 2.79 (SD = 2.67,p = .95).

Duration of Diabetes and CKD and sAF

The relationships between sAF and duration of diabetes and CKD
are shown in Table 2. Only long-standing diabetes (vs no diabetes)
and long-standing CKD (vs no CKD) were significantly associated to
higher sAF at 10-year follow-up. Adjusted for age and sex, sAF was
higher by 0.42 AU (95% confidence interval [95% CI] = 0.12; 0.42)
in long-standing diabetes and by 0.32 AU (95% CI = 0.08; 0.55)
in long-standing CKD. These associations remained significant after
adjustment for other confounding variables. Nonsignificant interme-
diate values were found for recent diabetes and CKD.

sAF and Glycemia, HbA1c and eGFR at 10 Years and

at Baseline 10Years Before

As shown in Table 3, sAF was associated to the eGFR, but not to
the glycemia at 10 years, whereas it was related to both parameters
10 years before: a glycemia higher of 1 mmol/L at baseline was sig-
nificantly associated to higher sAF of 0.08 AU and an eGFR higher
of 10mL/min/1.73 m? lower sAF of 0.07 AU at 10 years. In the sensi-
tivity analysis, we introduced in the same model variables at baseline

and at 10-year follow-up. For glycemia, the same results was found,

Table 2. Multivariate Association® Between Diabetes and CKD Dur-
ing Follow-Up and sAF at 10Years

Model, N = 328

B 95% CI P
Diabetes during follow-up® .04
None — — —
Recent 0.12 (-0.14; 0.39) .36
Longstanding 0.38 (0.08; 0.69) .01
CKD during follow-upt .02
None — — —
Recent 0.15 (0.00; 0.31) .06
Longstanding 0.29 (0.05; 0.52) .02

Notes: CKD = chronic kidney disease; sAF = skin autofluorescence.

*Estimated using a single linear regression model for diabetes and CKD,
with absence of diabetes and CKD as classes of reference and adjusted for
age at baseline, sex, hypertension, body mass index, hypertriglyceridemia,
and smoking at baseline.

t“None”: participants did not have the disease at baseline and at 10-year
follow-up. “Recent”: participants had the disease only at 10-year follow-up.
“Longstanding”: participants had the disease at both baseline and 10-year
follow-up.

but for eGFR, results lost significance, probably because of loss of
power due to strong collinearity between variables at baseline and
at 10 years. This association between sAF and glycemia at baseline
was not significant in the patients without diabetes 10 years before
(p = .46, 1 = 309), whereas the association between sAF and eGFR
10 years before was still significant, when limited to participants
without CKD 10 years before (8 = -0.007,p = .02, = 294). At base-
line, in the 125 participants with HbAlc measurements, the same
association as with glycemia and e GFR was observed. Higher Hb1Ac
of 1% and a lower eGFR of 10mL/min/1.73 m? 10 years ago were
respectively associated with an increase of 0.15 AU (95% CI = 0.02,
0.28) and 0.10 AU (95% CI = 0.01, 0.16) of sAE. However, current
Hb1Ac and eGFR were not significantly associated to sAF (Table 3).

Discussion

AGEs have been suspected to play a role in the aging process for
a long time (7), but this work is the first longitudinal study argu-
ing for sAF of AGEs as a marker of metabolic memory in elderly
participants from the general population. We found higher sAF in
participants with long-standing diabetes and CKD, persisting after
adjustment on age, sex, body mass index, hypertension, hypertriglyc-
eridemia, and smoking. sAF was positively associated with 10 years
earlier glycemia or HbAlc and negatively with 10 years earlier
eGFR, and persisting after adjustment for other risk factors, whereas
in the cross-sectional analysis, sAF was associated only with eGFR
and not with current glycemia or HbAlc.

In the nondiabetic population, information on relationship
between sAF and glycemia or HbAlc is scanty. Cross-sectional
studies within patients with schizophrenia (15) or central obesity
(16) found no association of sAF with the simultaneous glycemia,
in accordance with our results. However, significantly higher sAF
was repeatedly mentioned in both types of diabetes compared with
healthy controls. Most of these studies highlighted an increase of sAF
with increasing (self-reported) duration of type 1 diabetes (5,17-21).
Type 2 diabetes is the most prevalent, as prevailing in our aged popu-
lation, but its duration is not easy to appreciate because it is insidi-
ous. The relation between sAF and diabetes duration was significant
in the pioneer work from Meerwaldt and colleagues (5,22), but more
recent studies did not confirm this finding (21,23,24). Our study
shows that sAF is higher in longstanding, than in recent diabetes.

The relation between sAF and distal—but not recent—fasting
plasma glucose also argues for its value as a marker of metabolic
memory. Only two studies, limited to patients with diabetes, have
analyzed the cross-sectional relation between sAF and glycemia:
In line with our finding, they did not find a significant association
(18,25). Most of the studies that attempted to relate sAF to simulta-
neously determined HbAlc did not find any association, both in type
1(17,20,21) and type 2 diabetes (5,26). This relation was detected
in some reports (19): HbA lc reflects the long-term glucose control
in stable patients. In the few studies where long-term HbAlc (means
of HbAlc of the previous years) were registered, significant relations
with sAF were reported (5,17-20). One prospective study has found
a weak association between sAF and HbAlc over a short term of
diabetes duration and follow-up (24): sAF poorly reflects short-term
glycemic control. All these studies were performed in patients with
diabetes, and this report is the first to relate sAF to plasma glucose
and HbAlc 10 years before in a mixed population.

Renal function is also involved in accumulation of AGEs. To our
knowledge, there was previously no information about the relation
between sAF and eGFR in the general population. Few case-control
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Table 3. Multivariate Association* Between Glycemia, HbA1c, and eGFR as Continuous Variables at Baseline and 10 Years, and sAF at 10

Years
Models Sample With Fasting Glycemia Sample With HbAlc
B 95% CI P Models B 95% CI P
At baselinef N=1328 N=125
Glycemia 0.081 {0.016; 0.145) .01 HbAlc 0.149 {0.019; 0.280) .03
eGFR -0.007 (-0.012; -0.003) .002 eGFR -0.008 {-0.016; -0.000) .04
At 10-year follow-up# N=319 N=121
Glycemia 0.009 {-0.067; 0.085) .82 HbAlc 0.083 {(-0.082; 0.248) 32
eGFR -0.008 {-0.013; -0.002) .004 eGFR -0.008 (-0.017; 0.002) 11

Notes: eGFR = estimated glomerular filtration rate; sAF = skin autofluorescence.

*Estimated using a separate linear regression model for measures at baseline and 10 years. § coefficients are expressed for 1 unit increase of glycemia

{(mmol/L), HbA1lc (%), and eGFR (mL/min/1.73 m?).

tAdjusted for age, sex, hypertension, body mass index in continuous, hypertriglyceridemia and smoking at baseline.

*Adjusted for age, sex, hypertension, body mass index in continuous, hypertriglyceridemia at 10 years and smoking at baseline.

studies reported higher sAF in patients with CKD versus patients
without CKD (19,27). In patients with both type of diabetes, pres-
ence of CKD was also associated to higher sAF (21). Some stud-
ies reported a significant increase of sAF as the severity of CKD
increases (19,21,28) and with more prolonged CKD (27).

All studies that had looked at the relation between sAF with the
concomitant eGFR found a negative association (19,20,26,28,29) as
we did. This contrast with the absence of relation with the simultaneous
fasting plasma glucose suggests a more rapid accumulation of AGEs
in CKD than in diabetes. However, these cross-sectional associations
do not indicate a causal relation. As time is needed to reach irrevers-
ible forms of AGEs, this association could already reflect renal damage
due to AGEs accumulation, especially in a population of elderly people
(7). Our report is the first to relate a negative association between sAF
and eGFR 10 years before in general population of elderly people, also
arguing for its value as a marker of metabolic memory.

Type 2 diabetes and CKD are insidious diseases; their early stages
are often asymptomatic. In newly diagnosed patients,clinicians should
be interested by markers of their duration to identify individuals most
at risk of developing complications. By reflecting the past metabolic
background, sAF could fulfill this need. Interestingly, we also found
that sAF was associated to other risk factors present 10 years ear-
lier (body mass index, hypertriglyceridemia, and smoking). It can also
be noted that a high prevalence of hypertension in our population,
involving high rate of angiotensin receptor blockers or angiotensin-
converting enzyme use. These treatments are potentially associated
with reduced AGEs formation (29) and have been taken into account
in the definition of hypertension. Despite this adjustment, association
between sAF and long-term glycemic and renal status persisted.

Our study has some limitations. First, sAF does not only
reflect AGEs: Fluorescence of non-AGEs tissue components could
be detected, whereas nonfluorescent AGEs were not measured.
However, validation studies have shown a good correlation between
sAF level and fluorescent and nonfluorescent AGEs directly ana-
lyzed in skin biopsies (5,6,30). Secondly, elderly individuals with
sAF measured at 10 years of follow-up were survivors, which could
constitute a particular, healthier, population. Then, in our sample,
diabetes has low frequency and we had only one measurement of
glycemia 10 years earlier. Finally, eGFR was presumably underesti-
mated by the modification of diet in renal disease equation, but we
did not use the new EPI-CKD formula because our serum creatinine
measurements were not IDMS-traceable (30). All these limitations
were expected to reduce the observed relations between sAF and the

glycemic and renal status: The value of sAF for dating might in fact
be even better if used in more caricatural situations such as com-
plicated diabetes or severe CKD. As recently reported in the elderly
people, risks of complications are significantly higher when diabe-
tes is present for more than 10 years (31). This noninvasive method
helps to distinguish diabetes older than 10 year and could therefore
be of have a great clinical interest.

Supplementary material

Supplementary material can be found at: http://biomedgerontology.
oxfordjournals.org/
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3.2 Autofluorescence cutanée et neuropathie périphérique 4 ans plus tard chez des

patients atteint d’un diabete de type 1 (Article 2)

3.2.1 Introduction

La neuropathie diabétique est une complication qui affecte environ 50% des patients
diabétiques (163). 1l s’agit d’une atteinte neurologique périphérique, longueur dépendante, qui
débute au niveau des membres inférieurs. Les symptomes de la neuropathie sont les douleurs
neuropathiques, la réduction de la sensibilité et des réflexes au niveau des membres inférieurs
(164,165). La neuropathie périphérique implique différentes fonctions nerveuses (164) ; c’est
pourquoi dans cette étude nous avons évalué la sensibilité, la douleur et les fonctions motrices

et autonomes.

L’accumulation des AGE a été observée sur les nerfs périphériques et jouent un role
important dans les dommages axonaux et dans 1’apoptose neuronale (166).

La mesure d’AF cutanée permet de maniére simple et non-invasive d’évaluer 1’accumulation
des AGE. Cependant, il reste a établir s’il y a une relation entre la mesure d’AF et la
neuropathie périphérique. Cette mesure pourrait permettre, chez les patients avec une AF
¢levée, d’étre plus attentif a la recherche de signes de neuropathie et donc aider au diagnostic

précoce.

Dans cet article, notre objectif était d’analyser la relation entre I’AF cutanée et la présence de
la neuropathie périphérique 4 ans plus tard chez des patients atteints de diabéte de type 1.
Nous avons aussi analysé la relation entre I’AF cutanée et le résultat 4 ans plus tard de quatre
tests neurologiques qui évaluent la douleur, la sensibilité et les fonctions motrices et

autonomes.
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3.2.2 Discussion

Chez nos patients atteints d’un diabéte de type 1, une AF élevée était associée a un risque plus
élevé de présenter une neuropathie péeriphérique 4 ans plus tard. Lorsque 1’on s’intéresse a la
relation entre I’AF et les tests neurologiques, le quartile le plus élevé de I’ AF était associé au
seuil de perception vibratoire, au score DN4, a la force musculaire et a la conductance
électrochimique de la sueur au niveau des pieds. A notre connaissance, il s’agit de la premicre
étude ayant analysé la relation entre I’AF et cette combinaison de tests neurologiques destinés

a évaluer la neuropathie périphérigue en clinique.

Dans cette étude, certaines limites sont a prendre en compte. La neuropathiec n’a pas été
évaluée systématiquement a I’inclusion, les sujets atteints de neuropathie périphérique ne sont
pas forcement des cas incidents. Par ailleurs, une causalité inverse est peu probable car
I’accumulation des AGE a été observée sur les nerfs périphériques et joue un réle important

dans les dommages axonaux et 1’apoptose neuronale (166).

En conclusion, la mesure simple et non invasive d’AF chez les patients atteints de diabéte de
type 1 pourrait étre une mesure utile pour la détection précoce de la neuropathie. En effet, la
neuropathie périphérique étant une complication irréversible, la détection au stade

infraclinique pourrait étre d’une grande utilité.
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Abstract

Objective Advanced glycation end products (AGEs) are involved in diabetes
complications. We aimed to investigate whether the accumulation of AGEs
measured by skin autofluorescence (sAF) was associated with signs of diabetic
peripheral neuropathy and to sensitivity, pain, motor and autonomic function
4 years later in patients with type 1 diabetes.

Methods Atbaseline, 188 patients (age 51 years, diabetes duration 22 years)
underwent skin autofluorescence measurement using the AGE Reader. Four
years later, signs of diabetic peripheral neuropathy were defined as the
presence of neuropathic pain and/or feet sensory loss or foot ulceration. Neu-
rological tests were systematically performed: vibration perception threshold
by neuroesthesiometry, neuropathic pain by the Douleur Neuropathique en 4
Questions score, muscle strength by dynamometry and electrochemical skin
conductance. Multivariate analyses were adjusted by age, sex, height, body
mass index, tobacco, HbA;., diabetes duration, estimated glomerular filtration
rate and albumin excretion rate.

Results At the 4-year follow-up, 13.8% of patients had signs of diabetic
peripheral neuropathy. The baseline sAF was higher in those with signs of
diabetic peripheral neuropathy (2.5 +0.7 vs 2.1 = 0.5 arbitrary units (AU),
p <0.0005). In the multivariate analysis, a 1 SD higher skin autofluorescence
at baseline was associated with an increased risk of signs of neuropathy
(OR =2.68, p =0.01). All of the neurological tests were significantly altered
in the highest quartile of the baseline sAF (>2.4 AU) compared with the lowest
quartiles after multivariate adjustment.

Conclusion This non-invasive measurement of skin autofluorescence may
have a value for diabetic peripheral neuropathy in type 1 diabetes and a poten-
tial clinical utility for detection of diabetic peripheral neuropathy. Copyright ©
2016 John Wiley & Sons, Ltd.

Introduction

Diabetic peripheral neuropathy (DPN) affects approximately 50% of diabetic
patients [1]. DPN occurs insidiously with a length-dependent pattern and
starts distally, with symptoms such as neuropathic pain, foot reduced sensitiv-
ity and reflex [2,3]. Advanced glycation end products (AGE) play an important
role in the pathophysiology of diabetic complications. Exposure to chronic
hyperglycemia and oxidative stress leads to the formation of AGE; their



accumulation contributes to ‘metabolic memory’, to the
functional modification of tissues and cells [4,5] and to
the development of DPN [6]. In the Diabetes Control
and Complications Trial study on type 1 diabetes, the
AGE concentrations were higher in the skin biopsies of pa-
tients with neuropathy [7].

The accumulation of AGE in the skin can be assessed
non-invasively based on the fluorescence of some AGE,
such as pentosidine [8]. We recently showed that the skin
autofluorescence (sAF) of AGE reflects the glycemic expo-
sure of the preceding 10 years and, thus, could be a
marker of metabolic memory in elderly subjects [9]. How-
ever, the relationship between the sAF and later DPN has
not been explored in type 1 diabetes. We hypothesized
that non-invasive measurement of AGE by sAF could have
a value for the occurrence of signs and symptoms of
neuropathy.

Thus, we aimed to analyse the relationship between
sAF and signs of DPN 4 years later in patients with type
1 diabetes. We also analysed the association of sAF with
four neurological tests that assessed pain, sensitivity, mo-
tor and autonomic function 4 years later.

K. Rajaobelina et al.

Methods
Study population (Flow chart: Figure 1)

The study was conducted in a sample of adults with type 1
diabetes (n=240) who were followed at the Nutrition-
Diabetology unit of the University Hospital Haut-Levéque
(Bordeaux, France) [10]. At baseline in 2009, 240
patients with type 1 diabetes and 18 years and older were
recruited. The sAF was measured, and the general and
clinical characteristics were recorded. At follow-up, 4 years
after the baseline examination, signs of DPN were re-
corded, and four neurological tests that assessed each do-
main of nerve function involved in DPN were conducted.
Among the 240 patients who were included at baseline,
221 patients were seen 4 years later in 2013, 13 were lost
to follow-up and 6 died. After the exclusion of 15 partici-
pants who were not screened for DPN and 18 participants
who had missing data for anthropometric measurement
and tobacco consumption, 188 participants were available
for the analysis of the association between sAF and signs
of DPN 4 years later. For the analysis of the association

Measurement of sAF

Participants recruited at Haut
Lévéque hospital in 2009, n=240

N §

Lost to follow-np (n=13)

Died (n=6)
y
Seen at hospital in 2013, n=221
Examination of signs of DPN
Missing data:
not screened for DPN (n=15)
r
Analysis sample for association of
sAF with neuropathy,
Missing data for tests o
(@=65): B Missitng et for
VPT (@=33) ESC (n=88)
r A
Analysis sample for the Analysis sample for the
association of sAF with association of sAF with
VPT, DN4, muscle strength ESC

Figure 1. Flow diagram of the patient’s participation
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of sAF with neurological test results, 132 participants had
evaluations with respect to vibration perception threshold
(VPT), neuropathic pain and muscle strength, and 100
participants had measurements taken of their electro-
chemical skin conductance (ESC).

At baseline, the data collected included the age, gender,
smoking, height, weight and body mass index (BMI, body
weight/height? [kg/m?]), hypertension, use of an insulin
pump, duration of diabetes (years), HbA, ., estimated glo-
merular filtration rate (eGFR, estimated with the CKD-EPI
formula) and urinary albumin excretion rate (AER).

Standard protocol approvals,
registrations and patient consents

Written informed obtained for all

participants.

consent was

Skin autofluorescence measurement

The accumulation of AGE in skin was measured at base-
line by the AGE reader (DiagnOptics BV, Groningen, the
Netherlands) and expressed in arbitrary units (AU) [8].
The measurement was performed at a normal skin site
without scars, lichenification or other abnormalities. The
Fitzpatrick phototypes V and VI were not evaluated be-
cause of their skin pigmentation, which had ultraviolet re-
flectance of <10% [11].

Assessment of neuropathy

At the 4-year follow-up examination, signs of DPN were
defined by the occurrence of neuropathic pain and/or feet
sensory loss, foot wulceration or neuropathic
osteoarthropathy (in one case) [12].

Neurological tests

The VPT for the assessment of sensitive function in pe-
ripheral neuropathy was measured by neurothesiometry
(Arnold Horwell, London, U.K.) at the two halluces. The
neuroethesiometer was applied with a progressive
increase in voltage until the patient perceived the vibra-
tion. The VPT was expressed in volts (V) and calculated
as the mean of the right and left halluces [13].

The ‘Douleur Neuropathique en 4 Questions’ (DN4) is a
validated screening questionnaire for neuropathic pain
with a score between 0 and 10 that indicates the number
of signs of painful neuropathy [14]. The DN4 evaluates
seven items that are assessed by interview and three items
that are assessed by physical examination. Each item is

scored as 1 if a positive response is given and 0 if a negative
response is given. The interview consisted of questions
about the pain characteristics (burning, painful, cold, elec-
tric shocks, tingling, pins and needles sensation, numbness
and itchiness).The physical examination tested sensitivity
to touch, pinprick and brush. For the present study, we
considered a score of >1 to be clinically significant.

Muscular strength was assessed by dynamometry. We
performed three consecutive measurements of the hand-
grip strength in the dominant hand with a calibrated dy-
namometer (Takei Scientific Instruments, Tokyo, Japan).
The mean of the three values was recorded [15].

The autonomic nerve function was assessed by
Sudoscan, which is a non-invasive test that is designed
to evaluate sweat gland function based on ESC. The ESC
is generated by a direct current stimulus (<4 V) applied
to the electrodes and sodium chloride of sweat. The ESC
is expressed in microSiemens (uS) and is the ratio of the
current generated in proportion to the chloride involved
in electrochemical reaction with electrodes and the direct
current stimulus [13,16]. For the current study, we used
the mean ESC of the feet.

Statistical analysis

In the univariate analysis, participants with and without
signs of neuropathy were compared according to their
characteristics at baseline and their results in the neuro-
logical tests; Student test was used for continuous vari-
ables, and the y2 test or Fisher test was used for the
categorical variables. The VPT was log-transformed be-
cause the distribution was skewed. To analyse the associa-
tion between the sAF and DPN at 4 years, we considered
the sAF to be a continuous variable. However, for neuro-
logical tests, the relation between the sAF and all of the
neurological tests except for the muscle strength was not
linear. Thus, we categorized the sAF into quartiles:
SAF<1.75 AU, 1.75<sAF<2.00, 2.00 <sAF<2.40 and
SAF > 2.40. The results of the neurological test were com-
pared according to the sAF quartiles. First, we used a
global test of ANOVA to compare the quantitative results
of the neurological tests and a Fisher test for the percent-
age of subjects with a score of >1 for the DN4 question-
naire. Then, to compare the highest quartile (sAF > 2.40)
to the three others, a Student test and y2 test were used.
In the multivariate analysis, the baseline characteristics
that were associated with both the presence of signs of
neuropathy at follow-up and with sAF at p < 0.25 were in-
troduced into the models; the HbA, . was forced. For each
analysis, we performed a first model (Model 1) that in-
cluded the sAF, age and sex. In a second model (Model
2), the height, BMIL, smoking status, hypertension, HbA, .
and diabetes duration were added. Finally, in a third



model (Model 3), the eGFR and AER were added. Logistic
regression models were used to determine the association
between the sAF and signs of DPN; the sAF was trans-
formed into the Z-score, and the odds ratios were
expressed as +1 SD change in the sAF. For the association
between sAF and the results of neurological tests, the
highest sAF quartile was compared with the three other
quartiles. Logistic regression models were used for the
analysis of the DN4 score (dichotomous variable, DN4
score >1). Linear regression models were used for the
three other neurological tests (continuous variables). For
the analysis of the relationship of sAF with muscular
strength, an interaction term between sAF and sex was in-
troduced in the model; if it was significant the analysis
was realized separately in men and women.

All analyses were performed with SAS Statistical Pack-
age release 9.3 (SAS Institute, Cary, NC) and a p-value
of less than 0.05 was considered significant.

Results

Baseline characteristics and neuropathy
at the 4-year follow-up

The study sample included 188 patients; 43.1% were
women with an average age of 51.4 (SD=15.8) years,
and the mean diabetes duration was 22.2 (SD=13.3)
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years. Four years after the measurement of sAF, 26
(13.8%) patients had signs of DPN; compared with pa-
tients without DPN, these patients were older, had longer
diabetes duration, more hypertension, lower eGFR, higher
AER and higher sAF at baseline (Table 1).

In the multivariate analysis, the association between
zAF and DPN is still significant, with an increase in the
odds ratio that is related to the Z-score sAF even after ad-
justment for vascular risk factors in model 2 and renal
function in the model 3. In the fully adjusted model, the
SAF, age, height, BMI, diabetes duration and HbA,. were
independently associated with DPN. Each SD change in
sAF was associated with a 2.68 greater likelihood of hav-
ing a sign of DPN at the 4-year follow-up (Table 2).

Neurological tests at the 4-year
follow-up

The majority of neurological tests displayed a normal
value of the function that was measured: in the sample
of 132 patients, the mean VPT was 11.3 (SD=10.2) V,
38.6% had a DN4 score >1, the mean muscle strength
was 31.2 (SD=12.2) kg and the mean feet ESC was
74.0 (SD =12.6) uS in the sample of 100 patients.
Compared with the other patients, the patients with
signs of neuropathy had higher VPT (25.9 vs 9.6 V,
p<0.0001 after log transformation), lower muscle

Table 1. Characteristics at baseline according to presence of peripheral neuropathy 4 years later {n = 188)

Neuropathy at 4-year follow-up

Yes n =26 No h =162 P2

General characteristics
Age, years, mean (5D} 61.6 (13.6) 496 (15.5) <0.0001
Women, n (%) 7 {(26.9) 74 {45.7) 0.07
SAF, arbitrary units, mean (5D} 25{0.7) 2.1 {0.5) 0.0005
Height, cm, mean {SD} 171.1 (8.9} 168.9 (8.7) 0.24
BMI, mean {SD) 27.2{(6.0) 23.7(3.7) 0.05
Smoker, n (%) 0.22

No 17 {65.4) 124 {76.5)

Yes 9 (34.6) 38 {(23.5)
Diabetes
Duration, years, mean (sD)° 32.2 {15.5) 20.8(12.3) <0.0001
HbA, ., %, mean {(SD} 7.8{(1.5) 7.6(0.9) 0.51
HbA,., mmol/mol, mean {SD} 62 (16.4) 60 (9.8) 0.51
Insulin pump, n {%) © 4{(15.4) 36(22.2) 0.60
Arterial hypertension, n (%)% 18 {69.2) 65 (40.4) 0.006
Renal function
AER, mg/24 h, mean {SD)® 136.1 (384.6) 35.5{133.0) 0.01
eGFR, mL/min/1.73 m?, mean (SD)f 73.0 (24.6) 89.8 (23.2) 0.001

Abbreviations: AER, albumin excretion rate; BMI, body mass index; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbA;., glycosylated

haemoglobin; sAF, skin autofluorescence.

aStudent and Chi square tests were used except where noted.
bTen missing data.

‘Fisher test was used.

4One missing data.

Six missing data.

fNine missing data; eGFR was estimated by the CKD-EPI (Chronic Kidney Disease EPIdemiology collaboration) formula.



Skin Autofluorescence and Neuropathy

Table 2. Multivariate association between z-score sAF at baseline and DPN at 4-year follow-up

Model 1 n =188

Model 2 n =177 Model 3 n =185

OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p OR (IC 95%) p
z-score sAF 1.86 {1.18-2.92) 0.007 2.21 {(1.17-4.19) 0.01 2.68 {1.27-5.66) 0.01
Age 1.05 {1.02-1.09) 0.006 1.05 {(1.01-1.10) 0.03 1.08 {(1.01-1.15) 0.02
Sex 0.35 (0.12-0.99) 0.05 1.91 (0.37-10.01) 0.44 1.52 (0.26-9.07) 0.65
Height 1.10 {1.01-1.20) 0.02 1.10 {1.01-1.21) 0.03
BMI 1.22 {1.06-1.39) 0.004 1.25 {(1.07-1.47) 0.006
Smoker 1.64 {0.58-4.68) 0.35 2.79 (0.89-8.77) 0.08
Hypertension 1.37 (0.42-4.47) 0.60 0.82 (0.20-3.30) 0.78
HbA, 1.58 (0.98-2.56) 0.06 1.94 {1.12-3.36) 0.02
Diabetes duration 1.06 {(1.01-1.12) 0.02 1.08 {1.02-1.14) 0.01
eGFR 0.99 (0.96-1.03) 0.71
AER 1.00 {1.00-1.00) 0.56

Abbreviations: AER, albumin excretion rate; BMI, body mass index; eGFR, estimated glomerular filtration rate; HbA,., glycosylated

haemoglobinAlc; sAF, skin autofluorescence.
Odds ratios are expressed as per SD change of sAF.

strength (24.8 vs 32.0 kg, p =0.04) and lower feet ESC
(61.5 vs 75.4 uS, p < 0.001) (Table 3). These patients also
tended to have a score of >1 on the DN4 questionnaire
(57.1 vs 36.4%, p=0.13) but the difference was not
significant.

sAF and neurological tests

The performances on the four tests according to the quar-
tiles of sAF at the baseline are shown in Table 4.

Compared with the other quartiles, the performances
were significantly worse in the highest quartile for all of
the tests. Between the lower and the highest quartile of
sAF, there was an increase of approximately 10 V of VPT,
an increase of 25% in individuals with a DN4 score of
>1, a loss of 10 kg in hand strength and a decrease of
10 uS in the feet ESC.

After multivariate adjustment, the highest quartile of
sAF was associated with poorer neurological test perfor-
mances in three out of the four tests. A sAF of >2.4 was
associated with a higher VPT (logarithm f=0.36, 95%

Table 3. Neurological tests and diabetic peripheral neuropathy at 4-year follow-up

Diabetic peripheral neuropathy

Neurological tests Sample size All
Yesn =14 Non=118 p?
VPT {V}, mean {SD) 132 11.3 (10.2) 25.9 (10.5) 9.6 (0.8} <0.0001
DN4 score =1, n (%) 132 51 {38.6) 8 {57.1) 43 (36.4) 0.13
Muscle strength {kg), mean {SD} 132 31.2(12.2) 24.8 (10.4) 32.0(12.2) 0.04
n=10 n=290¢
Feet ESC {pS), mean (SD) 100 74.0{12.6) 61.5 (15.4) 75.4 {11.5) 0.001

Abbreviations: DN4, Douleur neuropathique en 4 questions; ESC, electrochimical skin conductance; VPT, vibration perception threshold.
#Student test was performed for continuous variables with log transformation for VPT and Fisher test for the categorical variable.

Table 4. Neurological tests at 4-year follow-up according to baseline quartiles of sAF

Quartiles of sAF VPT {V}, mean {5D)

DN4 score =1, n {%)

Muscle strength {kg), mean (SD)  Feet ESC {(uS), mean (5D}

n=132 n=132 n=132 n =100
<1.75 8.2 (8.0) 11 (33.3) 36.0 (13.3) 75.2 (10.9)
11.75-2.00] 7.6(6.2) 14 (37.8) 32.8 (11.9) 72.7 (12.4)
]2.00-2.40] 11.1 (9.5) 7 (23.3) 30.1 (11.1) 80.7 (6.1)
>2.40 19.0(12.7) 19 (59.4) 25.6 (10.3) 68.1 (15.9)
P values
Global? <0.0001 0.03 <0.0001 0.006
Highest versus the others® 0.0001 0.006 0.002 0.03

Abbreviations: DN4, Douleur neuropathique en 4 questions; ESC, electrochimical skin conductance; VPT, vibration perception threshold.
SANOVA was performed for continuous variables with log transformation for VPT and Fisher test for DN4 score (categorical variable).
bStudent test was performed for continuous variables with log transformation for VPT and y2 test for DN4 score.



IC =0.06 to 0.65, p = 0.02), a greater likelihood of a DN4
score of >1 (OR=4.21, 95% IC 1.40 to 12.71, p=0.01)
and a lower feet ESC (8= —8.75, 95% IC=-15.22 to
—2.29, p =0.01). For the muscle strength, an interaction
between the sAF and sex was found (p < 0.0001), and
the association was significant in women with a lower
muscle strength of —4.75 kg (95% IC = —0.79 to —8.71,
p=0.01, n=53) but not in men (f=-1.0, 95%
IC=-5.38 t0 3.38, p =0.65, n = 64).

Discussion

The deposit of AGE in the peripheral nerves of patients
with diabetes is a well-known mechanism for neural le-
sions [6]. The development of sAF provides a simple,
quick, non-invasive mode of measurement but it remains
to be established whether this measurement can help in
the early diagnosis of DPN. In our patients with type 1 di-
abetes, a high sAF was associated with a higher risk of
signs of neuropathy 4 years later, and the highest quartile
of sAF was associated with the worst neurological test re-
sults (VPT, DN4 score, muscle strength and feet ESC)
4 years later.

Cross-sectional studies have already reported a relation
between the sAF and microangiopathic complications
such as retinopathy and nephropathy in type 1 diabetes
[10] as well as a relation with neuropathy defined by
the presence of two or more signs or symptoms [17]. This
relation was also found using another device that mea-
sures skin intrinsic fluorescence [18,19]. In the pioneer
work of Meerwaldt et al., including 13 patients with type
1 diabetes and 34 with type 2 diabetes, the relation be-
tween sAF and nerve conduction velocities was present
even without the clinical manifestations of neuropathy,
which suggests that altered sAF could precede them
[20]. However, longitudinal studies provide stronger ar-
guments for a causal relationship between sAF, as a
marker of AGE accumulation and metabolic memory,
and DPN, where high levels of tissue [21] or circulating
[22] AGE are reported. To our knowledge, only one longi-
tudinal study has been published, which involved 881 pa-
tients with type 2 diabetes, 7.5% of whom developed DPN
as defined by diminished sensibility with 5.07/10 g mono-
filament during the three years following their sAF mea-
surement [23]; the relation between sAF and the later
development of neuropathy was significant after adjust-
ment to the diabetes duration in this cohort, which is in
accord with our results on type 1 diabetes. Furthermore,
because DPN has heterogeneous manifestations that in-
volve different nervous functions [2], we systematically
assessed the sensitivity, pain, motor and autonomic func-
tion. To our knowledge, there is no evaluation of the link
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between sAF and results from this combination of neuro-
logical tests.

In DPN, large myelinated fibre lesions contribute to the
loss of foot sensitivity [2]. The loss of foot sensitivity can
be measured by VPT which predicts foot ulceration
[24,25]. For this measurement, the neurothesiometer
has the advantage of providing a quantitative value to es-
timate the large nerve lesion severity. Consistent with our
findings, cross-sectional studies found a relationship be-
tween the long-term glycemic control, reflected by the
mean HbA;. over more than 9 years, and the VPT or large
fibre conduction [26]. Additionally, correlations were re-
ported between the skin intrinsic fluorescence or the sAF
and VPT [18-20]. In the present study, a difference of
10 V was found between the lowest and highest sAF quar-
tiles, and the mean VPT was low (approximately 11 V)
4 years after the measurement of sAF, which corresponds
to a moderately impaired VPT [24,25]. Despite this
moderately high VPT value, the highest sAF quartile was
independently associated with increased VPT. High sAF
has already been reported in patients with foot ulcers,
the main morbidity of DPN [27,28]. Our results show that
even before reaching a VPT that reflects a severe lesion of
a large nerve fibre or a high risk of foot ulcer, sAF reflects
the worsening of large fibre function.

Pain can be among the first symptoms of DPN involving
the intra-epidermal nerve fibre, unmyelinated fibre and
small fibre function [2]. An experimental study showed that
some AGE (Methylglyoxal) are implicated in the mecha-
nism of hyperalgesia by increasing the electrical excitability
of sensory neurons and slowing the nerve conduction[29].
The current study strengthens this result by suggesting that
even before reaching the score threshold of >4 for the diag-
nosis of neuropathic pain, a higher tissue AGE as reflected
by the sAF precedes a complaint related to pain.

Muscle weakness is a late complication of DPN with
motor nerve involvement; however, the latter is unusual
in DPN, especially in the upper limbs [2]. [n addition to
motor nerve function, sensory or autonomic nerve func-
tion could contribute to a loss of muscle strength [30].
However, mechanisms other than nerve lesion can also
contribute to muscle weakness. The age-related accumu-
lation of AGE in skeletal muscle, accelerated by diabetes,
could also directly contribute to lower muscle strength
[31]. sAF has been associated with muscle strength in el-
derly men or women [32,33]. Our results show that in a
sample of middle-aged individuals with type 1 diabetes,
an increase in the sAF is also associated with the loss of
upper limb strength in women. This gender-specific effect
could be explained by the fact that, in addition to the up-
per limb strength being lower compared with that of
men, in this sample, the age of the women corresponded
to the peri-menopausal period; in the process of organic
change during this period, muscle strength could be
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more sensitive to factors such as the accumulation of
AGE [34].

Lesions of small fibres that innervate sweat glands have
been shown to develop early in patients with DPN even
when large myelinated fibre function is still normal [35].
The Sudoscan device provides quantitative measurements
of the ESC, which allows an evaluation of the severity of
the autonomic disorder [13,16,36]. In a previous study of
neuropathy in type 1 diabetes, serum AGE
(Carboxymethyllysine) were associated with lesions of
small fibres that were evaluated by intra-epidermal nerve fi-
bre density measured 10 years later [37]. Consistent with
this result, we found that the highest quartile of sAF is asso-
ciated with a lower ESC despite the normal sudomotor
function of our sample with a mean ESC that is superior
to the 70-uS threshold [13,16]. This result shows that in
type 1 diabetes, sAF is related to the worsening of ESC at
an early time, which reflects early lesions of the small fibres.

Some limitations must be kept in mind. First, neuropa-
thy was not systematically evaluated at inclusion. Our
study can therefore not be considered as prospective. To
our knowledge, no report has been published about the
time course of sAF in patients with type 1 diabetes. The
unique longitudinal study from Gerrits et al. included pa-
tients with recent type 2 diabetes [38], and their sAF was
stable: baseline value at 2.71+0.69 AU and 2.79
+(0.77 AU three years later. Fourteen percent of our pa-
tients had signs of neuropathy at the 4-year follow-up,
which is consistent with the incidence of clinically evident
DPN in the Diabetes Control and Complications Trial
study (respectively, 11% and 18% in the intensive and
conventional treatment groups after an average of
6.5 years of follow-up) [39]. Moreover, a reverse causality
appears unlikely because the accumulation of AGE is ob-
served in the peripheral nerves and thought to have an
important role in axonal damage and neuronal apoptosis
[6]. Another limit is the absence of a nerve conduction
study to confirm DPN. However, even if nerve conduction
studies demonstrate normal large fibre function, small fi-
bres are affected early in DPN. Therefore, for the diagno-
sis of subclinical neuropathy, the Toronto Expert panel
Group recommends a small-fibre assessment [35] which
we performed with the measurement of feet ESC [13].

To conclude, because DPN is irreversible, early detec-
tion at the subclinical stage is important to slow or stabi-
lize the sensory deficit and to provide education for the
prevention of foot ulcers. The simple and non-invasive
screening of sAF among type 1 diabetic patients could be
useful to select patients for early detection of neuropathy.
During the last 20 years an important therapeutic advance
was made regarding long term diabetic complications,
principally cardiovascular morbidity and mortality. We
see also a better therapeutic approach to patients with di-
abetic retinopathy, and there is presently a list of new

drugs in phase II and III dedicated to our patients with di-
abetic nephropathy. Although diabetic peripheral neurop-
athy is one of the most common complications that lead to
great injury, our ability to treat these patients is still very
poor. The positive association we find between the accu-
mulation of AGEs and the signs of neuropathy four years
later seems important and useful.
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3.3 Progression de I’autofluorescence des AGE sur 4 ans de suivi chez des patients

atteint d’un diabete de type 1 (article 3, en soumission)

3.3.1 Introduction

Les produits de glycation avancés jouent un réle important dans les complications du diabéte
car ils modifient les protéines intracellulaires et les matrices extracellulaires et leur interaction
avec leur récepteur RAGE active I’inflammation (14). Dans le diabete de type 1 des taux
élevés d’AGE dans les biopsies cutanées ont été associés aux complications du diabéte (167).
Cependant, en pratique clinique il est peu envisageable de faire des mesures d’AGE a partir

de biopsies cutanées répétées.

Il s’agit de la premiére étude mesurant a deux reprises I’AF a 4 ans d’intervalle. Cette étude
permettra de mieux connaitre la cinétique d’évolution de I’AF des AGE dans une population
de patients atteints de diabéte de type 1. Au-dela de I'aspect descriptif, dans cette étude nous
nous sommes également intéressés aux déterminants de 1’évolution de I’AF, en particulier au
role de la pompe a insuline. Enfin, nous avons analysé les complications liées a cette

évolution, en particulier le développement de la néphropathie diabétique.
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3.3.2 Discussion

Cette étude est la premiére a décrire 1’évolution de I’ AF sur 4 ans chez des patients atteints de
diabete de type 1 .Globalement, I’AF augmente significativement au cours des 4 ans de suivi.
Cependant, une diminution significative de I’AF a été observée chez 14,3 % des patients. Les
caractéristiques receuillies a I’inclusion associées a la variation de I’AF sur 4 ans étaient la
présence une insuffisance rénale moderée et le traitement par pompe a insuline chez les
patients qui n’ont pas de déficience rénale. L’augmentation de I’AF a été associée a la
survenue de la microalbuminurie et a la survenue d’une insuffisance rénale modérée apres 4

ans de suivi.

Ces résultats soulévent ’hypothése qu’une réduction de I’accumulation des AGE pourrait
améliorer I’issue des complications diabétiques. Cependant, des recherches supplémentaires
sont nécessaires pour comprendre comment la pompe a insuline peut prévenir 1’augmentation
de ’AF.

En conclusion, chez nos patients atteints d’un diabéte de type 1, I’AF des AGE augmente avec
la présence de néphropathie mais la diminution de I’AF est associée au traitement par pompe
a insuline. L’évolution de I’AF sur 4 ans est associée au développement de la

microalbuminurie et a la diminution du DFG.
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Abstract:

Objectives

The deposit of Advanced Glycation End-products (AGEs) is involved in diabetic
complications. It can be evaluated by measuring the skin autofluorescence (SAF). We
searched whether SAF progressed over 4 years in Type 1 Diabetes, and analysed its

relationship with the development of nephropathy.

Research design & methods

Two measurements of SAF was realized on 154 patients during years 2009 and 2013. Baseline
factors associated to the progression of sAF were analyzed by multivariate regression
analysis. The relations between sAF progression, microalbuminuria and impaired eGFR were

analyzed by logistic regression analysis.

Results

The patients were 51+16 years old, with duration of diabetes of 23+13 years, HbALc:
7.7+£1.0%, 20.7% were treated by Continuous Sub-cutaneous Insulin Infusion (CSII).

The sAF progressed by +18.1% over 4 years. Two interacting (p=0.04) variables were
associated with the later progression of sAF: mildly impaired eGFR and treatment by CSII.
The patients with mildly impaired eGFR had the highest progression of sAF (+11.5 %
p=0.01). CSII was associated with a reduced progression of SAF in patients without kidney
impairment (3 = -17.2%, p=0.01). A +10% progression of sAF during the follow-up was
associated with more microalbuminuria: OR = 1.45, p=0.02 and more mildly impaired eGFR
(<90 mL/min/1.73m?): OR 1.22, p=0.03 at 4 years of follow-up.

Conclusions

The sAF of AGEs progresses in patients with type 1 diabetes, more if they have diabetic
nephropathy, less if they are treated by CSII. This progression is associated with the

development of nephropathy.
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INTRODUCTION

Advanced Glycation Endproducts (AGESs) generated from intracellular glucose play an
important role in diabetic complications, as they alter intracellular proteins, modify
extracellular matrix, and interact with receptors RAGE that promote inflammation (14). High
levels of AGEs accumulated in skin biopsies have been related to later complications in Type
1 diabetes (167). However, skin biopsies can hardly be repeated and little is known about the

kinetics of AGEs accumulation.

The fluorescent property of many AGEs allows an indirect, simple and safe estimation
of their accumulation by measuring the skin autofluorescence sAF (11) or intrisic
fluorescence (168). The sAF is well correlated to the AGE concentrations in skin biopsies
(112). In the general elderly population, the sAF is related to renal function and ancient glucose
levels, 10 years before SAF measurement, which suggests that it may be a marker of
metabolic memory (169). In subjects with type 2 diabetes, it predicts later microangiopathy
(170) and macrovascular event (171). In type 1 diabetes, cross sectional studies have shown
that SAF is associated to age, long term glucose control, and renal function (158,172).
However, the longstanding time course of SAF in type 1 diabetes has not been studied yet.
Does it increase? Can it decline in some patients? What are its determinants? Does it relate to

the development of complications?

In 240 patients with type 1 diabetes, we measured sAF during year 2009 (158). One
hundred and fifty four patients had a second sAF measurement four year later.We analyzed
the relationship between the progression of sAF and their modality of treatment (Constant

Subcutaneous Insulin Infusion CSII vs Multiple Daily Injections), and renal outcomes.

RESEARCH DESIGN AND METHOD
Study population

We included patients with type 1 diabetes followed at the Nutrition-Diabetology unit
of the University Hospital Haut-Levéque (Bordeaux, France) (158). This study started in 2009
and included 240 adults with type 1 diabetes (age >18 years). At baseline in 2009, their SAF

was measured, and the general and clinical characteristics were recorded. Written informed
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consent was obtained for all participants, and the study was approved by the local ethic

committee.

At follow-up, 4 years after the baseline examination, a second measurement of sAF
and clinical examination for diabetes complications were realized. Among the 240 patients
who were included at baseline, 221 were seen 4 years later in 2013 (13 were lost to follow-up
and 6 died), and a second measurement of SAF could be performed on 158 participants among
them 154 also had final assessment of eGFR constituting the main study sample (and 143

final assessment of the albumin excretion rate (AER)).
Skin autofluorescence measurement

The accumulation of AGE in skin was measured at baseline and at 4 year follow-up
with an AGE reader (DiagnOpticsBV, Groningen, the Netherlands) and expressed in arbitrary
units (AU) (11). The measurement was performed at a normal skin site without scars,
lichenification or other abnormalities. The Fitzpatrick phototypes V and VI were not

evaluated due to their skin pigmentation, which has ultraviolet reflectance of <10%.
Clinical data

The data collection included age, gender, BMI, diabetes duration, smoking, HbAlc,
treatment by CSII, renin-angiotensin inhibitors. AER and eGFR (EPI-CKD formula) were

measured at baseline and follow-up.

Statistical analysis

Student tests for paired values were used to test the evolution of SAF between baseline
and the 4-year follow-up. The change of SAF over the 4-year period was defined by the
percentage of relative variation: ((SAF at 4 yrs follow up less baseline sAF)/ baseline
SAF)X100. We also compared the characteristics of SAF decliners to non-decliners.

We performed both multivariate linear models (for the % sAF variation) and logistic
regression models (for SAF decliners vs others) to identify the baseline factors associated to
the progression of SAF. Due to the strong effect of renal insufficiency on sAF (173) we tested
whether Kidney impairment (impaired eGFR < 90ml/min/1.73m? and/or abnormal Albumin
Excretion Rate >30 mg/24H) (174) could modify the effect of the baseline factors on the

progression of SAF. In case of significant interaction the analysis was stratified.
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The relation between the progression of SAF and nephropathy at the end of the follow-
up was analyzed by logistic regression adjusted on baseline characteristics: age, eGFR,
albuminuria, diabetes duration, use of the renin angiotensin system drugs and CSII at
baseline. We distinguished two phenotypes of nephropathy: mildly impaired eGFR (eGFR<
90ml/min/1.73m?) and abnormal Albumin Excretion Rate > 30 mg/24H).

RESULTS

Population (Table 1)

The study sample included 154 patients (92 men) with a mean age of 51+15 years.
Diabetes duration was 23+13 years and mean Hbalc was 7.7+£1.0%, 20.8% were treated by
CSII.

Progression of sAF (Figure)

SAF increased from 2.13+0.56 AU to 2.48+0.68 AU (p <0.0001), which corresponds
to a mean relative variation of +18.1%. A reduction of SAF was observed in 22 patients
(14.3%): their sAF decreased from 2.53+£0.64 AU at baseline to 2.18+0.58 AU four years
later. At the inclusion the mean sAF of these 22 patients was higher compared to those whose
SAF worsened (2.53+0.64 vs 2.07+0.52 AU, p = 0.0003) but four years later their SAF became
lower (2.18+0.58 vs 2.53+0.69 AU, p = 0.02).

Association between baseline factors and progression of SAF (Table 2)

Among baseline variables, the only one associated with progression of SAF was eGFR,
the patients with a mildly impaired eGFR (< 90 ml/min/1.73m? having the highest
progression of SAF (+11.5 %, p=0.01). However, we found a significant interaction between
treatment by CSII and the presence of a kidney impairment (p = 0.04). Consequently, we
stratified the analysis according to the presence of kidney impairment. In those without
kidney impairment (n = 65), the treatment by CSII at baseline was significantly associated to
the variation of sAF: sAF of patients with CSII decreased by - 17.1% (p=0.01 vs patients
without CSII).

Association between progression of SAF and final kidney status (Table 3)

Twenty-two participants had microalbuminuria (>30 mg/24H) after four years. After

multivariate adjustment, a 10% increase of SAF over 4 years was associated to a 1.45 higher
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risk of microalbuminuria at follow-up (p<0.05). The other factors associated to the presence
of microalbuminuria at follow-up were age (OR = 1.07, 1C95% = 1.02 - 1.14, p = 0.01), and
baseline microalbuminuria (OR = 43.67, 1C95% = 7.96 - 239.54, p <0.0001). When
participants with baseline microalbuminuria were excluded (n=20), a 10% increase of sAF
over 4 years was still significantly associated to a higher risk of microalbuminuria at follow-
up (OR = 1.61 for, IC 95% = 1.06-2.43, p < 0.05).

Sixty-nine participants had a mildly impaired eGFR (<90 mL/min/1.73m2) after four
years. After multivariate adjustment, a 10% increase of SAF over 4 years was associated to a
1.22 higher risk of impaired eGFR at follow-up (p<0.05). The other factors associated to an
impaired eGFR at follow-up were age (OR = 1.04, 1C 95% = 1.00 -1.08, p<0.05) and eGFR at
baseline (OR = 0.74 for +10 ml/min/1.73m? eGFR, IC 95% = 0.58 -0.94, p<0.05). When
participants with baseline impaired eGFR were excluded (n = 82), a 10% increase of SAF was
still associated to a higher risk of having an eGFR lower than the optimum range at follow-up
(OR =1.56, IC 95% = 1.07-2.29, p <0.05).

CONCLUSIONS

Our study is the first to describe the change of SAF over 4 years in patients with type 1
diabetes. During this period, sAF increased significantly, although a significant decrease was
observed for 22/154 (14.3%) of the patients. Two baseline characteristics of the patients were
related to the later variation of SAF: 1) the presence of mildly impaired eGFR, 2) the
treatment by CSII in patients without kidney impairment. At the end of the follow-up, the
increase of SAF was related to more frequent microalbuminuria (> 30 mg/24H) and to mildly
impaired eGFR (<90 ml/min/1.73m2), which was still significant after adjustment for usual
predictors of diabetic nephropathy.

In our study, the mean variation of SAF was +18.1 % over 4 years (p<0.001) The
natural progression of sAF has not been studied in the general population, but the cross
sectional study from Koetsier et al depicts that SAF increases with age (36), as expected
because the accumulation of AGEs is thought to participate to the aging process (13). This
age-dependent increase is slow, ~+1%/year, so it cannot explain the higher values after four
years in our patients. The unique longitudinal study from Gerrits et al included patients with
recent type 2 Diabetes (175), and the authors did not mention a significant progression of SAF
after three years: baseline value at 2.71+0.69 AU and 2.792+0.77 AU three years later. In these
patients, the final SAF was weakly related to the glucose control (r=0.069) and to the serum
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creatinine after adjustment to the baseline sAF. The progression of SAF has not been
longitudinally studied in type 1 diabetes, but cross sectional studies have shown that sAF
relates more to the former than the present glucose control of these patients (158,176,177),
and the relation is not strong: in the DCCT-EDIC, the time-weighted mean HbAlc only
contributed to 4.5% of the variance of the skin intrinsic fluorescence (153). The higher
HbAlc in our patients with type 1 diabetes probably contributed to their more progressive
SAF as compared to the well-controlled subjects with type 2 diabetes in the study from Gerrits
etal (175).

The first determinant of the progression of sAF in our patients was their initial mildly
impaired eGFR, in line with the association between initial creatinine and follow-up SAF in
T2D as shown by Gerrits et al.(175). Independent of diabetes, the sAF is well-known to
increase with the duration, the stage and the progression of chronic kidney disease (CKD)
(178-180). We have recently shown that sAF is related to the eGFR measured ten years
before in elderly subjects from the general population (169), and it is increased in patients
with T2D and CKD (180). In type 1 diabetes, cross-sectional studies have shown associations
of AER and estimated GFR with sAF (158,177). The reduced clearance of the precursors of
AGEs presumably favors their accumulation (12).

In our patients free of kidney damage, the progression of SAF was reduced with CSI|,
and this modality of treatment was highly represented (36%) in the patients whose sAF
declined. As sAF is known to increase with age, we did not expect that it could decline by -
14% after four years in some patients, which is much more than the 5% variability of sAF
(181). A reduction of sAF has been reported in a few patients 16 months after renal
transplantation (182), which confirms that it is possible and meaningful. In the DCCT study,
the level of AGEs in skin biopsies was lower in the intensive therapy group who often used
CSII, as compared to the conventional arm (170). Patients on CSII have slower progression to
microabuminuria (183) and lower rates of cardiovascular events (184). Our results raise the
hypothesis that a reduced accumulation of AGEs may play a role in these better outcomes.
Further research will be required to explain how CSII may help prevent the rise of sAF.
Glucose levels are less variable on CSII (185), which reduces oxidative stress (186), however,
SAF does not seem to relate to glucose variability (187). The use of insulin pump is also an
indicator of the motivation, willingness, capability and compliance of the patients (184),
which may indirectly influence the long term deposit of AGEs.

Our study is the first to relate the progression of the sAF with the progression of
kidney damage in diabetes: as shown in the table 3, a +10% increase of SAF was related to a

70



higher rate of microalbuminuria or mildly impaired eGFR at the end of the follow-up,
adjusted for age, duration of diabetes, HbAlc, arterial hypertension, treatment by CSII, and to
the initial renal status. In type 1 diabetes, the concentration of AGEs in skin biopsies is
associated to 17 years later nephropathy (167). The link between AGEs and kidney seems
strong and is a two-way relationship, which may explain the absence of relation between CSI|I
and change of sAF in patients with initial renal impairment. The first way is that similarly to
other tissues, the kidney is subject to accumulation of AGEs. Therefore, AGEs alter the
structural tissue by cross-linking of matrix molecules such as collagen and indirectly alter the
cell signaling binding to their receptor RAGE (14). Serum levels of AGEs are increased in
normoalbuminuric type 1 diabetes patients with fast progression of glomerular basement
membrane thickening (188). The second way is conversely: the loss of AGEs clearance

accelerates the accumulation conducing in a vicious cycle (12).

Our study has some limitations. The limited number of patients may explain why we
could not detect an improved renal outcome in the patients whose SAF declined during the
follow-up. Because we did not measure glucose variability, neither oxidative stress nor the
educational level of our patients, we can only draw hypotheses about the relation between the
treatment with CSI1 and the decline of SAF in some patients. Further studies will be necessary
to search whether the progression of SAF may be associated with other complications as

retinopathy, neuropathy or macroangiopathy.

In conclusion, the skin autofluorescence of AGEs progresses in patients with type 1
diabetes, more if they have diabetic nephropathy, less if they are treated by CSII. This

progression is associated with the development of microalbuminuria and the decline of eGFR.
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Table 1. Baseline characteristics of the patients (n=154)

Abbreviations : AER = Albumin excretion rate; BMI = Body mass index; eGFR = Estimated

Baseline characteristicst

Age (yrs)

Gender (Men)

BMI (kg/m2)

Smoking

HbAlc (% ; mmol/mol)

Diabetes duration (yrs)

Treatment by CSII

Treatment by RAS-inhibitors

eGFR

AER >30 mg/24h

SAF

51.32

92

25.09

44

7.70/61

23.29

32

71

88.25

23

2.13

(15.63)

59.74

(3.89)

(28.57)

(1.02)/(6.32)

(13.50)

(20.78)

(46.10)

(24.55)

(14.94)

(0.56)

glomerular filtration rate; SAF = Skin autofluorescence; RAS medication = Renin Angiotensin System

medication.

tMean (SD) or n (%) when appropriate
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A : sAF in the whole sample B : sAF according to the decrease
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Figure 1. Levels of sAF at inclusion and at 4 years of follow-up in the main sample (n=154). Distributions of sAF at each time point were shown by box plot.
The bottom and top of the box indicate the intra-quartile range. That is the range of values between the first and third quartiles (the 25th and 75th percentiles).
The circle inside the box indicates the mean value. The line inside the box indicates the median value. The upper and lower horizontal bars indicate the
maximum and minimum values excluding outliers. Circles indicate outliers.

A: At each time point distribution of SAF in the whole sample. sAF increased significantly from 2.13+£0.56 AU at baseline to 2.48+0.68 AU at follow-up (p
>0.0001). B: A significant decrease of SAF was observed in 22 patients (14.3%). The sAF decreased from 2.53+0.64 AU at baseline to 2.18+0.58 AU at
follow-up (p <0.0001). In patients with an SAF decrease, at inclusion the mean sAF was higher compared to those where the SAF worsened (2.53+0.64 vs
2.07£0.52 AU, p = 0.0003) but at follow-up, their SAF has become lower compared to those where the SAF worsened (2.18+0.58 vs 2.53+0.69 AU, p = 0.02).
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Table 2. Factors associated with change of SAF 4 years later (n = 154)

Whole sample Kidney impairment at baseline *

Change of sSAF No Yes

B IC 95% p B IC 95% p B IC 95% p

n =154 n==65 n=289

Variation
Age -0.23 (-0.55; 0.10) 0.17 -0.10  (-0.58;0.39) 0.69 -0.18 (-0.59; 0.22) 0.37
Diabetes duration 0.11 (-0.22 ; 0.45) 0.51 -0.13  (-0.61;0.34) 0.57 0.35 (-0.13; 0.82) 0.16
Gender -5.47 (-13.34; 2.39) 0.17 -1.45  (-12.59;9.69) 0.80 -6.35 (-17.55; 4.84) 0.26
BMI 040  (-0.58;1.39) 0.42 -0.72  (-2.33;0.88) 0.37 0.83  (-0.43;2.10) 0.19
Smoking -0.13 (-2.72 ; 2.46) 0.92 -0.70  (-4.25;2.84) 0.69 0.05 (-3.75; 3.85) 0.98
HbAlc 154  (-2.14;5.22) 0.41 3.08  (-1.96;8.12) 0.23 114  (-4.13;6.41) 0.67
eGFR < 90 ml/min/1.73m? 11.50  (20.03;2.97) 0.01 - - - - - -
AER >30 mg/24h 4.99 (-6.13; 16.11) 0.38 - - - - - -
Treatment by CSlI -6.03 (-15.56 ; 3.49) 0.21 -17.20  (-30.67 ; -3.73) 0.01 186 (-11.31;15.03) 0.78
Treatment by RAS inhibitors 1.16 (-7.29; 9.60) 0.79 -0.08 (-12.67; 12.52) 0.99 -0.27  (-11.55;11.02) 0.96

Abbreviations : AER = Albumin excretion rate; BMI = Body mass index; eGFR = Estimated glomerular filtration rate; SAF = Skin autofluorescence; RAS
medication = Renin Angiotensin System medication.

t eGFR < 90 ml/min/1.73m? and/or AER > 30mg/24h at baseline. Interaction between kidney impairment and treatment by CSlI, p = 0.04

77



Table 3.Multivariate association between change of SAF and renal status

At 4 year follow-up

Microalbuminuria (>30 mg/24H) * eGFR <90 mL/min/1.73 m2 §

OR IC p OR IC p
10% increase of sAF 145 (1.05;2.00) 0.02 122 (1.02; 1.46) 0.03
Age 1.08 (1.02;1.14) 0.01 1.04 (1.00;1.08) 0.03
Sexe 158 (0.39;6.46) 0.52 114 (0.51;2.58) 0.75
Diabetes duration 0.97 (091;1.02) 0.23 1.01 (0.98;1.05) 0.42
Bmi 0.97 (0.82;1.14) 0.72 1.01 (0.91;112) 0.87
Smoker 098 (0.62;154) 0.92 1.16 (0.88;1.53) 0.28
Hbalc 1.18 (0.70;1.99) 0.54 1.14 (0.77;1.70) 0.51
eGFR 1.01 (0.98;1.04) 0.53 0.97 (0.95;0.99) 0.01
Microalbuminuria at inclusion 43.67 (7.96;239.54) <0.0001 054 (0.16;1.89) 0.34
Treatment by CSII 4.44 (0.97;20.27) 0.05 1.64 (0.62;4.33) 0.32
Treatment by RAS inhibitors 259 (0.58;11.62) 0.22 0.85 (0.36;2.02) 0.72

Abbreviations : eGFR = Estimated glomerular filtration rate; SAF = Skin autofluorescence; RAS
medication = Renin Angiotensin System medication. *n=143, §n=
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4 PARTIE 4 : DISCUSSION

4.1 Résultats principaux et mise en perspective avec la littérature

Dans cette thése, nous avons montré que la mesure d’AF cutanée des AGE pouvait refléter le
passé métabolique dans une grande cohorte de personnes agées de la population genérale.
L’ AF cutanée était associée a un diabete ou a une maladie rénale chronique datant d’au moins
10 ans, mais pas a un diabéte ou une maladie reénale chronique récents. De fagon parralléle,
I’AF etait associée a I’Hbalc et a la glycémie 10 ans auparavant. De plus, I’AF etait associée

a la fonction rénale 10 ans auparavant et a la fonction rénale concommittante a la mesure.

Parallélement, sur un suivi de 4 ans, nous avons montré que I’AF pouvait avoir une valeur
prédictive pour les complications du diabéte, en particulier la neuropathie périphérique et la
néphropathie diabétique. En effet, I’AF était associée a la neuropathie 4 ans plus tard mais
également aux tests neurologiques. Cette étude était la premiere étude prospective menée chez
des patients diabétiques de type 1 avec deux mesures d’AF. Nous avons par ailleurs décrit
pour la premiére fois 1’évolution de la mesure d’AF sur 4 ans. Globalement, I’AF augmentait
significativement au cours du suivi. Cependant, de maniére inattendue on observait chez
certains patients une diminution de I’AF, correspondant & une amélioration chez ces patients.
Les facteurs recueillis a I’inclusion associés a la variation de I’ AF étaient la fonction rénale et
le traitement par pompe a insuline. Enfin, cette étude montre que la variation de I’AF pourrait

avoir une valeur predictive pour I’apparition de la néphropathie.

Nos résultats sont cohérents avec ceux de la littérature. En effet, plusieurs études ont montré
une association d’une part entre I’AF et le passé métabolique, et d’autre part entre I’AF et les

complications du diabéte.

Autofluorescence cutanée et mémoire metabolique

Dans la littérature nos résultats sont les premiers a evaluer la valeur de I’AF en tant que
marqueur de mémoire métabolique en population générale agée (189).

Dans le diabete de type 1, plusieurs études ont mis en évidence une augmentation de I’AF ou
de I’autofluorescence intrinseque (une autre méthode de mesure de 1’accumulation des AGE)
avec la durée du diabéte (11,158,172,176,177,190). Dans le diabéte de type 2 ou il est moins
aisé de dater 1’apparition du diabete, certaines études ont associé I’AF a la durée du diabéte
(11,191). Néanmoins, toutes les études ne confirment pas cette association (175,192).
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Plusieurs travaux ont montré une association entre I’AF et le contrdle métabolique passé en
mesurant I’HbAlc qui refléte le controle métabolique sur les 3 derniers mois. Dans notre
équipe, chez des patients diabétiques de type 1 nous avons montré que I’AF est liée au
contréle glycémique a long terme. En effet, aprés ajustements sur 1’age et le DFG, I’AF était
liée a la moyenne des cinq derniéres HbAlc (B= 0,10 pour une augmentation d’1% de
I’HbAlc, p = 0,005) et des dix derniéres HbAlc (B = 0,13 pour une augmentation de 1% de
I’HbAlc, p = 0,001) (158). D’autres études ont montré une association entre I’AF et la
moyenne des HbAlc jusqu’a 15 ans avant la mesure d’AF (11,172,176,190).

La fonction rénale joue un role clé dans I’accumulation des AGE au cours du temps. Notre
équipe a rapporté une association entre I’AF et la maladie rénale dans le diabéte de type 1
(193) et dans le diabete de type 2 (180). D’autres études montrent une augmentation
significative de I’AF avec la sévérité de la maladie rénale chronique (172,177,194). Des
patients ayant une maladie rénale chronique en phase 3 (194), en phase terminale ou sous
dialyse ont une AF plus élevée (195,196). De plus, il a été montré que I’AF pourrait étre un
prédicteur fort et indépendant de la progression de la maladie rénale chronique (179). La
transplantation rénale réduit mais ne normalise pas I’AF (197). Une étude chez 302 patients
ayant eu une transplantation rénale montre qu’un niveau élevé d’AF était associé a un risque
plus élevé (HR = 2,40) de rejet de la transplantation sur 5,2 ans (198). De plus, chez les
patients dialysés, I’AF serait un prédicteur de la mortalité sur 3 ans (152,199) et de la
mortalité liée aux maladies cardiovasculaires (200). Par conséquent, I’AF a été proposée pour
étre utilisée dans I’identification et le suivi des patients a risque de rejet de transplantation

rénale et a risque de complications cardiovasculaires (201).

Autofluorescence cutanée des AGE et complications microvasculaires du diabéte

Dans la littérature, les études longitudinales ayant évalué la relation entre I’AF et les
complications microvasculaires du diabéte sont rares. Dans le diabete de type 1, les travaux de
notre équipe ont montré une association transversale entre I’AF et la présence d’une
rétinopathie diabétique, d’une micro- ou macroalbuminurie et d’une réduction du DFG (158).
Des résultats similaires ont été trouvés par Sugisawa et al. avec une association significative
entre I’AF et la neuropathie diabétique et la rétinopathie (172). Chabroux et al. ont également
trouvé une association entre I’AF et la néphropathie et la neuropathie, mais pas la rétinopathie
(177). Dans une autre étude transversale ayant utilisé la fluorescence intrinséque,
I’augmentation de cette derniere était associée a une probabilité plus élevee de neuropathie
autonome (202). Dans une population mixte de patients porteurs de diabéte de type 1 et de
diabéte de type 2 Meerwaldt et al. ont montré que I’AF augmentait avec la sévérité de la
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neuropathie périphérique ou autonome méme a des stades infracliniques (203). La seule étude
prospective sur la relation entre I’AF et les complications microvasculaires du diabéte a eté
réalisée chez des patients atteints d’un diabéte de type 2. Les résultats de cette étude montrent
que chez 881 patients ayant un bon contrdle glycémique (HbAlc moyenne = 6,6%) suivis en
moyenne pendant 3,1 ans, I’AF serait une prédicteur du développement des complications
microvasculaires (OR= 2,05, p>0,001) en particulier la neuropathie et la néphropathie mais
pas la rétinopathie (170).

Chez des patients atteints d’un diabéte de type 2 et de complications microvasculaires et
macrovasculaires, I’AF était plus élevée (moyenne : 3,12 UA) que chez ceux qui avaient
uniquement des complications microvasculaires (2,71 UA) ou aucune complication (2,57
UA ; p<0,001). De méme, chez les patients ayant une seule complication macrovasculaire,

I’ AF était plus élevée (2,91 UA) par rapport a ceux qui n’avaient pas de complication (187).

Autofluorescence cutanée des AGE, complications macrovasculaires du diabete et mortalité

Dans notre cohorte de patients atteints de diabéte de type 1, nous avons également montré que
L’ AF était associée au risque incident d’événements macrovasculaires définis par un infarctus
du myocarde, un accident vasculaire cérébral, une gangréne, une revascularisation des
coronnaires, des carotides ou des artéeres des membres inférieurs (193). L’AF a aussi été
corrélée aux dommages vasculaires précoces comme la rigidité vasculaire, 1’épaississement de
I’intima-média et I’athérosclérose (204). L’AF a été corrélée a la rigidité vasculaire chez les
personnes en bonne santé (195,205), chez les patients ayant un diabete de type 1 (206) ainsi
que chez des patients ayant un pontage coronarien (207). Chez des personnes en bonne santé
et non fumeuses, I’AF a été associée a 1’épaississement de 1’intima-média (208). L’AF était
¢élevée chez les sujets ayant une sténose carotidienne et elle ’est d’autant plus avec la
présence additionnelle d’une maladie artérielle périphérique (209). L’AF était aussi plus
¢levée chez les personnes ayant d’une maladie artérielle périphérique par rapport a celles qui
en étaient indemnes (2,77 vs 2,44 AU ; p<0,001).(49) Chez 252 patients ayant une maladie
artérielle périphérique, I’AF était indépendamment associée a la mortalité toutes causes et aux
évenements cardiovasculaires sur 5 ans (210). Chez les patients atteints d’un diabete de type
1, I’ AF était associée a la calcification des artéres coronaires (211) et a un risque plus élevé de
maladie coronaire (OR= 3,5 p<0,0001) (211). Pour les patients atteints de diabéte de type 2,
Lutgers et al. ont montré que 1’ajout de la mesure d’AF dans le calcul du score de risque
cardiovasculaire de I’étude United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) améliorait
la stratification des groupes (171). Chez les patients ayant un diabete (n=48 type 1 ; n=69 type
2) et chez des personnes en bonne santé (n=43) suivies pendant 5 ans, I’AF était fortement

associee a la maladie coronarienne (OR= 7,9) et a la mortalit¢ (OR=2,0) (212). Chez 973
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autres patients atteints de diabéte de type 2 comparés a 231 participants en bonne santé, I’AF
était plus élevée a tous les ages (191). L’augmentation de la mortalité dans le diabete de type
1 et de type 2 survient lorsque I’AF excéde 2,0 UA et augmente d’autant plus lorsque I’AF est
supérieure a 3,0 UA. L’AF est plus fortement associée a la maladie coronarienne et a la
mortalité que I’HbA lc, les triglycérides ou le cholestérol des lipoprotéines de faible densité.
Cela souligne la forte valeur prédictive de I’AF chez les patients a risque. L’ AF était élevée
chez les sujets ayant une maladie coronarienne stable en comparaison a des sujets sains (213).
L’AF augmente au cours d’un infarctus du myocarde (probablement di a une augmentation
du stress oxydant et de I’inflammation) et diminue aprés la phase aigiie (>200 jours) (214).
Enfin, une AF au-dessus de la médiane était prédictrice d’événements cardiovasculaires

(hazard ratio [HR] =11.6), un aspect important pour la stratification des risques (214).

Autofluorescence cutané des AGE et diagnostic du diabete

Le diabete est défini par 'OMS comme un état d'hyperglycémie chronique (157). Puisque le
développement du diabete de type 2 est précédé par des années de troubles métaboliques
infracliniques menant potentiellement a 1’accumulation des AGE, il est concevable que I’AF
cutanée puisse étre utilisée pour le dépistage du diabéte. Par ailleurs, I’AF a été évaluée pour
le diagnostic du diabéte. Les biomarqueurs actuels pour le diagnostic du diabéte sont la
glycémie a jeun, I’épreuve d'hyperglycémie provoquée par voie orale et ’HbAlc. Cependant
ces biomarqueurs représentent certains inconvénients : prix élevé, consommation de temps et
sensibilité limitée (215). Dans une étude incluant 218 personnes ayant un risque moyen de
diabete, les performances diagnostiques de la mesure d’AF combinée a un algorithme de
diagnostic du diabéte étaient supérieures a la glycémie a jeun et pas inférieures a I’HbAlc
(sensibilité 82% ; spécificité 89%) (216). Dans deux autres études, I’AF montrait une
sensibilité¢ plus élevée que la glycémie a jeun ou I’HbAlc pour le diagnostic du diabéte

(217,218).

Certaines limites de nos travaux sont a prendre en compte. Tout d’abord, nous n’avons pas
¢tudié la valeur pronostique de I’AF chez les personnes agées, mais cela fait partie des
perspectives de recherche. Ensuite, la taille assez limitée de nos échantillons pourrait
représenter un probleme de puissance statistique. Néanmoins, malgré une taille limitée, nous
avons réussi a mettre en évidence des associations. De plus, nous n’avons pas recherché de
seuil d’AF associé a la survenue d'événements, ce qui pourrait étre utile en pratique clinique ;

cela sera a étudier dans le futur. Enfin, ’AGE-READER présente une limite qui est
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I’impossibilité de mesurer ’AF sur les peaux foncées. Dans nos futures recherches nous
essayerons de contourner cette limite en mesurant I’AF sur la paume de la main. Les données
sont actuellement recueillies chez des femmes enceintes au niveau interne de I’avant bras et
sur la paume de la main. Il faudra d’une part comparer la mesure faite sur la paume de la main
a la mesure de I’AF faite habituellement au niveau interne de I’avant-bras et d’autre part

étudier la valeur et la signification de cette mesure réalisée sur la paume de la main.
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4.2 Prévention et inhibiteurs de I’accumulation des AGE

Les stratégies pour réduire les effets néfastes des AGE et accroitre la longévité impliquent la
prévention de la formation et de 1’ingestion des AGE et I’élimination de ceux déja formés.
Pour prévenir I’accumulation des AGE dans 1’organisme il est essentiel d’adopter un mode de
vie qui réduit I’exposition aux AGE. La prévention primaire pourrait passer par 1’alimentation
et la prévention du tabagisme.

Il existe différents moyens thérapeutiques d’interférer avec les effets physiopathologiques des
AGE :

Pour prévenir la formation des AGE, des stratégies peuvent étre les suivantes :

- Dans les phases précoces de la glycation, les bases de Shiff font I’objet d’oxydation
conduisant a la génération de radicaux libres réactifs, de composés carbonylés, de
protéines glyquées et de stress oxydant. Dans cette phase précoce, les approches
thérapeutiques pourraient étre le piégeage des radicaux libres pour diminuer le stress
oxydant ou diminuer la formation des réactifs carbonylés.

- La deuxiéme approche serait de bloguer les composés carbonylés, les bases de Shiff et
les produits d’ Amadori pour inhiber la progression de la réaction de glycation

Pour détruire les AGE déja formés et inhiber leurs effets, les stratégies peuvent étre les
suivantes :

- Casser les croisements covalents entre les protéines, ce qui permettrait de réduire
I’accumulation des AGE et les lésions associees.

- Bloquer I’interaction des AGE avec leur récepteur RAGE ce qui permettrait de
diminuer la génération de stress oxydant et I’inflammation dans les tissus (17).

Ces dernieres années, plusieurs inhibiteurs des AGE ont été développés ; il existe des
composés synthétiques et des inhibiteurs naturels extraits de plantes, dont voici quelques
exemples :

Composés synthétigues :

- L’aminoguanidine qui inhibe la formation des AGE en séquestrant les composés
carbonylés précurseurs des AGE (12,219).

- La metformine (ou Dimethylbisguanidine) qui est classiqguement utilisée comme
traitement du diabéte de type 2. Plusieurs études suggerent que la metformine réduit la

concentration de composés carbonylés (220).
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Le 2 isopropylidenehydrazono-4-oxo-thiazolidin-5-ylacetanilide (OPB-9195) qui inhibe
la formation des AGE comme le CML ou la pentosidine par la chélation des ions
métalliques (221).

Le N-Phenylacyl-1,3-thiazolium bromide (PTB) casse les liens covalents entre les
protéines formées par les AGE et est impliqué dans I’atténuation du stress oxydant par la
chélation des ions métalliques (222).

Le N-Phenylacyl-4,5-dimethyl-1,3 thiazolium chloride (ALT 711) inhibe les liens
covalents formés par les AGE entre les protéines, casse les liens carbone-carbone des
composés carbonylés (223) et réduit 1I’expression des récepteurs RAGE des AGE (224).
Les antagonistes des récepteurs de lI'angiotensine de type 1 (ARB) et les inhibiteurs de
I'enzyme de conversion de I'angiotensine (ACEI) qui diminuent la formation des AGE
(225). Chez I’animal, ils réduisent ’accumulation du CML et de la pentosidine dans les
reins (226) et diminuent la concentration de composés carbonylés (225).

Inhibiteurs des AGE dérivés des plantes :

Le curcumin (Diferuloylmethane) pourrait prévenir I’accumulation des AGE sur le
collagene et les liaisons covalentes ; des travaux ont été menés chez le rat diabétique
(227,228).

Les flavonoides contenus dans le vin rouge, le thé, les fruits et les Iégumes auraient un
effet antiglycation partiellement grace a leurs propriétés anti-oxydantes. Certains
flavonoides pourraient inhiber les stades précoces, intermédiaires ou avances de la
réaction de glycation mais aussi la formation de liaisons covalentes (228).

Les terpénes auraient la capacité d’inhiber la formation de CML et de pentosidine in vitro
(229). Chez le rat diabétique, les terpénes inhiberaient I’accumulation du CML dans les
reins et les récepteurs RAGE (230).

La vitamine E en supplémentation diminuerait la concentration de collagéne glyqué chez
des patients diabétiques et inhiberait la formation des AGE dans des modeles animaux
(231,232).
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4.3 Perspectives de recherche

L’accumulation des AGE est un processus lent et inévitable. C’est pourquoi dans notre équipe
nous projetons de continuer a décrire et a étudier 1’intérét de I’AF a différents ages clés : chez
les personnes agées, chez les femmes enceintes atteintes de diabéte gestationnel et chez les

étudiants.

Personnes ageées

Chez les personnes agées, nous avons pour projet d’étudier la relation entre I’AF et la
démence. Des analyses préliminaires ont été réalisées. Les résultats montrent qu’en analyse
univariée chez 390 participants de 3C, I’AF est significativement associée a la démence
incidente 2 ans plus tard, avec une AF plus élevée chez ceux qui ont développé une démence
(3,15 UA vs 2,78 UA, p=0,03). Cependant, en analyse multivariée ajustée sur 1’age, le sexe,
I’alléle apoe4, le niveau d’études, le tabac, le débit de filtration glomérulaire et le diabéete, il
n’y avait pas d’association significative (p=1,09, IC95 = 0,94 ; 1,27, p=0,26). Nous avons fait
I’hypothése que 1’absence de significativité pourrait étre due au fait que I’accumulation des
AGE 2 ans avant I’éveénement n’est pas assez discriminante car il s’agit d’un phénomeéne lent.
De ce fait, nous attendons de refaire les analyses avec les données du suivi a 14 de la cohorte
3C.

Concernant 1’étude des déterminants de I’AF, nous avons analysé la relation entre le régime
méditerranéen et I’AF. Un article est actuellement en cours de rédaction. Le régime
méditerranéen est typique de la Gréce et du sud de I'ltalie, caractérisé par une consommation
abondante de légumes et une consommation modérée de poisson, d'alcool et une faible
consommation de viandes et de produits laitiers avec pour principale source d'acides gras
mono-insaturé, I'huile d'olive. Le régime méditerranéen a déja été proposé comme étant une
option diététique pour la santé depuis qu'une meilleure adhérence au régime méditerranéen
évaluée par le score MeDi a été associée a une plus longue espérance de vie, un risque réduit
de maladies cardiovasculaires, et plusieurs maladies liées a I'age. Les résultats de notre étude
montrent une association entre I'AF et le régime meéditerraneen. Une augmentation d'1 point
du score MeDi est associée a une diminution de I'AF de -0.06 UA (p= 0,02). Ces resultats
suggérent que l'alimentation et d’autres facteurs nutritionnels pourraient influencer le niveau
d’AF (poster présenté au congres de I’Europan Association for the Study of Diabetes,

Munich, 2016) (233).

De maniére plus originale, il est envisagé de caractériser des profils de consommation

alimentaire « typiques » d’une alimentation riche en AGE, ce qui n’a jamais été réalisé a notre
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connaissance. En effet, avec le rappel des 24 heures nous disposons de données de
consommation en aliments transformés ("bifteck grillé", "pain grillé", "dinde rotie", "pomme
de terre frite"). Sur le modéle du score d'adhérence au régime méditerranéen, aprés avoir
effectué une revue exhaustive de la littérature pour identifier et recenser les principales
sources alimentaires en AGE, nous pourrons créer un score d’adhésion a une alimentation du

type « riche en AGE ». Ce score permettrait d’identifier les sujets ayant une consommation

élevée en aliments riches en AGE (aliments cuits a haute température).

Enfin, concernant la valeur pronostique et les déterminants de I’AF chez les personnes agées
de la cohorte 3C, nos objectifs pour les prochains mois sont de compléter I'étude des
déterminants et de la valeur pronostique de I'AF, en évaluant :
- des déterminants génétiques, nutritionnels, antioxydants, perturbateurs endocriniens
- la valeur pronostique pour les maladies liées a I’age (démence, Alzheimer,

cardiovasculaires, reins, mortalité)

Femmes enceintes afteintes de diabéte

Au cours de ma thése, j’ai également recueilli des données dans un échantillon de femmes
atteintes de diabete au cours de la grossesse pour étudier la relation entre I’AF et les
complications maternelles et feetales a I’accouchement. Notre population d’étude sera donc
des femmes enceintes suivies au CHU de Bordeaux pour un diabéte pendant la grossesse, et
consentant & participer a 1’étude. Le critére d’inclusion dans 1’étude était la présence d’un
trouble de la glycorégulation au cours de la grossesse. Les criteres d’exclusion de 1’étude
étaient une peau noire ou foncée (mesure de I’AF non réalisable a cause de la pigmentation de
la peau) et un refus a participer. A ce jour, le recrutement des femmes est réalisé avec 300

femmes incluses.

Le diabete gestationnel (DG) représente un probleme de Santé publique croissant dans le
contexte de I’épidémie de diabéte et d’obésité. Le diabete gestationnel concernait 2 a 6 % des
grossesses en France en 2010 (234) et la prévalence atteindrait 10% dans certains pays
européens (235). Le DG est associé a une morbidité périnatale accrue chez 1’enfant et la mére.
La macrosomie est une complication fréquente chez 1’enfant. Lorsque I'hyperglycémie est
précoce au cours de la grossesse (236), les risques de surmortalité néonatale (237) et de
malformations (238) sont majorés comme au cours des diabetes de type 2 ignorés au début de
la grossesse. A I'dge adulte, le risque d'obesité et de diabéte sont des consequences
importantes du DG chez I’enfant. Le DG expose aussi la mére a un risque plus élevé de pré-

éclampsies et de césariennes (239). Disposer d'informations sur le statut glycémique des
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femmes en début de grossesse grace a 1’évaluation de I’accumulation des AGE serait donc

trés utile.

Coffeng et al. ont montré que I'AF cutanée est plus élevée chez 17 femmes qui ont présenté
une pré-éclampsie vs 16 contréles (240). Dans notre étude, nous avons recueilli I'AF mais
aussi les chiffres tensionnels, dosé I'excrétion urinaire d'albumine et l'uricémie chez des
femmes enceintes ; les informations concernant I'HTA, la pré-éclampsie et la prématurité ont
été recueillies par téléphone aprés 1’accouchement.

Notre étude pilote suggere que I'AF peut étre un marqueur de mémoire metabolique chez les
femmes enceintes porteuses de diabete. L'AF est plus élevée si le diabete est connu
antérieurement a la grossesse ; dans le cas des diabétes gestationnels, I’AF était plus élevéee
chez les femmes qui avaient un antécédent d’hyperglycémie (macrosomie ou diabéte

gestationnel au cours des grossesses antérieures) (241).

Dans ce projet, notre hypothese principale est que I'AF cutanée des AGE refléte la mémoire
métabolique des femmes ayant un diabéte gestationnel et pourrait étre associée au mauvais

pronostic a I’accouchement et apres la grossesse pour la mere et 1’enfant.

Dans les prochains mois l'objectif général dans cette population est d'évaluer la valeur
pronostique de I'AF cutanée pour les complications obstétricales et néonatales ainsi que pour
la persistance du diabéte chez la mére aprés I'accouchement. Les objectifs spécifiques sont :
1- Evaluer la valeur pronostique de I'AF pour la survenue d'évenements néonataux liés au
DG, en particulier la macrosomie qui est la complication la plus fréquente du DG et expose
a un risque plus élevé de dystocie des épaules et d'obésité a I'dge adulte. Nous nous
intéresserons aussi aux complications plus sévéres comme les malformations, la mortalité
de I'enfant et l'ictere.
2- Evaluer la valeur pronostique de I'AF pour la survenue chez la mere de I'hypertension
artérielle gravidique ou de la pré-éclampsie.
3- Evaluer la valeur pronostique de I'AF pour la persistance d'un trouble de la
glycorégulation lors du dépistage par HGPO recommandé systématiquement 2 mois apres
accouchement.
L'étude de ces relations prendra en compte les caractéristiques cliniques et biologiques de la

mere.

Autres perspectives
Par ailleurs, mon environnement de recherche me donne la possibilité dans mes perspectives

postdoctorales d’étudier la relation entre nutrition et accumulation d'’AGE dans une grande
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cohorte d'étudiants (i-Share). Dans cette cohorte, la mesure d’AF est actuellement en cours de

recueil.

D’autre part, outre 1’étude de la mesure d’AF, reflétant le dép6t tissulaire d’AGE, qui nous a
permis d'étudier les AGE par une approche épidémiologique en population générale et chez
des sujets diabétiques dans le cadre de ma thése, nous projetons d'étudier plus précisément la
mise en jeu de la voie des AGE au niveau cellulaire. En effet, chez des sujets diabétiques qui
vont développer des complications, une technique novatrice permet 1’étude de biomarqueurs
potentiels tel que le récepteur RAGE des AGE portés par les microvésicules de patients
diabétiques. Pour cela nous allons analyser les microvesicules urinaires issues des cellules de
sujets suivis par le Centre d’investigation clinique de Poitiers dans la cohorte
"SURDIAGENE". 1l sagit dun projet multidisciplinaire, associant des équipes
d'épidémiologistes, de cliniciens et de biologistes de Poitiers et Bordeaux, regroupées dans la
nouvelle Région Aquitaine. L'objectif est de capturer spécifiquement les microveésicules dans
les urines prélevées lors de l'inclusion des sujets dans la cohorte, puis danalyser les
biomarqueurs portés par ces microvesicules en fonction du développement de complications

chez ces sujets, avec un interét particulier pour I'axe AGE-RAGE et sa voie de signalisation.
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4.4 Interdisciplinarité et perspectives de santé publique

Les travaux collaboratifs dans notre équipe « Lifelong health and aging » entre la recherche
épidémiologique et I’enquéte sur le terrain dans le service-nutrition diabétologic de 1’Hopital
Haut Lévéque de Bordeaux, confortent 1’association de I’AF cutanée avec les complications
dans les deux principaux types de diabéte (158,180,193,242). Ces travaux suggerent aussi que
l'autofluorescence peut étre un marqueur de mémoire métabolique chez des sujets plus jeunes
comme les femmes enceintes porteuses de diabete gestationnel (243). Ces résultats ont permis
une passerelle rapide vers le domaine épidémiologique, en mettant en place cette mesure d'AF
dans des études epidémiologiques. Ainsi, la cohorte des 3-Cités, disposant d’un suivi de 14
ans, est pionniere pour I’étude de I’AF cutanée en population agée générale. Dans cette
population, nos premiers resultats confortent sa valeur comme marqueur de mémoire
métabolique et de 1’équilibre alimentaire (244). Cette étude épidémiologique permettra aussi

un retour efficace pour le bénéfice du patient en pratique clinique.

D’un point de vue de Santé publique, la mesure d’AF pourrait étre utile car elle est simple,
non invasive et rapide donc applicable a une grande population ; son application permettrait
de mieux comprendre I'impact de I'exposition aux AGE dans la population. Elle pourrait
améliorer la prédiction, la prévention et la compréhension précoce des maladies liées a 1’age
puisqu’elle parait refléter une exposition sur au moins 10 ans et semble étre utile dans

I’évaluation du risque a long terme.
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45 Conclusion

A ce stade, nous avons montré que 1’évaluation de 1’accumulation tissulaire des AGE par la
mesure d’AF pourrait renseigner sur les antécédents métabolique et rénal, ainsi que sur
I’alimentation passée. De plus, elle pourrait aider dans la prédiction de la survenue des
maladies liées a I’age et des complications du diabéte.

Ce marqueur pourrait étre d’un grand intérét dans la pratique clinique et dans la recherche
épidémiologique. En clinique, le fait que I’AF soit associée a 1’équilibre glycémique 10 ans
auparavant pourrait répondre & un besoin, car elle apporte une information sur 1’équilibre
métabolique a plus long terme par rapport aux marqueurs classiques qui sont actuellement
utilisés comme I’HbAlc qui reflete 1’équilibre glycémique sur seulement 3 mois. De plus, le
caractére rapide et non-invasif de cette mesure contribuerait & son acceptabilité par les
cliniciens et les patients. En recherche épidémiologique, ces caractéristiques faciliteraient
I’extension de la mesure d’AF a un grand nombre d’individus.

Dans le futur, les recherches sur la valeur de la mesure d’AF cutanée des AGE en tant que
biomarqueur précoce des maladies liées a 1’age restent encore a compléter. C’est pourquoi,
nous comptons continuer a décrire et étudier 1’intérét de I’AF a différents ages clés de la vie,
des populations les plus jeunes aux plus ageées : chez les personnes agées, chez les femmes
enceintes atteintes de diabéte gestationnel et chez les étudiants. Parmi les pistes de recherche,
plusieurs questions restent encore en suspens. Il faudrait notamment mieux explorer les
déterminants de la mesure d’AF, décrire et avoir des références de la mesure d’AF dans
différents types de populations, établir des seuils spécifiques aux maladies étudiées et décrire

I’évolution a long terme de la mesure d’AF.
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