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1. RESUME SYNOPTIQUE

1.1
Investigateurs-coordonnateurs
Professeur E. E. Baulieu et Professeur F. Forette.

1.2
Nombre de centres
Sept centres.

1.3
Durée de l'étude
Deux ans.

1.4
Délai du recrutement
Trois mois.

1.5
Objectifs de l'étude
L'objectif du protocole DHEAge est d’évaluer l'intérêt d'une supplémentation quotidienne en DHEA chez le sujet âgé de 60 à 79 ans des deux sexes. L’impact sera mesuré selon plusieurs axes : les fonctions cognitives et psychoaffectives, le système immunitaire, la densité et le métabolisme osseux, l’axe somatotrope, le système vasculaire et la peau.

L’étude permettra également de confirmer l’innocuité de l'administration répétée de faibles doses de DHEA pendant un an.

1.6
Schéma de l'étude
Etude en groupe parallèle, randomisée en double aveugle contre placebo chez 280 sujets (140 traités avec la DHEA, 140 avec le placebo).

1.7
Critères d'inclusion
Les sujets sont âgés de 60 à 79 ans et symptomatiques. Ils consultent dans les services de gériatrie pour différents symptômes mis sur le compte de l'âge : anxiété, plainte mnésique, douleurs, asthénie. Ils sont indemnes de toute pathologie sévère. Les sujets sont aptes à comprendre le but et le déroulement de l'essai. Ils signent un consentement éclairé après information. L’inclusion se fait au terme d’un examen clinique complet, d’examens biologiques: créatininémie, bilan hépatique, numération formule sanguine, TSH, PSA et d’un électrocardiogramme.

L’étude inclut 280 sujets âgés de 60 à 79 ans avec un nombre égal d’hommes et de femmes, soit 70 hommes et 70 femmes âgés de moins de 70 ans et 70 hommes et 70 femmes âgés de plus de 70 ans. 

1.8
Traitement à l'étude
La DHEA à la dose de 50 mg ou un placebo est administré par voie orale en une prise matinale pendant 365 jours.

La dose de DHEA a été déterminée en fonction des résultats de l’étude pharmacocinétique et pharmacodynamique qui a été réalisée au Centre d’Investigations cliniques de l’hôpital Broussais auprès de 24 volontaires sains des deux sexes âgés de 60 à 79 ans.

1.9
Déroulement de l'étude
Il s’agit d’une étude multicentrique incluant cinq services de gériatrie situés dans des hôpitaux de l’Assistance Publique-Hôpitaux de Paris - l’hôpital Broca, l’hôpital Sainte-Périne, l’hôpital Charles Foix, l’hôpital de Bicêtre, l’hôpital Paul Brousse - et deux centres privés : l’Observatoire de l’âge et le Centre Jack Senet. Ces sept centres assurent l’inclusion des malades et le suivi de l’étude. Certaines mesures d’impact font appel à la collaboration de plusieurs équipes de recherche situées au sein de l’AP-HP, plus rarement de statut privé. Les experts participant à l'étude sont : le Professeur Guelfi pour les fonctions psychoaffectives, Madame de Rotrou et le Professeur Boller pour les fonctions cognitives, les Professeurs Bach et Galanaud pour les paramètres immunologiques, le Docteur Souberbielle pour les marqueurs osseux, le Professeur Le Bouc pour l'axe somatotrope, le Docteur Raison pour la mesure de la densité osseuse et de la composition corporelle, le Docteur Girerd pour l'exploration vasculaire, le Docteur Roger et le Professeur Debuire pour l'axe endocrinien, le Professeur Fardeau pour la force musculaire, le Docteur de Lacharrière (L'Oréal) pour l'étude de la peau. L’évaluation des sujets a lieu tous les trois mois de M0 à M12 dans les centres gériatriques, à M0, M6 et M12 dans le laboratoire du Professeur Bach et à l'hôpital Sainte Périne pour l'étude de la peau, à M0 et M12 dans le laboratoire du Docteur Girerd et dans le centre du Docteur Raison.

La coordination de l’analyse statistique des données est réalisée par le Professeur Thomas.

1.10
Période d’exclusion
La période d'exclusion pour la participation à un autre protocole de recherche est de six mois.

2. JUSTIFICATION DE L’ETUDE


Introduction

La déhydroépiandrostérone ou prastérone (DHEA) et son sulfate  (S-DHEA) sont des stéroïdes sécrétés chez l’homme par les corticosurrénales. La DHEA, forme libre de l'hormone, est produite en faible quantité, de l’ordre de 2 à 4 mg par jour. Elle a une demi-vie estimée de 15 à 30 mn, semblable à celle d’autres hormones stéroïdes, et une clearance métabolique d'environ 2000 litres par jour (Baulieu et al.1965 ; Baulieu, 1996). Le S-DHEA est sécrété à hauteur de 20 à 25 mg chez l’adulte jeune, sa demi-vie est de 7 à 10 heures et sa clearance de 5 à 20 litres par jour (Baulieu, 1996). En conséquence, les concentrations plasmatiques de ces deux substances sont très différentes, de l'ordre du ng/ml pour la DHEA et du (g/ml pour le S-DHEA. Ces deux substances sont interconvertibles sur le plan métabolique. La sulfatase, enzyme qui réalise la transformation du S-DHEA en DHEA au niveau tissulaire, a une très large répartition dans l'organisme. La sulfotransférase, qui permet la sulfoconjugaison de la DHEA en S-DHEA, a une distribution plus restreinte mais importante au niveau des glandes endocrines stéroïdogènes, du foie, de l’intestin et à un niveau moindre, du système nerveux central et des muscles. 

Le taux sérique du S-DHEA présente la particularité physiologique de décroître de façon régulière, à partir d’un maximum observé selon les sujets entre 20-35 ans, pour atteindre une concentration sérique inférieure à 20 % au cours de la huitième et la neuvième décennies (Orentreich et al., 1984 ; Birkenhager et al., 1996 ; Berr et al., 1996). La corrélation négative entre l'âge et le taux sérique du S-DHEA a été mise en évidence à partir d’études transversales, mais elle a également été retrouvée par trois études longitudinales (Rannevik et al., 1986 ; Orentreich et al., 1992 ; Thomas et al., 1994). Cependant, au sein d'une même tranche d'âge et chez des sujets en apparente bonne santé, il existe une grande variation interindividuelle des taux plasmatiques de S-DHEA (Orentreich et al., 1992). La concentration sanguine de S-DHEA serait une caractéristique individuelle, expliquée en partie par des facteurs génétiques (Rotter et al., 1985 ; Rice et al., 1993 ; Thomas et al., 1994). Chez la femme, les taux de S-DHEA sont habituellement inférieurs à ceux de l'homme, de l'ordre de 10 à 20% (Baulieu, 1996).

Cette décroissance des taux sériques de S-DHEA avec l’avancée en âge a fait suspecter l’implication de ce stéroïde dans le vieillissement physiologique et dans la survenue de pathologies dont l’incidence est fortement liée à l’âge, comme le cancer, l’ostéoporose et les maladies cardiovasculaires. Depuis 30 ans, une recherche importante a été consacrée à cette hormone. Le modèle animal pour l’étude du vieillissement est inadapté : seuls les primates supérieurs ont des taux circulants significatifs mais ils ne se prêtent pas à l’expérimentation. Les rongeurs ont une production de DHEA et de S-DHEA très faible et leur taux sérique de S-DHEA est si bas qu'il est impossible de détecter une éventuelle diminution significative en relation avec l'âge. Si la DHEA a un rôle dans le vieillissement physiologique, il ne pourra être observé que chez l’Homme. Diverses actions pharmacologiques ont été démontrées chez l’animal : une action antitumorale (Boccuzzi et al., 1992), une action antivirale (Loria et al., 1992), un effet positif sur la mémoire (Flood et al., 1988) et un effet antiathérogène (Gordon et al., 1988). Il faut noter que les doses administrées étaient très élevées, que les mécanismes d’action ne sont pas connus et qu’en particulier les conditions expérimentales ont impliqué la formation d’une quantité importante de métabolites actifs comme la testostérone elle-même, ce qui rend la transposition à l’homme risquée et donc inappropriée.

Plusieurs modes d’action de la DHEA ont été évoqués : transformation au niveau tissulaire de la DHEA en hormones sexuelles actives comme on l’a déjà vu (Ebeling et Koivisto, 1994). Il existe un effet antiglucocorticostéroïde, notamment au niveau du système immunologique (Herbert, 1995). On a mis en évidence, particulièrement avec le sulfate, la modulation de plusieurs récepteurs membranaires des neuro-transmetteurs au niveau du système nerveux central (Monnet et al., 1995 ; Baulieu et Robel 1996). On a aussi évoqué un effet d’inhibition de l’activité enzymatique de la Glucose-6-phosphate-déhydrogénase avec son impact éventuel sur la production de radicaux libres (Feo et Pascale 1990 ; Robel et Baulieu 1994). Cet effet n’est observé qu’à des concentrations extrêmement élevées. Malgré certaines publications, il n’y a pas d’indication sérieuse sur l’existence d’un récepteur intracellulaire spécifique de la DHEA.

L'ensemble des données de la littérature et les limites inhérentes au modèle animal ont conduit plusieurs chercheurs à réaliser des essais thérapeutiques chez l'Homme pour mesurer l'efficacité de la DHEA, et notamment celle d'une dose substitutive de DHEA venant compenser  la perte liée à l'âge (Casson et al., 1993 ; Van Vollenhoven et al., 1995 ; Yen et al., 1995). Les résultats de ces essais ne permettent pas de se faire une idée définitive sur les effets de la DHEA. Mais on peut les considérer comme prometteurs. En effet, certains vont dans le même sens que les données pharmacologiques observées chez l’animal. D’autres données concernant  l'amélioration de la sensation de “bien-être” chez les sujets traités peuvent être corrélées aux données épidémiologiques recueillies au niveau d’une population générale (Berr et al., 1996).

La vente libre de la DHEA en Amérique du Nord et dans quelques pays Européens, et de toute façon sur Internet, conduit à une automédication mal contrôlée. L'absence actuelle de consensus scientifique sur l'efficacité et l'innocuité d'une supplémentation en DHEA chez le sujet âgé montre la nécessité de réaliser rapidement des essais randomisés à grande échelle. Cette urgence est soulignée par de nombreux auteurs dans des articles publiés récemment (Herbert, 1995 ; Nestler, 1996 ; Baulieu, 1996 ; Weksler, 1996). Ces auteurs insistent également sur l’importance de ne pas se limiter à mesurer un seul effet en raison des nombreux systèmes au niveau desquels une action de la DHEA est suspectée (Herbert, 1995 ; Nestler, 1996 ; Baulieu, 1996).               


1. Impact sur les fonctions cognitives et psycho-affectives
L’atteinte des fonctions cognitives et la présence de troubles thymiques chez le sujet âgé sont considérées comme des problèmes importants de santé publique (Addonizio et Alexopoulos, 1993). Dans la population générale âgée de plus de 60 ans, la prévalence des symptômes significatifs de troubles des fonctions cognitives se situe entre 10 et 20% (Glasser et al., 1994). Le suivi sur huit ans de patients ayant présenté une pseudo-démence dépressive a montré que 89% d’entre eux ont développé ensuite une vraie démence (Addonizio et Alexopoulos, 1993). Cette étude illustre le lien existant entre troubles cognitifs et troubles thymiques. Le risque de mortalité à 3 ans, chez des personnes âgées de plus de 65 ans ayant des scores cognitifs bas, est 3,5 fois supérieur à celui des individus ayant des scores cognitifs plus élevés (Berr et al., 1994). 

Chez le sujet de plus de 65 ans, le taux de prévalence des symptômes de dépression, toutes causes confondues, est évalué entre 10 et 25 % et celui de l’épisode dépressif majeur ou de dépression chronique entre 2 et 5% (Glasser et al., 1994 ; Berr et al., 1996 ; Clément et Léger, 1996). Ceci souligne la fréquence relativement élevée (10 à 15%) des troubles dépressifs moins bien caractérisés, appelés états dysphoriques ou dysthymiques.

Très tôt, sur le plan expérimental, une action cérébrale de la DHEA a été suspectée. La recherche dans ce domaine a été très importante, du fait des implications potentielles dans le développement du système nerveux central, le maintien des processus cognitifs ou la modulation des comportements (Majewska, 1995 ; Robel et Baulieu, 1995). 

La DHEA et son sulfate sont maintenant considérés comme des neurostéroïdes même si la description de leurs voies biosynthétiques n'a pas encore été complètement établie (Baulieu et Robel, 1996). La DHEA est retrouvée chez l’Homme dans toutes les régions du cerveau à des doses 6,5 fois supérieures à celles du plasma (Lacroix et al., 1987 ; Lanthier et Patwardhan, 1986). La présence intracérébrale de la DHEA est indépendante d’une production périphérique ce qui suggère une production intracérébrale (Baulieu et Robel, 1996). Le S-DHEA passe difficilement la barrière hématoencéphalique (Robel et Baulieu, 1995). 

La DHEA et le S-DHEA agissent sur différents récepteurs membranaires du système nerveux central., Ce sont des antagonistes des récepteurs GABAA comme l'est le sulfate de prégnénolone ; cependant, leurs sites d’action sont distincts. Le S-DHEA, par une action directe, potentialise faiblement l’effet du glutamate par l’intermédiaire des récepteurs NMDA et significativement par le récepteur sigma (Wu et al., 1991 ; Monnet et al., 1995). En effet, le S-DHEA est un agoniste sigma, induisant une potentialisation de la libération de la norépinéphrine induite par le NMDA dans l’hippocampe (Monnet et al., 1995). L’effet antagoniste du GABAA et agoniste NMDA et sigma, confère au S-DHEA un rôle de neurostéroïde excitateur (Robel et Baulieu, 1995). De plus, le S-DHEA bloque les canaux calciques de l’hippocampe, ce qui module l’excitabilité neuronale (Robel et Baulieu, 1995).

Vieillissement des aptitudes cognitives
Les études longitudinales et transversales ont permis de mieux cerner l’âge moyen d’apparition du déclin des aptitudes cognitives, son amplitude et son évolution différentielle (Poitrenaud, 1995 ; Boller et al., 1996). En effet, presque toutes les aptitudes cognitives (processus d’attention, fonctions exécutives, langage, mémoire) subissent un déclin au cours du vieillissement avec cependant une variabilité interindividuelle directement et fortement liée à l’âge. Le vieillissement cognitif est difficile à étudier ; les différents travaux ont utilisé des méthodes d’évaluations quantitatives reposant sur l’emploi de tests psychométriques. Les résultats de ces études doivent être considérés avec prudence, car aucune n’a appréhendé les fonctions cognitives dans le cadre d’une étude longitudinale allant de 20 à 80 ans.

Les aptitudes intellectuelles ne se modifient pas ou peu avant 60 ans. Certains tests enregistrent ensuite une baisse des performances entre 65 et 75 ans selon les individus (Poitrenaud, 1995 ; Boller et al., 1996). Les processus attentionnels s’altèrent précocement avant 55 ans pour les tâches complexes nouvelles et plus tardivement après 65 et 75 ans pour les tâches simples ou automatiques. Il s’agirait d’une altération des processus attentionnels inhibiteurs qui se traduit par le maintien des informations non pertinentes. Pour les fonctions exécutives, c’est-à-dire la capacité d’inférence, de flexibilité et d’évaluation des résultats, l’ensemble des études note une baisse réelle entre 65 et 75 ans du niveau relatif des performances. Le langage est la fonction la mieux maintenue. Cependant le lexique (dénomination et fluence verbale) baisse nettement après 70 ans. Les fonctions mnésiques déclinent plus tôt que les autres fonctions mais également de façon différentielle. La mémoire épisodique concernant la mémoire biographique récente est atteinte en premier à partir de 55 ans (Rapp et Heindel, 1994 ; Poitrenaud, 1995). La mémoire des faits anciens et certains aspects de la mémoire sémantique se maintiennent jusqu’à 75 ans et plus. La mémoire à court terme (mémoire immédiate) s’altère progressivement entre 65 et 75 ans selon les sujets. La fonction mnésique qui semble le mieux préservée au cours de l’âge est la mémoire procédurale (mémoire des aptitudes). Les différentes fonctions cognitives sont en étroite interaction. Ainsi l'association fonctionnelle mémoire-attention-rapidité mentale est très sensible aux effets de l’âge (Poitrenaud, 1995).

D’un point de vue clinique, la rubrique “déclin cognitif lié à l’âge“ vient d’être ajoutée dans la dernière version du DSM et ce, de façon distincte de celle des démences. De même, le terme de “troubles de la mémoire associés à l’âge“ (age-associated memory impairment ou AAMI) a été proposé. La prévalence de ce trouble se situe entre 4,6-38,4% selon les critères d’inclusion (Dal Forno et Kawas, 1995).

Rôle potentiel de la DHEA et de son sulfate sur les fonctions cognitives
Les effets neuromodulateurs de la DHEA et du S-DHEA sur les récepteurs membranaires évoquent un rôle potentiel dans la plasticité neuronale et dans les processus mnésiques. Un effet neuroprotecteur a été montré à partir de cultures de neurones de souris (Roberts et al., 1987). Le système cholinergique impliqué dans les processus mnésiques est en interaction avec le système glutamatergique (NMDA) qui exerce une action inhibitrice ou excitatrice et le système gabaergique (GABA) qui inhibe l’action de l’acétylcholine (Giovanni et al., 1994 ; Aigner, 1995). Le rôle des récepteurs GABA hippocampiques dans l’apprentissage et la mémorisation a été mis en évidence par le fait que les antagonistes du GABA facilitent l’effet dénommé potentialisation à long terme (long-term potentiation, LTP). Cet effet synaptique est considéré comme fondamental dans la mémorisation à long terme (Majewska, 1995). Plusieurs travaux ont exploré l’action cognitivo-comportementale des neurostéroïdes chez l’animal (Robel et al., 1995). Chez le rat âgé, une étude a trouvé une corrélation positive entre les performances mnésiques visuo-spatiales et le taux dans l'hippocampe de sulfate de prégnénolone qui a une action proche de celle du S-DHEA (Robel et al., 1995). Plusieurs auteurs, en utilisant des modèles différents d’étude de la mémoire, ont montré que l’administration intracérébrale ou sous-cutanée de DHEA ou du S-DHEA améliore les capacités mnésiques chez la souris (Roberts et al., 1987 ; Flood et al., 1988 ; Flood et al., 1988). Cependant, les tests mnésiques employés dans ces études comportent une récompense ou une punition ce qui rend l’interprétation des résultats délicats, du fait de la participation affective. Le S-DHEA est présent à un taux très abondant chez l’Homme et faible chez le rongeur ce qui suggère un rôle mnésique physiologique du S-DHEA du fait d'effets similaires avec le sulfate de prégnénolone (Robel et al., 1995). 

Chez l'Homme au début des années 90, on considérait qu'un taux plasmatique bas de S-DHEA était un marqueur biologique de démence de type Alzheimer (Sunderland et al., 1989 ; Roberts et Fitten, 1990). Les dernières études n'ont pas retrouvé cette corrélation, notamment lorsque le taux était ajusté sur l’âge (Leblhuber et al., 1991 ; Schneider et al., 1992 ; Barrett-Connor et Edelstein, 1994 ; Legrain et al., 1995). Deux études plaident en faveur d'un effet positif de l’administration de la DHEA sur certaines composantes de la mémoire. Chez une femme, qui avait des fonctions mnésiques altérées depuis plusieurs années, l’administration de DHEA à de très fortes doses pendant deux mois a amélioré significativement certaines performances de la mémoire à long terme, observées lors de plusieurs tâches explicites (Bonnet et Brown, 1990). Par contre, la mémoire immédiate et la reconnaissance des images n'ont pas été facilitées par la prise du produit. Dans un groupe de 10 volontaires sains dont la moyenne d’âge est de 25 ans, l’administration orale de DHEA (500 mg) une heure avant l’endormissement a augmenté de façon significative la durée des phases de REM (Rapid Eye Movement) au cours de la nuit alors que les autres phases restaient non modifiées (Friess et al., 1995). La phase de REM est impliquée dans les processus de consolidation de la mémoire à long terme. Les benzodiazépines, agonistes des récepteurs GABA, sont incriminées dans la diminution de la durée des phases de REM (Majewska, 1995).

Ces travaux suggèrent un effet potentiel de l'administration de la DHEA sur le maintien des fonctions cognitives, qui mérite d'être mieux précisé.

Fonctions psycho-affectives et vieillissement
Les troubles de l’humeur d’apparition tardive posent des problèmes cliniques et thérapeutiques difficiles et sont souvent associés à des maladies somatiques ainsi qu’à des handicaps de gravité variable. La dépression chez le sujet âgé prend des masques symptomatiques très variés, parfois trompeurs, qui peuvent orienter à tort vers une maladie physique, une autre maladie psychiatrique voire le vieillissement lui-même (Clément et Léger, 1996). Par exemple, la dépression peut être masquée par une anxiété majeure ou se présenter comme une anhédonie. Dans ce dernier cas, le sujet peut exprimer une sensation de vide intérieur, une impossibilité de penser, de raisonner et d'accomplir une tâche (Clément et Léger, 1996). L'existence d'une anxiété et d'une anhédonie ne permettent pas d'évaluer de façon fiable les fonctions cognitives.

Rôle potentiel de la DHEA sur les fonctions psycho-affectives et la sensation de bien-être
L'administration de la DHEA n'a pas été évaluée dans les modèles animaux de dépression. Cependant les études réalisées chez l'Homme rapportent, toutes, des modifications de la santé subjective.

Des études ouvertes ont concerné des sujets ayant différentes pathologies, telles une schizophrénie (Strauss et al., 1952), une immaturité avec des troubles de personnalité (Sands et Chamberlain, 1952), une maladie d’Alzheimer (Roberts et Fitten, 1990), une sclérose en plaque (Calabrese et al., 1990), un lupus érythémateux (van Vollenhoven et al., 1995), une dépression majeure (Wolkowitz et al., 1995). Tous les investigateurs rapportent une amélioration de l‘humeur, des niveaux d’énergie, de confiance, d’intérêt et d’activité. De plus, ces données sont confortées par une étude contrôlée réalisée chez 30 sujets âgés de 40 à 70 ans avec administration de 50 mg/j de DHEA pendant 12 semaines. Une augmentation de la sensation de bien-être, évaluée par l’échelle General Well-being (GWB) de Dupuy, a été rapportée par trois sujets sur quatre (Morales et al., 1994). Aucune modification de la libido n'a été notée.

Ainsi, il semble que, chez l’Homme, l’administration de DHEA induise une sédation de l’anxiété, qu'elle améliore l’éveil et apporte une meilleure capacité à éprouver du plaisir (Majewska, 1995). Ceci suggère un rôle bénéfique de la DHEA sur la sensation de bien-être et sur une symptomatologie sub-dépressive.

2. Prévention de l’immunosénescence
Le dysfonctionnement du système immunitaire observé au cours du vieillissement, ou immunosénescence, se traduit biologiquement par la réduction ou l’amplification de certaines activités immunologiques. La réponse immunitaire, déviée de son but, devient à la fois inefficace et inappropriée. Cette immunosénescence explique la plus grande susceptibilité aux maladies infectieuses des personnes âgées et leur moins bonne réponse à une primo-vaccination. Il est probable que cette défaillance de la surveillance immunitaire facilite la carcinogénèse, ce qui pourrait expliquer l’augmentation de l’incidence des cancers observée avec l’âge. Les centenaires ont par contre gardé intactes certaines fonctions immunitaires (Proust, 1994 ; Franceschi et al., 1995).

Les principales caractéristiques de l'immunosénescence
Chez les personnes âgées, les altérations phénotypiques et fonctionnelles touchent les lymphocytes T, les lymphocytes B et les macrophages (Araneo et al., 1993 ; Proust, 1994). Il existe une diminution significative des activités auxiliaires et cytotoxiques des lymphocytes T. Plus précisément, on note une diminution de l’activité de la sous-population T auxiliaire 1 (Th1) qui intervient principalement dans l’immunité cellulaire et une exaltation de l’activité de la sous-population T auxiliaire 2 (Th2) qui promeut préférentiellement l’immunité humorale (Proust, 1994). In vitro, il existe une diminution linéaire avec l’âge de la prolifération cellulaire des lymphocytes T en présence d’un mitogène, comme la Phytohémagglutinine ou PHA  (Murasko et al., 1987). Ce déclin semble apparent jusqu’à l’âge de 70 ans, la réponse se stabilisant ultérieurement. Avec l’âge, on observe également un déséquilibre dans la sécrétion des cytokines, avec notamment une diminution de la production d’IL2  et une augmentation de la production d’IL-6, d’IL-10 et d’Interféron ( (Proust, 1994 ; Spencer et al., 1995). Chez le sujet adulte jeune immunocompétent, la production d’IL-6 est régulée de façon très stricte et cette cytokine n’est pas détectable dans le sérum (Ershler et al., 1993). Ceci níest plus vrai chez le sujet âgé ; les taux sériques d’IL6 sont positivement corrélés avec l’âge (Ershler et al., 1993 ; Daynes et al., 1993 ; McKane et al., 1994 ; Spencer et al., 1995). L’activité Natural Killer (NK) semblait diminuer avec l’âge (Proust, 1994), mais plusieurs auteurs ont retrouvé un maintien, voire une augmentation de l’activité NK chez des sujets très âgés en bonne santé (Murasko et al., 1986 ; Krishnaraj et Blandford, 1987 ; Sansoni et al., 1993 ; Franceschi et al., 1995). Au cours du vieillissement, on note une diminution du nombre de cellules B circulantes avec une augmentation du taux sérique des immunoglobulines IgG et des IgA (Paganelli et al., 1992) ; la production d’anticorps par les lymphocytes B dérive habituellement vers la production d’auto-anticorps ; mais, chez les sujets centenaires, la prévalence du taux des auto-anticorps spécifiques d’organes est très faible (Proust, 1994 ; Franceschi et al., 1995). L’hormone de croissance (GH), l’Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), la 1-25 OH Vitamine D3 et la mélatonine peuvent corriger certaines anomalies de l’immunosénescence. 

L'action immuno-modulatrice de la DHEA
De nombreux travaux expérimentaux plaident en faveur d’une action immuno-modulatrice de la DHEA au niveau des lymphocytes T, des lymphocytes B et des monocytes.

La DHEA est un puissant inducteur de la production d’IL-2 par des lymphocytes T activés. Cela a été montré en traitant par la DHEA, d’une part des souris normales ou recevant des glucocorticoïdes, d’autre part des lymphocytes humains CD4 + en culture qui sont ensuite stimulés (Daynes et al., 1990 ; Suzuki et al., 1991). L’augmentation de l’expression de l’ARN messager de l’IL-2 est en faveur d’une augmentation de la transcription du gêne de l’IL-2 (Suzuki et al., 1991). Cette action de la DHEA s’oppose à celle des glucocorticoïdes qui diminuent la sécrétion d’IL-2 (Daynes et al., 1990). L’apport de DHEA à des souris âgées fait disparaître la production spontanée d’Interféron ( et d’IL-6 (Spencer et al., 1995). Cette action sur l’IL-6 est retrouvée avec le (5-androstènediol, métabolite de la DHEA capable d’activer les récepteurs des estrogènes, mais pas avec l’androstènedione (Daynes et al., 1993) ; la synthèse par les lymphocytes B d’immunoglobulines et d’auto-anticorps diminue également (Daynes et al., 1993). La DHEA potentialiserait l’effet cytotoxique de monocytes humains stimulés par la présence de lipopolysaccharide, action non observée avec la dihydrotestostérone ou le 17(-estradiol (Mc Lachlan et al., 1996).

In vivo, les animaux traités résistent mieux aux infections virales que les autres (Loria et al., 1988) et l’apport de DHEA améliore leur réponse vaccinale (Araneo et al., 1993). Un effet antitumoral chez les rongeurs a été mis en évidence (Gordon et al.1987).

A l’échelon cellulaire, plusieurs mécanismes sont invoqués pour expliquer l’action immuno-modulatrice de la DHEA : rôle régulateur du S-DHEA sur l’activité des péroxisomes intracellulaires (Spencer et al., 1995), action par l’intermédiaire de son métabolite le (5-androstènediol (Daynes et al., 1993), action indirecte par le biais de l’IGF-1 (Yen et al., 1995).

Les essais thérapeutiques chez l'homme
Ces résultats expérimentaux ont incité plusieurs auteurs à entreprendre chez l’Homme des essais thérapeutiques. Chez 11 femmes ménopausées, la prise de 50 mg de DHEA par jour pendant 3 semaines a entraîné une augmentation franche du nombre et de l’activité cytotoxique des cellules NK (Casson et al., 1993). Ces résultats ont été confirmés par Yen sur une durée plus longue de 5 mois chez 9 hommes âgés en bonne santé (Yen et al., 1995). Il a également été noté une augmentation du taux sÈrique d’IGF-1, une augmentation du nombre de cellules T exprimant le récepteur de l’IL-2 et une augmentation du taux sérique du récepteur soluble de l’IL-2 (sIL-2R). La plupart de ces modifications sont apparues avec une latence de 10 à 12 semaines (Yen et al., 1995). Une autre étude a montré que la prise de 50 mg de DHEA par des sujets âgés institutionnalisas, lors d’une vaccination antigrippale et pendant 48 heures, améliorait de façon nette le titre d’anticorps obtenu, effet non observé avec la vaccination antitétanique (Araneo et al., 1995). Enfin, une amélioration clinique a été constatée chez 28 femmes ayant un lupus érythémateux au terme d’un essai réalisé avec 200 mg de DHEA par jour pendant 3 mois en double aveugle et contre placebo. Les malades lupiques ont, en effet, un défaut de production d’IL-2,  souvent des taux bas de S-DHEA et les hormones sexuelles jouent un rôle important dans cette maladie. Les signes d’activité de la maladie ont diminué sous DHEA, ce qui a permis de baisser les doses de corticoïdes (Van Vollenhoven et al., 1995).

L’ensemble de ces données justifie l’intégration d’une partie immunologique dans l’essai clinique DHEAge, afin de savoir si la DHEA restaure réellement certaines fonctions immunologiques altérées avec l’âge.

3. Correction du vieillissement de l’axe somatotrope

Certains symptômes du vieillissement s'apparentent à ceux observés chez les sujets ayant un déficit en hormone de croissance : diminution de la masse maigre, de la force musculaire, de la masse osseuse et de l'épaisseur de la peau, altération de l'état de bien-être et augmentation de la masse grasse (Corpas et al., 1993). Les sécrétions de l'hormone de croissance (GH) et du facteur de croissance, l’Insulin-like Growth Factor (IGF-1) s'altèrent avec l'âge. Comme l’apport de DHEA augmente les taux sériques d’IGF-1 (Morales et al., 1994), il paraît indispensable d’évaluer, dans le cadre de cette étude, un éventuel impact de la prise de DHEA sur les concentrations sériques d’IGF-1.
La GH est synthétisée par l'hypophyse sous le contrôle de deux hormones hypothalamiques, le GHRH et la somatostatine (Brazeau et al., 1973 ; Rivier et al., 1982). La GH a une action directe sur les tissus périphériques tels le foie, le cartilage, l'os et le tissu adipeux (Goodman, 1981 ; Isaksson et al., 1982). Elle a également une action indirecte par l'intermédiaire de l'IGF-1, qui, par rétrocontrôle, inhibe la synthèse de GH (Berelowiz et al., 1981). La GH, en se liant à ses récepteurs membranaires, stimule la production d'IGF-1 au niveau du foie (Thissen et al., 1994). L'IGF-1 et la GH ont des propriétés anabolisantes (Jones et Clemmons, 1995). L’IGF-1 a un effet stimulant sur la croissance cellulaire (Jones et Clemmons, 1995). L’IGFBP-3 est la principale protéine porteuse de l'IGF-1. Toutes les  protéines porteuses IGFBP peuvent avoir un effet modulateur (activateur ou inhibiteur) de l'action de l’IGF-1 au niveau tissulaire, voire un effet propre (Jones et Clemmons, 1995).

Avec l’avancée en âge, il existe une diminution progressive de la sécrétion de GH qui se traduit par une baisse des concentrations plasmatiques de l’hormone (Ho et al., 1987 ; Iranmesh et al., 1991). Concernant les taux sériques d’IGF-1, la diminution varie d’un sujet à l’autre (Vance, 1990). Les taux d'IGF-1 sont inférieurs à ceux observés chez l’adulte jeune chez 11 % des sujets de la 4ème décennie et chez 55 % de ceux appartenant à la 9ème décennie (Rudman et al., 1981). La concentration sérique moyenne d'IGF-1 chez les sujets de 70 ans est environ égale à la moitié de celle des sujets de 30 ans (Clemmons et Van Wyck, 1984). Les taux circulants d’IGFBP-3 diminuent avec l’âge, dans les deux sexes (Corpas et al., 1993).
Modifications de la composition corporelle avec l’âge
L’absorptiométrie biphotonique à rayons X (DEXA) est une mesure fiable et précise qui permet de mesurer les variations de la composition corporelle au cours du vieillissement (Svendsen et al., 1991 ; Weltman et al., 1994 ; Svendsen et al., 1995). Ce dernier est associé à un gain de masse grasse avec une répartition centrale préférentielle et à une perte de masse maigre (Cohn et al., 1976 ; Svendsen et al., 1995). La masse maigre diminue de 27 % chez l’homme et de 15% chez la femme entre 25 et 70 ans ; la masse grasse augmente de 18% chez l'homme et de 12% chez la femme entre 18 et 85 ans (Forbes et Reina, 1970 ; Novack, 1972).

Les taux d’IGF-1 sont inversement corrélés à l’adiposité (Rudman et al., 1981). Une étude réalisée chez des sujets de 17 à 83 ans a montré une corrélation négative, indépendante de l’âge, entre le BMI et le taux d’IGF-1 chez l’homme mais pas chez la femme (Copeland et al., 1990).
Effets de l’administration de GH
Pour pallier la baisse de sécrétion de la GH observée avec l’âge, des études de supplémentation ont été menées chez des hommes et des femmes âgés en bonne santé (Marcus et al., 1990 ; Rudman et al., 1990 ; Thompson et al., 1995). Elles montrent toutes une augmentation des taux d’IGF-1 et une augmentation de la synthèse protéique et/ou de la masse maigre. L’étude de Rudman a été réalisée contre placebo sur une période de six mois et chez 12 hommes âgés de 61 à 81 ans ayant des taux bas d’IGF-1. Elle a montré une diminution de 14 % de la masse grasse et une augmentation significative de la masse maigre (8,8%), de la densité osseuse lombaire et de l’épaisseur de la peau. Dans le groupe contrôle, la masse maigre a diminué de 3 % sur un an, ce qui suggère que des sujets âgés ayant des taux bas d’IGF-1 perdent leur masse maigre à un rythme 5 à 6 fois supérieur à ce qui était attendu. Chez les sujets traités, il a été noté une augmentation de la pression systolique et de la glycémie à jeun (Rudman et al.1990). L’administration de GH s’accompagne de nombreux effets indésirables qui limitent son utilisation (Schwartz, 1995).

Effets potentiels de la DHEA sur l’axe somatotrope
Du fait d’un certain parallélisme entre l’axe GH/IGF-1 et la DHEA, les deux déclinant avec l’âge, des auteurs ont émis l’hypothèse que ces changements pouvaient être interdépendants. Ainsi, l’équipe de Yen a mesuré les effets sur l’axe somatotrope d’une supplémentation en DHEA. 

Une étude croisée avec 50 mg/j de DHEA contre placebo, pendant six mois, a montré chez 13 hommes et 17 femmes âgés de 40 à 70 ans une augmentation de 10 % des taux d’IGF-1 et une baisse de 20 % de l’IGFBP-1. Par contre, les taux de GH et d’IGFBP-3 étaient inchangés. Chez les sujets traités, il a été noté une amélioration franche du bien-être évalué par l’échelle de Dupuy (Morales et al., 1994). L’administration de 100 mg/j de DHEA pendant un an à 8 hommes et 8 femmes âgés de 50 à 65 ans retrouve une élévation des taux d’IGF-1 qui est la plus importante chez les sujets dont les taux de base de S-DHEA sont les plus bas. La composition corporelle, mesurée par DEXA, ne montre pas de modification significative de la masse maigre, mais chez les hommes, il existe une baisse significative de la masse grasse. La force musculaire quadricipitale est également accrue chez les hommes (Morales et al., sous presse). Mais la petite taille de l’échantillon n’autorise aucune conclusion définitive. Il faut bien noter que la prise de DHEA n'influence pas les taux de GH.

L’ensemble de ces données incite à inclure dans l’étude DHEAge une mesure des taux sériques d’IGF-1.Des mesures de la composition corporelle et de la force musculaire sont également prévues (voir chapitre 6).
4. Prévention du vieillissement vasculaire

Dès 1959, une action antiathérogénique de la DHEA a été suspectée, comme le rapporte Kask dans sa revue de littérature sur les relations entre les maladies cardiovasculaires et les 17-cétostéroïdes ! (Kask, 1959). En 1996, celle-ci n'est toujours pas prouvée. Cependant, une meilleure connaissance des processus contribuant au vieillissement des artères et la mise au point de nouvelles techniques d'exploration non-invasive ont conduit à inclure une évaluation vasculaire dans l'étude DHEAge.

Les conséquences du vieillissement sur le système vasculaire
Les modifications du système artériel qui accompagnent le vieillissement comportent des modifications structurales et des altérations fonctionnelles. Les modifications de la structure sont : une dilatation de la lumière artérielle, un allongement des vaisseaux de gros calibre et un épaississement de la paroi artérielle. Le vieillissement s'accompagne de lésions d'artériosclérose qui touchent l'intima (épaississement) et la média (enrichissement en collagène et diminution de l'élastine), et des lésions d'athérosclérose qui sont localisées sur des sites préférentiels (bifurcations et courbures artérielles). Les modifications de la fonction artérielle sont évaluées par une diminution de la compliance artérielle dont la traduction clinique est l'augmentation de la pression différentielle (pression pulsée). Bien que les modifications observées sur le système artériel au cours de l'hypertension artérielle soient classiquement comparées à celles observées au cours du vieillissement, les données récentes indiquent que les lésions artérielles de l'hypertension artérielle ne peuvent pas être considérées comme un vieillissement accéléré (Benetos et al., 1993 ; Laurent et al., 1996 ).

Les mécanismes qui conduisent au vieillissement vasculaire sont largement inconnus. Mais si l'on étudie deux artères de structure histologique et de propriétés fonctionnelles différentes, l'artère radiale (artère musculaire de petit calibre) et l'artère carotide (artère élastique de gros calibre), les conséquences du vieillissement ne sont pas comparables avec une prédominance des lésions d'artériosclérose pour l'artère radiale et de lésions d'athérosclérose pour l'artère carotide (Laurent et al., 1996 ). La géométrie artérielle (diamètre et épaisseur) n'évolue pas de façon comparable avec le vieillissement selon le site artériel. Le diamètre artériel augmente avec l'âge sur les artères élastiques mais pas sur les artères musculaires, alors que l'épaisseur artérielle augmente avec l'âge sur les deux territoires. Le taux d'homocystéine plasmatique qui augmente avec le vieillissement est corrélé aux modifications du diamètre artériel indépendamment des autres facteurs explicatifs (Girerd, données non publiées ). 
Données épidémiologiques et expérimentales sur une éventuelle action protectrice cardiovasculaire de la DHEA
La publication en 1986 des résultats de l’étude prospective de Barrett-Connor a entraîné un regain d’intérêt pour la DHEA (Barrett-Connor et al.,1986). Cette étude, réalisée auprès de 249 hommes âgés de 50 à 79 ans, a montré une corrélation significative et inverse entre les concentrations de S-DHEA mesurées initialement et la mortalité cardiovasculaire recueillie 12 ans plus tard. Cette corrélation avec la mortalité cardiovasculaire, et de façon plus précise avec la mortalité secondaire à une coronaropathie, persistait après ajustement sur l’âge et les principaux facteurs de risque vasculaire. Lacroix et coll. ont confirmé ces données en comparant les taux de S-DHEA ajustés sur l'âge de 81 hommes décédés d'infarctus du myocarde à ceux de 476 hommes indemnes de toute coronaropathie (Lacroix et al., 1992). Barrett-Connor n’a pas retrouvé de relation similaire chez 289 femmes ménopausées, âgées de 60 à 79 ans (Barrett-Connor et Khaw, 1987).

Les données épidémiologiques concernant les relations entre le S-DHEA et la morbidité cardiovasculaire ont été  obtenues le plus souvent à partir d’études cas-témoin et elles sont contradictoires. L’étude récente de Mitchell et coll. a retrouvé des taux significativement abaissés de S-DHEA chez des hommes âgés de moins de 56 ans ayant fait un infarctus du myocarde par rapport à ceux de sujets témoins (Mitchell et al., 1994). Cette relation persiste après ajustement sur le taux de plusieurs lipides et l’index de masse corporelle (ou BMI). L'étude de Lacroix et coll. réalisée sur une période de 18 ans n’a pas retrouvé de corrélation significative entre le taux initial de S-DHEA et la survenue ultérieure d'un infarctus du myocarde non mortel (Lacroix et al., 1992). Herrington et coll. ont mesuré les taux sériques de S-DHEA et de DHEA chez 103 hommes et 103 femmes d’âge moyen avant la réalisation d’une coronarographie (Herrington et al., 1990). Les taux plasmatiques de S-DHEA étaient significativement plus bas chez ceux qui avaient au moins une sténose coronarienne de plus de 50% que chez ceux qui n’en avaient pas. De plus, les taux de S-DHEA étaient inversement corrélés au nombre de coronaires atteintes et cette association était indépendante de l’âge et des autres facteurs de risque vasculaire. Chez les femmes, aucune association n’a été retrouvée entre les taux plasmatiques de DHEA ou de S-DHEA et la maladie coronaire. Les mêmes auteurs ont dosé la DHEA libre et le S-DHEA chez 61 sujets ayant subi une transplantation cardiaque et ayant survécu plus d'un an (Herrington et al 1995). Les 11 sujets, qui ont développé une vasculopathie, avaient des taux plasmatiques de DHEA totale et libre plus bas que ceux indemnes de toute vasculopathie.

L'existence d'une relation significative entre les taux sériques de S-DHEA et certains facteurs de risque cardiovasculaire, comme l’hypertension artérielle, l’hypercholestérolÈmie, l’hyperglycémie, l’index de masse corporelle (ou BMI) n'est pas démontrée chez l'homme (Barrett Connor et al., 1986, Lacroix et al., 1992). Barrett Connor, dans une étude transversale réalisée chez 659 femmes ménopausées, a montré une corrélation positive et significative entre les taux de S-DHEA et le rapport taille - hanche, l’existence d’un diabète non insulino-dépendant et une intolérance au glucose, mais pas avec le BMI (Barrett Connor et Ferrara 1996). Les fumeurs, dans les deux sexes, ont des concentrations de S-DHEA plus élevées que les non-fumeurs, même après ajustement sur l’âge et le BMI (Barrett Connor et al., 1986, Khaw et al 988, Lacroix et al., 1992).
L'administration de DHEA ‡ divers animaux de laboratoire a souvent été probante au niveau des facteurs de risque cardiovasculaire. Ainsi, une action hypocholestérolémiante a été retrouvée chez le rongeur (Ben David et al., 1967), le chien (Kurzman et al., 1990), et le singe Rhésus (Haffa et al., 1994). L’apport de DHEA à des souris diabétiques prévient la survenue d’hyperglycémies et le développement d’un diabète sévère (Coleman et al., 1982). L'apport oral de DHEA à des animaux nourris au cholestérol et soumis à différents modèles de blessure vasculaire a un effet  protecteur vis à vis de l'athérosclérose (Gordon et al., 1988 ; Eich et al.,1993).

Chez l'Homme, des essais cliniques ont été réalisés avec des doses très variables de DHEA allant de 50 à 1600 mg par jour. Leur objectif était de mesurer un impact éventuel sur certains facteurs de risque vasculaire. Les résultats sont discordants sur les paramètres lipidiques et non concluants sur le plan de la tolérance glucidique et de l’obésité ( Nestler et al., 1988 ; Mortola et Yen, 1990 ; Morales et al., 1995 ; Nestler, 1996 ).

Modes d’action possibles de la DHEA
La différenciation et la prolifération de cellules musculaires lisses et des fibroblastes sont impliquées dans la survenue des lésions d'athérosclérose. Divers travaux expérimentaux ont montré que la DHEA inhibe la croissance et la différenciation de fibroblastes en culture (Gordon et al., 1986). L'activation plaquettaire est impliquée dans l'athérogénèse, surtout en réponse à des altérations vasculaires. L'aggrégation plaquettaire et la synthèse de thromboxane sont augmentées au cours du vieillissement. La DHEA inhibe l'aggrégation plaquettaire chez l'Homme, in vitro et in vivo (Jesse et al., 1995). Comme les plaquettes sont anucléées, le mécanisme d'action de la DHEA suppose un mécanisme non génomique, différent de celui des autres stéroïdes.

En conclusion, un taux bas de S-DHEA est peut-être un facteur de risque de maladie cardiovasculaire sévère chez l’homme, mais il ne semble pas l’être chez la femme. Cette spécificité liée au sexe pourrait s'expliquer par des différences observées dans le métabolisme de la DHEA et de son sulfate. Ainsi, le poids des facteurs héréditaires sur le taux circulant de S-DHEA semble plus important chez la femme que chez l’homme (Rice et al., 1993) et, chez l'homme seulement, un taux élevé d'insuline réduit les taux circulants de DHEA et de S-DHEA (Nestler, 1996).

Les données dont on dispose ne permettent pas de conclure que la DHEA a ou non une action protectrice sur le système vasculaire et l'impact chez l'Homme d'une administration de DHEA n'a jamais été évalué. La validation de techniques permettant une exploration précise du système artériel et une analyse de ses  modifications au cours du temps a conduit à inclure ces nouvelles techniques dans l’étude DHEAge. La revue de littérature incite à réaliser ces explorations chez l'homme.
5. Prévention de l’ostéopénie et de l’ostéoporose
La définition de l'ostéoporose retenue lors de la conférence internationale de consensus sur l’ostéoporose qui a eu lieu en 1993 est "une maladie dans laquelle une masse osseuse basse et une altération de la microarchitecture du tissu osseux contribuent à accentuer la fragilité osseuse et de ce fait, à augmenter le risque de fracture" (Christiansen, 1993).

L'ostéoporose est un problème de santé publique majeur, en raison notamment des incapacités et de la mortalité prématurée liées aux fractures. Le coût de l’ostéoporose est considérable (Seeman, 1993). En France, on estime qu’il y a chaque année environ 50 000 nouveaux cas d’ostéoporose vertébrale, 50 000 à 60 000 fractures de l’extrémité supérieure du fémur et 35 000 fractures du poignet (Kotzki et al 1994). A partir de 50 ans, 30-40% des femmes feront au cours du reste de leur vie au moins une fracture osseuse (Riggs et Melton, 1992). Dans l'année qui suit une fracture du col du fémur, 5 à 20% des victimes décèdent et environ 50% d'entre elles gardent une incapacité résiduelle parfois majeure (Christiansen, 1993).

La perte de masse osseuse ou ostéopénie débute dans les deux sexes très précocément, aux environs de 35 ans pour l’os trabéculaire, 10 ans plus tard pour l’os cortical., Ainsi au cours de sa vie, l’homme et la femme perdent respectivement 15 à 45% et 35 à 50% de leur masse osseuse trabéculaire, 5 à 15% et 25 à 30% de leur masse osseuse corticale (Christiansen, 1993, Scane et al., 1993).

Des études prospectives réalisées chez des femmes postménopausiques ont montré que le risque de fracture augmente progressivement et linéairement avec la baisse de la densité osseuse (g/cm2) mesurée par absorptiométrie (Dual Energy X-ray Absorptiometry ou DEXA). Ce risque est multiplié par 1,5 à 3 pour la baisse d'une déviation standard de la densité osseuse. Cependant il existe un chevauchement important des valeurs de densité osseuse chez les sujets ayant ou non fait une fracture. C’est pourquoi, le seuil fracturaire qui permet d’identifier les sujets à risque est défini par une valeur de densité osseuse inférieure à deux déviations standard et demi ou plus (Christiansen, 1993 ; Kanis et al., 1994). 

Chez le sujet âgé de plus de 70 ans, la densité osseuse au niveau du fémur et de l’extrémité proximale du radius diminuent avec l’âge de façon linéaire et similaire dans les deux sexes, même à un âge avancé ; les femmes ont de façon constante une densité osseuse inférieure à celle des hommes (Hannan et al., 1992). Chez le sujet âgé de plus de 50 ans et dans les deux sexes, l’incidence des fractures de l’extrémité supérieure du fémur augmente aussi de façon linéaire avec l’âge ; l’incidence est 2,3 fois supérieure chez la femme que chez l’homme (Boereboom et al., 1992).

La survenue d’une ostéoporose dépend non seulement du pic de masse osseuse (taux osseux calcique maximal atteint chez l’adulte jeune) mais également de divers facteurs (génétiques, mécaniques, nutritionnels et endocriniens) impliqués dans la régulation du remodelage osseux (Hansen et al., 1991 ; Scane et al., 1993 ; Seeman, 1993). L’ensemble des travaux de ces dernières années a permis de mieux cerner la physiologie du métabolisme osseux et les nombreux facteurs influençant son évolution avec l’âge. L’efficacité des estrogènes est bien démontrée. Le rôle thérapeutique d'autres facteurs, tels la DHEA ou l'hormone de croissance, mérite d’être précisé.
Impact sur l'os de la carence estrogénique chez la femme ménopausée
Ce domaine est bien étayé par la littérature. A la ménopause, la baisse de la production d'estrogènes entraîne une accélération de la perte osseuse, secondaire à une augmentation plus importante de la résorption que de la formation osseuses (Marcus, 1996). Ces modifications touchent principalement l'os trabéculaire.

Une supplémentation en estrogènes permet de prévenir la perte osseuse en rééquilibrant la balance osseuse par réduction de la résorption tout en maintenant le couplage résorption-formation. Actuellement, un large consensus existe pour considérer que le traitement substitutif de la carence estrogénique diminue l'incidence des fractures chez la femme post-ménopausique (Adami et al., 1995 ; Delmas, 1995). De plus, d’autres travaux montrent, que l’estrogénothérapie, même débutée à distance de la ménopause chez une femme âgée de plus de 70 ans, ayant déjà eu une fracture vertébrale, augmente la masse osseuse (Delmas, 1995).

Les estrogènes agissent directement et indirectement sur le remodelage osseux. Des récepteurs aux estrogènes ont été décrits dans les ostéoblastes et les ostéoclastes humains (Cosman et al., 1993 ; Horowitz, 1993). L’action indirecte des estrogènes sur l’os s’expliquerait par une modulation de la libération des cytokines à partir des ostéoblastes (Horowitz, 1993).
Impact sur l’os des cytokines, notamment de l'IL-6
Certaines interleukines (IL-1(, IL-1ß et IL-6) ont un effet puissant sur la résorption osseuse (Horowitz, 1993 ; Mc Kane et al., 1994). Les taux sériques d'IL-6 augmentent au cours du vieillissement (Ershler et al., 1993 ; Mc Kane et al., 1994). Chez la femme, sous l'effet de la carence estrogénique, les ostéoblastes ou leurs précurseurs synthétisent en excès l'IL-1 et l'IL-6, cytokines capables d'augmenter la différenciation ostéoclastique et d'entraîner une hyperrésorption osseuse (Horowitz, 1993). Les estrogènes, en inhibant la production de ces cytokines, agiraient ainsi indirectement sur le remodelage osseux (Horowitz, 1993). Une étude récente, réalisée chez des femmes en bonne santé et non-ostéoporotiques, n'a cependant pas montré de corrélation entre le taux sérique des cytokines (IL-1(, IL-1ß et IL-6) et celui des marqueurs de la résorption osseuse (Mc Kane et al., 1994).

Rôle de la DHEA dans le remodelage osseux
Plusieurs travaux ont montré que la DHEA et son sulfate sont, au niveau de l’os, une source métabolique importante de stéroïdes sexuels chez la femme ménopausée et chez l'homme âgé (Bruch et al., 1992 ; Devogelaer et al., 1987 ; Nordin et al., 1985 ; Wild et al., 1987). La DHEA agirait ainsi indirectement sur l'os par le biais de récepteurs d'hormones stéroïdes sexuelles. Une publication récente plaide en faveur d’une action génomique directe sur l’ostéoblaste (Bodine et al., 1995).

La DHEA agirait également sur le remodelage osseux en modulant la libération des cytokines, notamment de l’IL-6 (Daynes et al., 1993)

Les études épidémiologiques consacrées à la DHEA et à son éventuelle action sur l’os donnent des résultats contradictoires. Des études réalisées chez la femme ont montré une corrélation positive entre la densité osseuse mesurée au niveau fémoral ou vertébral et les taux plasmatiques de S-DHEA, mais les résultats ne sont pas souvent ajustés sur l’âge (Brody et al., 1987 ; Wild et al., 1987). Plusieurs études transversales ont montré une corrélation inverse entre les taux de DHEA et de S-DHEA et la sévérité de l'ostéoporose dans les deux sexes (Devogelaer et al., 1987 ; Schlahecke et al., 1991 ; Taelman et al., 1989 ; Wild, 1987). Ceci n’a pas été confirmé dans une autre étude (Nordin et al., 1985). Une étude prospective, réalisée sur 16 ans, n'a pas montré de corrélation significative entre le taux de S-DHEA dosé en début d'étude et la mesure d'une baisse de la masse osseuse constatée en fin d’étude (Barrett-Connor et al., 1993).
Ces données de la littérature laissent entrevoir l’intérêt, chez le sujet âgé de plus de 60 ans, d’une supplémentation en DHEA pour diminuer la perte osseuse liée à l'âge.

6. Prévention de la sarcopénie

Au cours du vieillissement, il existe une diminution de la masse musculaire squelettique, appelée sarcopénie. Cette sarcopénie entrave la mobilité et constitue un facteur de risque identifié de chutes et donc de fractures (Marcus, 1995 ; Evans, 1995). 

Vieillissement musculaire
La réduction de la masse musculaire observée chez le sujet âgé est de l’ordre de 30 à 40% par rapport au sujet jeune (Faulfner et al., 1995). Elle touche les membres inférieurs et les membres supérieurs, comme en témoigne l’étude tomodensitométrique de la section transversale de divers muscles : psoas, quadriceps, biceps et triceps (Lexell, 1995). A partir de l’âge de 30 ans, la fonte musculaire est de 3 à 5% par décennie, avec une nette accélération à partir de 60 ans (Nair, 1995). La force musculaire diminue également (Brooks et Faulkner, 1994 ; Evans, 1995 ; Nair, 1995). Cette perte en masse musculaire, en force et en puissance n’est pas uniquement secondaire à l’inactivité physique fréquemment observée avec le grand âge, mais elle semble liée à des changements au sein du muscle (Faulkner et al., 1995).

L’altération du tissu musculaire se traduit par une diminution du nombre et de la taille des fibres (Lexell, 1995). Le vieillissement touche de façon différentielle les fibres musculaires. La taille des fibres de type 2, dites rapides, est diminuée, alors que celle des fibres de type 1, dites lentes, est relativement conservée au cours du vieillissement (Lexell, 1995). Le tissu musculaire est progressivement remplacé par de la graisse et du collagène. La sarcopénie est en partie secondaire à un processus neurogène d’évolution lente, qui se traduit par la perte d’unités motrices (Lexell, 1995). 

Le muscle est le principal réservoir protéique de l’organisme. La sarcopénie survient quand le contenu musculaire protéique est réduit. Les facteurs à l’origine de cette diminution de la synthèse protéique et leur poids relatif sont encore mal identifiés : inactivité physique, facteurs nutritionnels et hormonaux.

Action potentielle de la DHEA sur le muscle

La DHEA pourrait avoir une action sur le muscle par l’intermédiaire de sa conversion in situ en androgènes. Il existe au niveau du muscle un récepteur des androgènes (Jung et Baulieu, 1972 ; Michel et Baulieu, 1980). Ce récepteur ne lie pas la DHEA ni son sulfate ; par contre il peut être activé par la testostérone ou la 5(-dihydrotestostérone. Une action indirecte pourrait également s’exercer par l’intermédiaire d’une augmentation de la synthèse d’IGF-1.
7. Prévention du vieillissement cutané

Métabolisme de la DHEA dans la peau

La DHEA et le S-DHEA sont, parmi les stéroïdes, ceux qui sont présents en quantité la plus importante dans la peau (Toth et Faredin, 1985). La peau contient un nombre élevé de récepteurs de la DHEA (Nicol et al., 1972). La DHEA et le S-DHEA sont interconvertibles au niveau cutané (Faredin et al., 1973 ; Faredin et Toth, 1983). Des études in vitro ont montré, que lors de l’incubation de peau humaine pendant 5 jours en présence de DHEA, la plus grande partie de la DHEA était métabolisée. Cela confirmerait le rôle de cette pré-hormone comme précurseur des stéroïdes (Galegos et Berliner,1967). Ainsi, l’épiderme utilise la DHEA et le S-DHEA circulants comme source d’hormones stéroïdes, car il ne peut pas les synthétiser à partir du cholestérol ni de la prégnénolone (Milewich et al., 1988). Par ailleurs, quelques travaux ont été réalisés sur les relations entre la DHEA et les fibroblastes. La DHEA augmente la pénétration de glucose dans la cellule par une augmentation de la synthèse du transporteur de glucose membranaire (Nakashima et al., 1995). Cet effet semble favorable à une augmentation du métabolisme cellulaire. Comme ceci a été montré sur des fibroblastes, on s’attend à observer un effet de la DHEA sur le derme.

Activité de la DHEA dans la peau
Bien que peu d’études aient été publiées, certains brevets font état de diverses activités de la DHEA dans la peau. Des modifications quantitatives et qualitatives de sébum sont corrélées avec le taux plasmatique de DHEA (Yamamoto et Ito, 1992 ; Stewart et al., 1992). Il existe un parallélisme entre la sécrétion de sébum et la teneur de sang en DHEA, en fonction de l’âge (Pochi. et Strauss 1974). De plus, la DHEA stimule la sécrétion des glandes sébacées, sécrétion fortement ralentie dans le vieillissement notamment chez la femme (Pochi et Strauss 1969 ; Drucker et al., 1972). La DHEA permettrait ainsi de rétablir le film hydro-lipidique à la surface de la peau.

8. Métabolisme de la DHEA chez l’homme et la femme âgés

La DHEA ou prastérone et son sulfate sont des stéroïdes sécrétés par les corticosurrénales dans l’espèce humaine (Baulieu et al 1965). La production testiculaire ou ovarienne n’apparaît pas au niveau sanguin, car la DHEA n’est qu’un intermédiaire dans la synthèse des hormones sexuelles dans les glandes génitales. Le métabolisme du sulfate de DHEA, principal produit de sécrétion (environ 25 mg par jour chez le sujet jeune), est désormais bien connu (Baulieu, 1965 ; Baulieu, 1996). Alors que la concentration sérique de la DHEA libre (de l’ordre du ng/ml, correspondant à une sécrétion d’environ 2-4 mg/24 heures) subit une variation nycthémérale principalement induite par le pic matinal d’ACTH (Nieschlag et al.,  1973), celle du S-DHEA ne varie pratiquement pas au cours de la journée (concentration de l’ordre de 2-3 (g/ml chez les sujets jeunes). Les deux stéroïdes sont interconvertibles sur le plan métabolique grâce à une sulfotransférase et à une sulfatase largement distribuées. En clinique courante, on mesure beaucoup plus commodément et avec plus de sécurité le seul S-DHEA. La DHEA et le S-DHEA sont métabolisés, de telle sorte que leurs produits de conversion prennent place dans la production et l’interconversion des stéroïdes à 19 atomes de carbone, tels que les androgènes actifs la testostérone et la dihydrotestostérone (DHT), et les produits intermédiaires et finaux, tels que le (4-androstènedione et le 3(, 5(-androstanediol (glucuronide). On note aussi la très faible conversion possible en (5-androstènediol, libre et sulfate, faible stimulateur du récepteur des estrogènes, ainsi qu’en estrogènes tels que l’estradiol et son métabolite l'estrone. L’évaluation quantitative de ce métabolisme complexe, qui ne se modifie pas avec l’âge du sujet, ne peut se déduire complètement des valeurs sanguines, mais celles-ci sont cependant utiles pour apprécier la mise en circulation éventuelle de composés actifs androgène ou estrogène. Les résultats publiés jusque-là (Van de Wiele et al.,  1963) permettent de prévoir une conversion très limitée en testostérone (de l‘ordre de moins de 1%, dont une grande partie se fait dans le foie et est inactivée sur place) et infime en estrogène. Ces conversions métaboliques dépendent probablement de la structure corporelle, les adipocytes étant très actifs à cet égard. Comme pour la plupart des hormones et des médicaments, l’ampleur des conversions métaboliques de la DHEA et de son sulfate dans les tissus périphériques reste largement inconnue. Des recherches non publiées de Labrie et collaborateurs à Québec ont indiqué l’occupation du récepteur des androgènes de la prostate, au cours de cancer, chez les sujets âgés, par les androgènes en l’absence de supplémentation avec la DHEA (qui par conséquent ne modifierait pas l’activation de ces récepteurs). Les différences selon le sexe, comme celle concernant l’équilibre DHEA/S-DHEA, ne semblent pas importantes à considérer pour déterminer la quantité de DHEA à administrer (Migeon et al., 1957 ; Carlström et al., 1988 ; Morales et al., 1994).

La liste des stéroïdes que l’on se propose de doser au cours de l’étude DHEAge tient compte des considérations précédentes. Peu de travaux ont déjà exploré les conséquences métaboliques de l’administration prolongée de DHEA chez l’Homme. Citons cependant que l’administration chez la femme ménopausée de 50 mg de DHEA pendant trois semaines rétablit non seulement le taux de S-DHEA à ses valeurs chez les femmes jeunes, mais aussi celui de la testostérone qui est abaissé avec l’âge (Casson et al, 1995). Chez l’homme, il n’y a pas de changement du taux de la testostérone ni de son métabolite actif, la DHT (Morales et al.,  1994). La tolérance de la prise quotidienne de 50 mg de DHEA pendant trois semaines (Casson et al., 1995) ou pendant trois mois (Morales et al., 1994) a été très bonne. D’autres études ont indiqué l’innocuité de doses élevées allant jusqu’à 2250 mg/j (!) pendant une durée de quatre semaines à quatre mois selon les études (Mortola et Yen, 1990 ; Dyner et al., 1993). Des céphalées et une insomnie modérée ont été imputées à la DHEA dans une étude non contrôlée avec des doses très élevées de DHEA chez deux des 31 sujets atteints de SIDA (Dyner et al., 1993). Chez 14 jeunes femmes lupiques, traitées à la dose de 200 mg/j pendant trois mois, on a noté la survenue chez huit d'entre elles d'une dermatose acnéiforme (Van Vollenhoven et al., 1995).

Conclusion

L’ensemble des travaux expérimentaux et cliniques rapportés laisse entrevoir l’intérêt thérapeutique de l’administration à visée substitutive de la DHEA chez le sujet de plus de 60 ans, même si le modèle animal est inadapté et s’il existe de grandes variations dans les taux individuels de S-DHEA pour une même tranche d'âge.

Les études pharmacologiques et métaboliques suggèrent que la dose de 50 mg/j compense la baisse de DHEA qui accompagne le vieillissement, sans entraîner une augmentation importante des taux sériques de la testostérone et de l’estradiol. Les résultats actuellement disponibles de l’étude pharmacocinétique et pharmacodynamique, qui s'est déroulée à l'hôpital Broussais, indiquent la pertinence de la dose de 50 mg/j.


Comme l'ont souligné récemment plusieurs éditorialistes, il paraît urgent de réaliser à grande échelle un essai contrôlé contre placebo en double aveugle en évaluant l’impact de la DHEA sur les différents systèmes concernés (Herbert, 1995 ; Baulieu, 1996 ; Nestler, 1996 ; Weksler, 1996).
3. OBJECTIFS DE L’ETUDE


L’hypothèse de recherche est la suivante :


L’apport de DHEA sur un an à des sujets âgés, à une dose qui permet de restaurer des taux de S-DHEA de l'ordre de ceux observés chez l’adulte jeune et qui est bien tolérée, prévient certaines altérations observées au cours du vieillissement.


L'objectif principal de l’étude est de confirmer l’augmentation de la sensation de bien-être. 


Les objectifs secondaires sont les suivants :


- Evaluer une amélioration éventuelle des processus cognitifs, en particulier des processus attentionnels et mnésiques 


- Mesurer la correction de certaines fonctions immunologiques altérées avec l’âge.


- Confirmer l’impact sur l’axe somatotrope de la prise de DHEA par la mesure des taux sériques d’IGF-1.


- Objectiver une moindre altération des paramètres fonctionnels et structuraux vasculaires que celle habituellement observée au cours du vieillissement.


- Mettre en évidence une atténuation de la perte osseuse liée à l’âge, voire un gain de masse osseuse.


- Mesurer le retentissement sur la composition corporelle et sur la force musculaire.

- Evaluer les modifications cutanées.


- Vérifier l’innocuité de la prise au long cours de DHEA par une population âgée ambulatoire tant sur un plan clinique que biologique.
4. METHODOLOGIE DE L’ETUDE

Cette étude multicentrique avec bénéfice individuel direct, réalisée sur 280 sujets âgés de 60 à 79 ans, teste l’administration randomisée et en double aveugle de 50 mg de DHEA contre placebo sur une durée d’un an (voir schéma de l’étude en Annexe 8).

Cinq centres gériatriques de l’Assistance Publique et deux centres privés sont retenus pour l’étude : 

- l’hôpital Broca (Professeur Françoise Forette)

- l’hôpital Sainte-Périne (Professeur Bernard Forette)

- l’hôpital Charles Foix (Professeur Robert Moulias)

- l’hôpital de Bicêtre (Docteur Marie-Pierre Hervy)

- l’hôpital Paul Brousse (Docteur Renée Sebag-Lanoë)

- l’Observatoire de l’âge ( Docteur Jean-Pierre Aquino)

- le Centre Jack Senet (Docteur David Elia).
Ces sept centres assurent líinclusion des sujets et leur suivi au cours de l'étude. Un contrôle de l’observance du traitement est assuré, à leur niveau, tous les trois mois, par la récupération des boîtes et des blisters.
Certaines mesures évaluant l’impact du traitement sont réalisées au niveau des centres de gériatrie ; d’autres font appel à la collaboration  de plusieurs équipes de recherche, qui sont situées au sein de l'AP-HP, plus rarement de statut privé.

L’examen clinique, les tests psychométriques, l’évaluation de la qualité de vie, la mesure de la force musculaire sont réalisés au niveau des centres gériatriques, avant la mise sous traitement (M0), à 6 mois (M6) et à 12 mois (M12).

Les sujets vont à l’hôpital Necker pour la réalisation de l'ensemble des prélèvements sanguins et urinaires, en raison de la réalisation de "tests cellulaires" immunologiques qui nécessitent un "traitement" rapide au niveau du laboratoire d'immunologie clinique (Professeur Bach) et de la difficulté de centrifuger et de congeler les prélèvements dans des conditions optimales au niveau des centres de gériatrie à M0, M6 M12 et M15.

La mesure de la composition corporelle et de la densité osseuse par absorptiométrie (Dual Energy X-ray Absorptiometry ou DEXA) est effectuée dans le centre Lafayette (Docteur J. Raison) à M0 et M12.

L’exploration vasculaire, qui ne concerne que les hommes âgés de 70 ans et plus, est effectuée dans le laboratoire de pharmacologie de l’INSERM U 337 à l’hôpital Broussais (Docteur X. Girerd) à M0 et M12.

Enfin, les examens cutanés sont réalisés à l'hôpital Sainte Périne la responsabilité du Docteur O. de Lacharrière à M0, M6 et M12.

La coordination de l’analyse statistique des données est assurée par le Professeur G.Thomas (Faculté Saint-Antoine). Ce travail se fait en collaboration avec certaines équipes de recherche, qui exploitent elles-mêmes leurs données.

L’étude dure deux ans entre l’inclusion du premier patient et la fin du suivi du dernier.
Population étudiée

Deux cent quatre-vingts sujets sont inclus dans l’étude, 140 hommes et 140 femmes ; plus précisément, 70 hommes et 70 femmes de 60 à 69 ans, 70 hommes et 70 femmes de 70 à 79 ans.

Le nombre de sujets inclus a été choisi en fonction de l'objectif principal qui est d'évaluer l'impact d'une dose substitutive de DHEA sur le bien-être. Des objectifs secondaires ont été retenus, choix partagé par plusieurs éditorialistes (Herbert, 1995 ; Nestler, 1996 ; Weksler, 1996). Le métabolisme de la DHEA varie selon le sexe et l'âge. Ces facteurs ont conduit à inclure un nombre important de sujets en se limitant à deux décennies et en choisissant un nombre équivalent d'hommes et de femmes.

La randomisation est stratifiée en fonction de la classe d'âge, du sexe et du centre gériatrique.

Critères d’inclusion
Les sujets sont des hommes et des femmes âgés de 60 à 79 ans, qui consultent dans les services de Gériatrie pour divers symptômes mis sur le compte de l'âge : asthénie, plainte mnésique, douleurs, anxiété. Ils sont indemnes de toute pathologie grave ou évolutive. Leur état général, d’après l’anamnèse, l’examen clinique et le résultat des examens paracliniques, doit être compatible avec l’administration orale de DHEA pendant un an et avec les déplacements dans les différents centres d’évaluation. Les sujets doivent être aptes à comprendre le but de l'étude et à donner leur consentement éclairé signé avant leur participation à l’étude. 

Critères de non-inclusion
Lors de l’évaluation, les sujets qui présentent une anomalie clinique qui pourrait interférer avec les objectifs de l’étude ne sont pas inclus.

Les autres critères de non-inclusion sont : 

- la participation dans les 3 mois à un autre protocole de recherche ;

- l’incapacité à comprendre le but de l’étude, à participer aux différentes phases d’évaluation et à prendre régulièrement un traitement ;

- une démence répondant aux critères du DSM-IV ; un score au MMS ( 27, ou 25 si le niveau éducatif est faible (Folstein et al., 1975) ;

- un état dépressif majeur répondant aux critères du DSM-IV et/ou un score (16 à l’échelle de Beck (Beck et al., 1961) ;

- la participation à des séances d'entraînement cognitif (training) ou l'intention de le faire ;

- un antécédent de cancer hormono-dépendant (sein, utérus et prostate) ; l'existence d'une lésion prostatique ou un taux de PSA supérieur à la valeur normale du laboratoire pour l'‚ge faisant suspecter un cancer prostatique ;

- une maladie cardiovasculaire avérée : infarctus du myocarde dans les six mois précédant le début de l’étude, insuffisance cardiaque non-compensée, artérite sévère, coronaropathie symptomatique, maladie thrombo-embolique sous anticoagulant, hypertension mal contrôlée (pression systolique > 180 mm Hg ou diastolique > 100 mm Hg mesurée avec un sphygmomanomètre chez des sujets en position allongée depuis plus de dix minutes) ;

- une BPCO ou une autre insuffisance respiratoire chronique et invalidante ;

- une insuffisance rénale chronique avancée (clairance de la créatinine estimÈe < 30 ml/mn) ;

- une altération significative de la fonction hépatique (cirrhose), une cytolyse (ALAT > à 2 fois la normale) ou une cholestase ;

- un diabète insulino-dépendant ou non-insulino-dépendant sévère (néphropathie, neuropathie, atteinte oculaire) ;

- une endocrinopathie avÈrÈe telle qu'une maladie d’Addison, une dysthyroïdie non équilibrée, une insuffisance anté-hypophysaire ;

- un régime amaigrissant en cours ou une obésité majeure (BMI > 32 kg/m2) ;

- une hémopathie ou un cancer évolutif, 

- un rhumatisme inflammatoire chronique ;

- une hémiplégie dans les six mois précédant le début de l’étude, une maladie de Parkinson,

- un montage chirurgical pouvant modifier l’absorption de la DHEA ;

- un tabagisme actuel ;

- la prise des médicaments suivants : estroprogestatifs, calcium, androgènes, vitamine D, corticoïdes, calcitonine, biphosphonates, sels de fluor, pansements digestifs, phénytoïne, neuroleptiques.

La survenue d’une pathologie infectieuse ou inflammatoire ou la réalisation díune vaccination dans les quatre semaines précédant l'inclusion inciteront à retarder celle-ci d'un mois pour une interprétation plus aisée des tests immunologiques.

Produit à l'étude

Présentation

Dénomination Commune Internationale : prastérone ou déhydroépiandrostérone (DHEA) ;

Forme pharmaceutique : comprimé sécable de 25 mg ;

Classe : stéroïde de synthèse ;

Posologie : deux comprimés par jour de placebo ou de DHEA à prendre en une prise ;

Pas d'A.M.M. en France.

Conditionnement

La DHEA est fournie par les laboratoires AKZO. Les comprimés de DHEA et de placebo sont conditionnés selon les Bonnes Pratiques de Fabrication par les laboratoires CREAPHARM mandatés par la Pharmacie Centrale des Hôpitaux. CREAPHARM assure le contrôle du produit fini et fournit un certificat de contrôle de qualité.

Etiquetage

L' étiquetage et la distribution à chaque centre de gériatrie sont assurés, pour les 280 sujets, par la Pharmacie Centrale des Hôpitaux. Les étiquettes sont apposées sur le conditionnement contenant le flacon. Elles comportent les indications suivantes pour la DHEA comme pour le placebo :

- le nom du promoteur et son adresse ;

- la référence de l’essai en cours ;

- la référence permettant de connaître leur formule intégrale, leur numéro de lot de fabrication et leur date de péremption ;

- les indications nécessaires à leur bonne conservation

- l’inscription suivante : «utilisation sous stricte surveillance médicale (art. R. 5123 code santé publique)»

Les étiquettes se présentent sous la forme de double étiquette, dont une partie détachable doit être apposée sur le cahier d'observation pour valider la dispensation du traitement aux patients.

Responsabilité de la dispensation au niveau de chaque centre

Au niveau de chacun des sept centres de l'étude, le pharmacien ou une personne habilitée réceptionne les unités de traitement et en accuse réception. Eux seuls sont autorisés à dispenser les produits auprès des investigateurs du centre. Les unités de traitement sont stockées dans un endroit sûr et fermé à clé, uniquement accessibles aux personnes autorisées par le pharmacien à dispenser les produits à l'étude.

Méthodes évaluant l’efficacité et l’innocuité de la prise de DHEA

L’efficacité de la DHEA est évaluée selon sept axes dont la justification a été précédemment apportée. Les techniques d’exploration immunologique, vasculaire et cutanée sont détaillées en Annexes 4, 5 et 6. L'innocuité est évaluée sur les plans clinique et biologique.

1. Evaluation des fonctions cognitives et des fonctions psycho-affectives

Les échelles utilisées ont pour double objectif d’évaluer l’évolution des fonctions cognitives et psycho-affectives sous traitement et d’exclure en cours d’étude les sujets qui auront une dépression nécessitant un traitement.

Evaluation des fonctions cognitives

L’évaluation est assurée par un(e) psychologue dans les centres gériatriques à M0, M6 et M12.
Les tests utilisés sont les suivants :

- Code (WAIS-R) qui évalue les fonctions exécutives (Wechsler, 1987);

- Profil de rendement mnésique (P.R.M.),.qui évalue l’apprentissage visuo-verbal (Rey, 1970);

- Trail making test B (relier des cercles avec des chiffres et des lettres) qui évalue l'organisation visuo-spatiale et la mémoire exécutive (Michel et al., 1996)

- Test de 15 mots de Rey qui évalue l'apprentissage verbal avec rappel immédiat et différé (Rey, 1970);

- Test de fluence verbale (catégorie) qui évalue l'évocation rapide de mots en un temps limité (Borkowski et al., 1967) ;

- Test du récit qui évalue la mémoire logique (de Rotrou et Forette, 1991);
Ces tests sont validés et étalonnés et ils requièrent un temps de passation total de 60 minutes.

Evaluation de l’état psycho- affectif
L’évolution au cours de l'étude de la symptomatologie sub-dépressive et anxieuse est effectuée avec l’autoquestionnaire HAD (Hospital Anxiety and Depression scale) (Lépine et al., 1985). Cet autoquestionnaire comporte 14 items et a été validé en français (le seuil optimal pour la dépression et l’anxiété est de 8).

Il n’existe actuellement aucune échelle française permettant d’évaluer la libido chez l’homme comme chez la femme. Un bref autoquestionnaire a été élaboré (Madame Rakotoarison).
Ces échelles psycho-affectives demandent un temps de passation de 15 mn.

Évaluation du bien-être et de la qualité de vie
Le bien-être est évalué par l’auto-questionnaire General Well Being de Dupuy (Dupuy et al 1984), traduit et validé en français par Guelfi (données non publiées). Cette échelle a été utilisée par Yen et son équipe pour leur essai contrôlé (Morales et al 1994). La qualité de vie est appréciée avec l’échelle de Nottingham (NHQ) (Bucquet, 1988). Cette évaluation est complétée avec le questionnaire de santé (GHQ-12) (Pariente et al., 1992) et le questionnaire d’indépendance et d’autonomie sociale (SIIQ) (Kowal et Guelfi, 1991). Toutes  ces échelles ont été validées en français. Cette batterie d’autoquestionnaires demande un temps de passation total de 30 mn.

2.  Mesure des paramètres immunologiques

Le retentissement immunologique de la prise de DHEA fait appel à des tests d'immunologie humorale et cellulaire, car ces derniers, malgré la complexité de leur mise en oeuvre, sont les plus sensibles. Pour des raisons de faisabilité et de coût, la réalisation de l'exploration immunologique ne concerne que les 140 sujets âgés de plus de 69 ans. La majorité des tests est effectuée à M0, M6 et M12. Les techniques sont détaillées en Annexe 4.

Les tests suivants sont réalisés dans le laboratoire du Professeur Bach (Unité INSERM 25):

- Dosage sérique des immunoglobulines : IgG, IgM, IgA, à M0 et M12 ;

- Dosage sérique des facteurs anti-nucléaires à M0 et M12 ;

- Etude des phénotypes lymphocytaires dans le sang périphérique ;

- Mesure de l’activité "Natural Killer" (NK) contre des cellules K562 ;

- Mesure de la capacité proliférative des cellules lymphocytaires T à la phytohémagglutinine A (PHA) et aux anticorps monoclonaux anti-CD3 ;
- Mesure de la production de cytokines par les cellules mononuclées du sang périphérique avant et après stimulation mitogénique : TNF(, IFN(, IL-2, IL-6, IL-10.

Les tests suivants sont réalisÈs dans le laboratoire du Professeur Galanaud (UnitÈ INSERM 131) à partir d'une sérothèque constituée dans le laboratoire du Professeur Bach.

 - Dosage dans le sérum du récepteur soluble de l’IL-2 (sIL-2R)

- Dosage dans le sérum de l’IL-2, de l'IL-6 et de l’IL-10.

3. Mesure de l’impact sur l’axe somatotrope
La mesure des taux sériques d’IGF-1 est réalisée à M0 et M12 dans le laboratoire du Professeur Le Bouc (Hôpital Trousseau).

4. Mesure des effets sur le système vasculaire

Des examens biologiques sanguins sont réalisés à M0 et M12 :

- Bilan lipidique : cholestérol total, HDL cholestérol, triglycérides,

- Glycémie à jeun et créatininémie,

- Homocystéine plasmatique chez les 70 hommes qui ont une exploration vasculaire.

Une génothèque est constituée à M0 pour l'ensemble des sujets de l'Ètude. Elle est stockée dans le laboratoire du Docteur Jeunemaitre à l'hôpital Broussais. Celle-ci permet la recherche de polymorphismes des constituants du système rénine-angiotensine, des mutations de la Méthylène Tétra Hydro Folate Réductase (MTHFR), l’étude des  polymorphismes du gêne de l'Apo E et la recherche d'autres polymorphismes de protéines impliquées dans la structure de la paroi des vaisseaux. 

Un ECG est réalisé à l’inclusion et à M12.

L' exploration vasculaire par imagerie ne concerne qu'un sous-groupe de la population de l'étude, les 70 hommes de plus de 70 ans, car elle s'intègre dans le cadre d'une étude pilote. Le choix s'est porté sur les hommes en raison des données de la littérature. Le calcul d'effectif pour cette étude ne peut se baser sur aucun résultat préliminaire réalisé avec ce type de principe pharmacologique. En connaissant la variabilité de la mesure pour l'épaisseur et pour la compliance artérielles, la démonstration d'une variation significative de ces paramètres d'au moins la même amplitude entre le groupe DHEA et le groupe placebo, avec un risque ( de 0,05 et un risque ( de 0,10, impose l'inclusion d'au moins 35 sujets dans chaque groupe.
Cette exploration non-invasive a lieu, sous la direction du Docteur Girerd, dans le laboratoire de pharmacologie de l’unité INSERM U337 situé à l’Hôpital Broussais et dirigé par le Professeur Laurent.

Un échographe B- Mode permet l’étude des artères de gros calibre. Il mesure le diamètre, l’épaisseur des artères et les variations systolo-diastoliques du diamètre des artères carotides et fémorales. Au niveau de l’artère radiale, l’appareil utilisé est un angiomètre Nius-02(. (Tardy et al., 1991 ; Girerd et al.1994c). L'exploration vasculaire dure 90 minutes (voir technique en Annexe 5).

Ces explorations sont effectuées à M0 et M12. En cas d’interruption prématurée de l’étude, une exploration vasculaire est réalisée avant la sortie de l’étude.

5. Mesure de l’impact sur la densité et le métabolisme osseux
L’impact de la DHEA sur l’os est évalué par la mesure de la densité osseuse, la mesure de plusieurs marqueurs du métabolisme osseux et  l’évaluation de la douleur.

Etude de la densité osseuse
L’absorptiométrie biphotonique à rayons X (DEXA) est une méthode non- invasive, très peu irradiante, fiable et précise pour évaluer les variations de la masse osseuse dans le cadre d’une étude longitudinale. Compte tenu de l’âge de la population étudiée, l’étude du site lombaire ne peut être retenu du fait de l’arthrose et des calcifications aortiques qui peuvent interférer avec les mesures de densité osseuse (Hannan et al 1992). Les mesures sont donc réalisées au niveau de l’extrémité supérieure du fémur et du radius. Les examens sont réalisés à M0 et M12. L'exploration par DEXA a lieu dans le centre Lafayette à Paris (Docteur Raison).

Etude des marqueurs du métabolisme osseux
Un remodelage élevé de l’os se traduit par des taux élevés des marqueurs osseux de formation et de résorption osseuses (Riis, 1993). Les marqueurs biochimiques sont corrélés aux mesures de densité osseuse et sont beaucoup plus sensibles que l’examen densitométrique (Taylor et al., 1994 ; Christiansen, 1995). Ainsi, la détermination du taux de perte osseuse est plus précise lorsqu’on associe la mesure des marqueurs biologiques à celle de la densité osseuse évaluée par DEXA (Taylor et al 1994). Est retenue, dans le cadre de cette étude, la mesure de deux marqueurs de la formation osseuse, les phosphatases alcalines osseuses et l’ostéocalcine, et d'un marqueur de résorption osseuse, les désoxypiridinolines mesurées sur les urines du matin. Les dosages sont effectués à M0, M6 et M12 (Docteur Souberbielle).

Evaluation de la douleur
Pour tous les sujets, l’existence de douleurs ostéo-articulaires et leur intensitÈ sont évaluées, ‡ la mÍme heure de la journÈe, à l’aide d’une échelle visuelle analogique (EVA) de 100 mm. La graduation va de 0 = absence de douleur à 100 = douleur intolérable. La quantité d’antalgiques pris la veille est relevée. Cette évaluation a lieu à M0, M6 et M12 .

6.  Mesure de la masse et de la force musculaires
La mesure des variations de la masse maigre est évaluée par la réalisation de deux examens absorptiométriques (DEXA) au centre Lafayette (Docteur Raison) ‡ M0 et M12 . La DEXA est une méthode fiable et sensible pour évaluer des modifications de la composition corporelle (Dutta et Hadley, 1995).

La mesure de la force musculaire est réalisée par le grip test (Hurley, 1995) à M0, M6 et M12 au niveau des centres de gériatrie. Une formation des gériatres à l'utilisation adéquate du grip-test est assurée par les kinésithérapeutes de l'Institut de Myologie (Professeur Fardeau).

7. Etude du vieillissement cutané
Il est actuellement possible de quantifier des modifications cutanées par des méthodes cliniques et biophysiques validées (LÈvÍque et Agache,1993 ; Serup et Jemec, 1995). Plusieurs méthodes non-invasives, dont des photographies standardisées, sont utilisées et détaillées dans l'Annexe 6. Une biopsie au niveau de la fesse ne sera réalisée que chez des sujets volontaires.

Les examens ont lieu à l'hôpital Sainte Périne sous la responsabilité du Docteur de Lacharrière à M0, M6 et M12.

8. Evaluation de l'innocuité de la prise de DHEA
L’absence de recul dans l’administration au long cours de la DHEA chez l'Homme conduit à :

- Administrer la dose minimale de DHEA qui permet de restaurer les taux plasmatiques de S-DHEA observés chez l'adulte jeune. Cette dose (50 mg/j) a été déterminée en fonction des résultats de l’étude pharmacocinétique et pharmacodynamique.

- Définir des critères d'exclusion stricts chez la femme comprenant la notion actuelle ou passée d'un cancer hormono-dépendant.

- S’assurer avant l’inclusion, chez tout homme qui présente un trouble mictionnel, de l'absence de lésion prostatique évocatrice de cancer par la réalisation d’un examen effectué par un urologue. Ne pas inclure dans l'étude les hommes qui ont un taux de PSA, rapporté à l’âge, supérieur aux valeurs du laboratoire. Exclure en cours d'étude les sujets qui ont à M3 une augmentation de leur taux initial de PSA supérieure à 20%, augmentation confirmée par un contrôle à M4. Les sujets ayant un taux de PSA élevé sont adressés à un urologue pour éliminer un éventuel cancer prostatique.

- Voir chaque sujet, tous les trois mois, pour recueillir d’éventuels effets indésirables (voir chapitre sur le déroulement de l'étude).

- Réaliser des dosages endocriniens afin de suivre l’évolution des taux sériques des différents métabolites de la DHEA : S-DHEA, testostérone, (4-androstènedione, androstanediol glucuronide, estradiol à M0, M6 et M12 (Voir Annexe 8).

Déroulement de l’étude
Bilan d’inclusion
L’inclusion des sujets est assurée, au niveau de chaque centre de gériatrie, par l’investigateur gériatre. Líinvestigateur informe le sujet du but et du déroulement de l’étude et répond à ses questions. Le sujet signe le consentement écrit et éclairé (voir Annexe 7).

Le bilan d’inclusion comprend un interrogatoire, un examen physique complet, la passation du mini mental test de Folstein, et de l’échelle de Beck (BDI-13), un ECG, une prise de sang.

Les dosages suivants sont réalis’s : créatininémie, ASAT, phosphatases alcalines, (GT, numération formule sanguine, prostatic specific antigen (PSA), TSH ultrasensible. Chez l’homme qui présente un trouble mictionnel (dysurie et/ou pollakiurie nocturne), l’absence de lésion évocatrice de cancer a été notifiée par un urologue.

Les résultats du bilan díinclusion sont communiqués au sujet puis envoyés s’il le désire à un médecin de son choix.

Au terme de ce bilan, l’investigateur inclut ou non le sujet dans l’étude DHEAge, en respectant les critères d’inclusion et de non inclusion cités précédemment.

La période d'inclusion des 280 sujets au niveau des sept centres gériatriques dure 6 mois.

Enchaînement de l’étude
Pour chaque sujet, l’étude dure 15 mois à partir de sa mise sous traitement. Chaque sujet est suivi  tous les trois mois au niveau de son centre gériatrique de référence.

Avant la mise sous traitement (M0)
Cette évaluation correspond aux diverses mesures effectuées chez le sujet, avant sa mise sous traitement et dans les 3 mois qui suivent son inclusion dans l’étude. 

Pour chaque sujet, l’évaluation dure trois à cinq jours, en fonction du sexe. Ceci s’explique par la dispersion géographique des centres d’évaluation et donc le souci de limiter les déplacements dans une même journée.

Dans le centre de gériatrie, l’nvestigateur :

- mesure son rapport taille-hanche ;

- évalue ses douleurs articulaires à l’aide d’une échelle visuelle analogique et note la prise d’antalgiques ; 

- mesure sa force musculaire à l’aide du grip-test ;

- en cas de suspicion de survenue d’un effet indésirable, le sujet appelle l’investigateur afin d’éliminer l’éventualité peu probable d’un effet adverse dont la gravité justifierait l’interruption de la prise du traitement ;

- lui remet le traitement pour une durée de trois mois en lui spécifiant de rapporter les conditionnements à la visite suivante.

Le sujet répond aux questionnaires suivants :

- l’ HAD pour évaluer une symptomatologie sub-dépressive et anxieuse ;- le GWB de Dupuy, l’échelle de Nottingham (NHQ), le questionnaire de santé (GHQ-12), pour évaluer son bien-être et sa qualité de vie ;

- le questionnaire d’indépendance et d’autonomie sociale (SIIQ).

La libido est évaluée par un autoquestionnaire.

Le (la) psychologue fait passer les tests psychométriques.

Le sujet se rend au centre Lafayette où est réalisée une absorptiométrie à rayons X (DEXA) pour mesurer sa densité osseuse et sa composition corporelle.

Le sujet va à l’hôpital Necker dans le laboratoire d’immunologie clinique pour être prélevé. Une prise de sang est effectuée pour les dosages endocriniens (FSH-LH, S-DHEA, cortisolémie, (4 androstènedione, androstanediol glucuronide, testostérone, estradiol), le dosage de l’IGF-1 et des marqueurs osseux (calcémie, phosphorémie, 25-OH vitamine D3, PTH, phosphatases alcalines osseuses, ostéocalcine sérique), le dosage sérique des cytokines, les tests de prolifération lymphocytaire, la mesure de l’activité NK, le dosage de certaines cytokines après stimulation, les tests immunologiques étant réservés aux 140 sujets les plus âgés de l'étude. Une génothèque est constituée. Le dosage de l’homocystéine est réalisé chez les 70 hommes explorés sur le plan vasculaire. Les urines du matin sont prélevées sur une durée de deux heures pour le dosage des désoxypyridinolines. Les prélèvements sont acheminés secondairement aux différents laboratoires concernés.
Le sujet se rend à l'hôpital Sainte Périne pour la réalisation de tests cutanés (voir Annexe 6).

L'exploration vasculaire non-invasive ne concerne que les hommes âgés de plus de 70 ans. Elle est réalisée à l’hôpital Broussais dans le laboratoire de pharmacologie de l’unité INSERM 337. 

A trois mois (M3), le sujet ne va que dans son centre de gériatrie de réfÈrence. L’investigateur gériatre : 

- recueille d’éventuels effets indésirables bénins, qui doivent être reportés dans le cahier d'observation au niveau des fiches prévues à cet effet et suivis jusqu'à normalisation. 

- contrôle l’observance du traitement par le décompte des comprimés restant dans les flacons ;

- remet au sujet le traitement pour trois mois ;

Une prise de sang est réalisée pour le dosage du S-DHEA (qui permet a posteriori le contrôle de la prise de DHEA) et le dosage du PSA chez les hommes.

A six mois (M6), le sujet va dans son centre de gériatrie de référence, à l’hôpital Necker et l'hôpital Sainte Périne.

L’évaluation en milieu gériatrique est très proche de celle de M0 (voir Annexe 8). Un examen clinique complet est effectué par le gériatre.

A l’hôpital Necker, la prise de sang concerne la mesure des paramètres immunologiques, osseux et endocriniens.

L'étude de la peau est identique à celle de M0 (voir Annexe 6).

A neuf mois (M9), l'évaluation est identique à M3, sans dosage de PSA.

A douze mois (M12), le déroulement est identique à M0 (voir Annexe 8). Un examen clinique complet est effectué par le gériatre. L’étude arrive à son terme. Le traitement par DHEA ou placebo est interrompu. 

A quinze mois (M15), le sujet est revu dans son centre de gériatrie. Des dosages endocriniens à distance de l’arrêt de la prise de DHEA sont réalisés à l'hôpital Necker et acheminés secondairement au Professeur Debuire et au Docteur Roger.

Visites non programmées
En cas de visite non programmée, le motif de la visite et les conclusions du gériatre sont notifiées dans le cahier d’observation. L’organisation du calendrier de l’étude níest pas modifiée, sauf en cas d’arrêt prématuré du traitement.

Sorties d’étude
Le promoteur doit être tenu informé de tout arrêt prématuré du traitement, qu’il soit décidé par le patient ou par le médecin investigateur. Dans les deux cas, les motifs sont notifiés dans le cahier d'observation par l'investigateur gériatre.

Analyse statistique

La coordination de l'analyse statistique est assurée par le Professeur G. Thomas (Faculté Saint Antoine).

Toutes les analyses statistiques sont faites en intention de traiter. Des analyses secondaires portant sur les patients restés sous traitement sont également réalisées.

La première étape de l'analyse est une étape descriptive, qui vise à décrire les distributions des différents paramètres étudiés au sein de la population incluse dans l'étude. Ces distributions sont décrites séparément pour les hommes et pour les femmes, dans les deux classes d'âge 60-69 et 70-79 ans.
La deuxième étape consiste à évaluer l'effet du traitement par DHEA, par comparaison des groupes placebo versus DHEA. Le critère principal retenu est la sensation de bien-être, mesurée par l'échelle GWB. Cette échelle évalue le bien-être par un score qui peut varier de 0 à 110. Les critères secondaires sont détaillés au paragraphe "Objectifs de l'étude". L'effet du traitement est évalué à un an à l'aide d'une ANOVA, en tenant compte des facteurs sexe et classe d'âge. Les résultats bruts sont éventuellement transformés préalablement afin de se rapprocher des hypothèses de l'analyse de variance.

D'après Bravo et al. (1996), l'écart-type du score à l'échelle GWB en population générale vaut environ 16. Dans cet essai, il est prévu d'inclure 35 sujets pour chaque catégorie sexe/âge/traitement. Si les comparaisons étaient effectuées indépendamment au sein de chaque catégorie âge/sexe, on pourrait mettre en évidence, au niveau bilatéral 5%, une différence entre les scores moyens dans le groupe DHEA versus placebo de

- 11,2 avec une puissance de 80%

- 12,8 avec une puissance de 90%

- 14,4 avec une puissance de 95%.

De telles différences peuvent être attendues raisonnablement, compte tenu des résultats de Moralès et al. (1994).
Pour la cohorte des hommes inclus dans le projet vasculaire, les résultats spécifiques de l'exploration vasculaire sont analysés sur le site de Broussais. L'analyse est effectuée en intention de traiter. Une comparaison des paramètres vasculaires entre les deux groupes est effectuée à la base pour s'assurer de la comparabilité des groupes après randomisation. La comparaison des paramètres vasculaires entre la base et 12 mois est réalisée par une analyse de variance.

L'analyse des résultats concernant les tests cutanés est assurée par l'équipe du Docteur de Lacharrière.

6. COUT DE L’ETUDE
Le coût de l’étude se décompose en quatre principaux postes budgétaires: le personnel, les dosages biologiques, les explorations non-invasives et l’analyse statistique des données.

Inclusion.
Les inclusions sont assurées par les investigateurs-gériatres. L'évaluation de 600 sujets devrait permettre l'inclusion de 280 d'entre eux. La vacation d’un médecin gériatre coûte 400F. Chaque évaluation dure entre une heure trente et deux heures, soit deux sujets par vacation. Le coùt est de 120 kF.

En raison des critères d’inclusion et afin d’inclure les 280 sujets nécessaires, les examens de laboratoire sont prévus chez 500 personnes, soit pour un montant de 310 kF.
Déroulement de l’étude.
Centres de gériatrie.

Les 280 sujets se rendent dans les centres de gériatrie tous les trois mois.

Chaque sujet aura six visites à M0, M3, M6, M9, M12 et M15. Pour l’ensemble des sujets, le nombre de visites s’élève à 1680. Le coût total des vacations de médecin gériatre pour l’ensemble de l’étude s’élève à 360 kF.

L’évaluation psychométrique des sujets nécessite le recours à des psychologues. Une vacation par semaine est prévue dans chaque centre. Le coût total s'élève à environ 115 kF.

Des prélèvements sanguins sont prévus lors des six visites, soit au total  1680 prélèvements pour un coût infirmier de 45 kF (AMI = 24,75 F).

Le coût global en personnel au niveau des centres de gériatrie est de 481 kF.

Mesures des paramètres immunologiques
Ces mesures sont réalisées dans les services du Professeur JF Bach et du Professeur P Galanaud.

Le prélèvement des 280 sujets, réalisé dans le laboratoire du Professeur Bach à M0, M6, M12 avec constitution d’une DNAthèque, d’une sérothèque et d'une plasmathèque, est assuré par des médecins qui sont payés sous forme d’honoraires : 30 kF. 

La réalisation des tests immunologiques implique les personnels du laboratoire concerné, enseignants chercheurs ou techniciens statutaires. Ces examens ne sont pas codifiés à la nomenclature des actes et examens médicaux. 

Le coût des examens réalisés dans le laboratoire du Professeur Bach et qui concernent les 140 sujets de la deuxième décennie est de 1 000 kF.
Le dosage des cytokines dans le plasma réalisé dans le laboratoire du Professeur Galanaud chez les 140 sujets coûte 90 kF.

Le coût global de la réalisation des dosages immunologiques est de 1 120 kF.
Exploration vasculaire
Les explorations vasculaires réalisées dans les laboratoires de pharmacologie et de l'INSERM U 337 ne sont possibles que grâce à l'utilisation d'un matériel de haute technologie déjà en possession de ces unités de recherche. Les personnels impliqués sont des enseignants chercheurs ou des techniciens statutaires. Aucun salaire ou indemnité n'est à prévoir pour ces personnels. Ces examens ne sont pas codifiés à la nomenclature des actes et examens médicaux. Le coût de la recherche correspond à l'amortissement du matériel et aux frais de consommables liés à l'utilisation de ces appareillages de haute technologie. Le coût de chaque séance d'exploration est de 1,5 kF. 70 sujets sont explorés à deux reprises, soit 140 séances. Le budget est de 210 kF. 

Le dosage de l'homocystéine plasmatique est réalisé, dans le laboratoire du Professeur Kamoun, chez 70 hommes, soit 140 dosages pour un coût de 30 kF.

Le stockage et l’extraction du DNA pour les 280 sujets, réalisés par le Docteur Jeunemaître, coûtent 60 kF.

Le coût total du projet vasculaire est de 312.6 kF.

Dosage de l’IGF-1
Ce dosage est réalisé dans le laboratoire du Professeur Le Bouc à l’hôpital Trousseau pour les 280 sujets à M0 et M12. Cet examen n’est pas codifié à la nomenclature des actes et examens médicaux. Le coût unitaire du dosage est de 270F.

 Le budget pour le dosage de l’IGF-I est de 151 kF.

Mesure de la composition corporelle et de la densité osseuse

Ces examens absorptiométriques non codifiés à la nomenclature des actes et examens médicaux sont réalisés au Centre Lafayette (Docteur Raison).

Le coût d’une exploration mesurant la composition corporelle et la densité osseuse est de 400 F. Deux cent quatre-vingts sujets sont explorés à deux reprises à M0 et à M12, soit 560 séances. 

Le co˚t global de l’exploration par DEXA est de 224 kF.
Mesures biochimiques et hormonales
Les mesures de biochimie courante et certains dosages endocriniens (cortisol et S-DHEA) sont réalisés pour les 280 sujets dans le laboratoire de biochimie du Professeur Brigitte Debuire à l’hôpital Paul Brousse et les mesures des marqueurs osseux dans le laboratoire du Docteur Souberbielle .

La réalisation des dosages nécessite l'octroi d'une vacation de médecin hebdomadaire pendant 18 mois, soit un co˚t de 26 kF. 

Les coût des examens courants est de 60 kF.

Le coût des marqueurs osseux est de 805 kF.

Le coût des dosages endocriniens est de 302 kF.

Les autres dosages endocriniens sont effectués dans le laboratoire INSERM du Docteur Marc Roger à l’hôpital Saint Vincent de Paul. 

Le budget pour les 280 sujets est de 408 kF.

Le coût global des dosages biochimiques et hormonaux est de 

1 600 kF.

Etude de la force musculaire

Le coût concerne l'achat du matériel de dynamométrie manuelle, la formation des intervenants, le recueil et l'analyse des données. 

Le budget est de 150 kF.

Etude du vieillissement cutané
Cette étude est entièrement financée par le laboratoire de recherches de l’Oréal. Son coût est estimé à 1 000 kF.

Pharmacie
Le coût de la DHEA pour 140 sujets traités est de 295 kF. Le coût du placebo pour 140 sujets traités est de 169 kF.

Le coût de la gestion pharmaceutique par la Pharmacie Centrale des Hôpitaux est de 404 kF.
Analyse statistique
Le coût de l’analyse statistique de l’étude coordonnée par le Professeur Thomas (INSERM U 444) est de 150 kF. 

Consommables
Le coût des cahiers d'observation est évalué à 130 kF.

Le coût prévisionnel global de l’étude est de 6 656 kF dont 1 000 kF sont pris en charge par l’Oréal.
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ANNEXE 4

PARAMETRES IMMUNOLOGIQUES : IMMUNITE HUMORALE, PHENOTYPES ET FONCTIONS LYMPHOCYTAIRES.

Ces précisions concernent le protocole immunologique qui est réalisé dans le laboratoire du Professeur Jean-François BACH (Hôpital Necker).

Immunité Humorale :

- Dosage des immunoglobulines dans le sérum : IgM, IgG, IgA. Dans le cas où des anomalies majeures seraient retrouvées, les sous-classes d'immunoglobulines sont également testées.

- Etude des auto-anticorps : dosage dans le sérum des facteurs anti-nucléaires. La spécificité de la réactivité anti-nucléaire est étudiée sur les sérums positifs : recherche de divers auto-anticorps anti-ADN, anti-histone, anti-nucléosome etc.

Immunité Cellulaire :

- Phénotypes lymphocytaires :

Les proportions des sous-populations lymphocytaires dans le sang périphérique sont analysées à l'aide d'anticorps monoclonaux spécifiques : lymphocytes B, lymphocytes T CD3+, CD8+. Par ailleurs, au sein des lymphocytes T CD4+ et CD8 +, la proportion de cellules activées, exprimant les antigènes DR (antigènes du complexe majeur d'histocompatibilité de classe II) ou le récepteur de l'interleukine 2, ainsi que les cellules exprimant un phénotype de cellule "naÔve" ou "mémoire" (CD45 RA+ et CD45R0) est étudiée.

- Mesure de l'activité "Natural Killer" ou NK des lymphocytes périphériques. Les cellules mononuclées sont isolées à partir du sang périphérique, sur un gradient de densité, et mises en présence de cellules K562 marquées au chrome 51. Les cellules K562 sont des cibles privilégiées des lymphocytes NK humains. Après une incubation in vitro à 37° de 4 à 6 heures les surnageants sont recueillis et leur radioactivité mesurée.

- Mesure de la capacité proliférative des cellules lymphocytaires T périphériques à diverses stimulations mitogéniques : phytohémagglutinine A (PHA) et anticorps monoclonaux anti-CD3. Les cellules mononuclées sont isolées à partir du sang périphérique, sur un gradient de densité, et mises en présence des deux agents stimulants à différentes concentrations. Au terme de 3 jours, de culture in vitro ‡ 37∞C, la prolifération cellulaire est mesurée grâce à une incorporation de 18 heures de thymidine tritiée.

- Mesure de la production de cytokines par les cellules par les cellules mononuclées du sang périphérique avant et après stimulation mitogénique : le sang total est dilu et incubé avec un mélange de PHA et de lipopolysaccharide (LPS). Les cytokines suivantes : facteur nécrosant les tumeurs (TNF), interféron gamma IFN(, interleukine (IL-)2, IL-6 et IL-10 sont mesurées dans les plasmas dilués au terme de 24 à 72 heures de culture in vitro à 37°C selon la cytokine étudiée. Les quantités de cytokines retrouvées dans les échantillons provenant des cultures de cellules stimulées sont comparées à celles des échantillons provenant des cultures de cellules non stimulées. 

ANNEXE 5
 METHODES NON INVASIVES D'ETUDE DU SYSTEME ARTERIEL.
Les méthodes ultrasoniques sont actuellement utilisées pour l'exploration non-invasive du système artériel chez l'homme. L'artère radiale possède une média de structure musculaire prédominante et une intima qui reste indemne de lésions d’athérosclérose. Pour l'artère radiale, tout changement de l'épaisseur pariétale est la conséquence d'un changement intervenant au niveau des composés musculaires ou collagènes de la média artérielle, de l'intima pour une moindre part (artériosclérose). L’artère carotide diffère de l'artère radiale, car sa média est de structure élastique et la détection d'un épaississement de sa paroi artérielle correspond le plus souvent au développement de lésions d’athérosclérose au niveau de l'intima.
L'évaluation de la structure artérielle est réalisée par la mesure du diamètre et de l’épaisseur des artères superficielles. La détection des variations systolo-diastoliques du diaèËtre autorise l'étude des propriétés de distensibilité des artères. 

Les échographes B-Mode sont utilisés au niveau des artères superficielles de gros calibre (artère carotide et fémorale), et une lecture informatisée des images artérielles permet la mesure de l'épaisseur artérielle et le calcul de la distensibilité. Au niveau des artères de plus petit calibre (artère radiale), une nouvelle technique vient d'être récemment validée (Tardy et al., 1991 ; Girerd et al., 1994b). L'angiomètre de haute résolution Nius-02( permet la mesure du diamètre interne et de l'épaisseur artérielle grâce à l'obtention d'un signal radio-fréquence des parois artérielles avec une résolution axiale de 160(m.

Mesure des paramètres artériels 

Pour décrire la structure artérielle, le diamètre interne moyen (µm) et l'épaisseur moyenne (µm) sont mesurés. Ces paramètres permettent de calculer le rapport épaisseur moyenne/rayon interne moyen appelé rapport épaisseur/rayon interne, et la masse vasculaire (MV) selon la formule MV = r((Re2-(Ri2) où Re est le rayon externe moyen et Ri le rayon interne moyen et r la densité de la paroi artérielle (r = 1,06 g/cm3).

Pour évaluer la distensibilité volumique de l'aorte, la mesure de la vitesse de propagation de l'onde de pouls sera effectuée en utilisant un appareil de type complior (.

Pour évaluer le site des ondes de réflexions, une tonométrie d'aplanation est effectuée au niveau de l'artère carotide primitive en utilisant un tonomètre millar ( (Benetos et al 1993).

Description de la procédure opérationnelle
Les patients sont installés dans une pièce climatisée et équipée pour l'exploration vasculaire non-invasive. Toutes les mesures sont effectuées en position couchée chez un sujet au repos . Une mesure automatique de la pression artérielle par méthode oscillométrique est effectuée tout au long de l'exploration avec un brassard positionné sur le bras gauche.

Les examens effectués sont tous basés sur des enregistrements externes et ne nécessitent aucune ponction ou prise de sang. Aucune douleur ou complication n'est à craindre au cours ou au décours de ces explorations. Il n'est pas nécessaire que le sujet soit à jeun, mais la consommation de café dans l'heure précédant l'exploration est déconseillée.

ANNEXE 6
TECHNIQUES POUR L'EVALUATION 

DU VIEILLISSEMENT CUTANE.
Critères primaires de l’évaluation du vieillissement cutané
Evaluation clinique
Les critères primaires de l’évaluation clinique se feront selon des scores validés sur les paramètres suivants : 

- les rides du visage seront évaluées sur des photographies standardisées.

- les lentigos actiniques des mains et du visage seront évalués sur des photographies standardisées.

- la densité pilaire sera évaluée à partir de macrophotographies standardisées.

- l’épaisseur de l’hypoderme est mesurée par le pli cutané avec le Skin Caliper au niveau tricipital.

Méthodes non invasives 
. Echographie ultrasonore
Les échographies cutanées seront acquises avec le dermoéchographe développé par L’Oréal-Recherche avec un capteur ultasonore fonctionnant à haute fréquence (25 Mhz).

Trois paramètres seront mesurés sur ces images : l’épaisseur de la peau (épiderme + derme), l’épaisseur de l’épiderme et surtout celle de la SENEB (Sub Cutaneous Non Echogenic Band). 

Celle-ci est un très bon marqueur échographique du vieillissement cutané (de Lacharrière et al 1994, Richard  et al 1994). L’épaisseur de l’épiderme se mesure de préférence sur la tempe et /ou sur la main et celle de la SENEB sur l’avant-bras.

. Twistomètre
Le twistomètre mesure les propriétés biomécaniques de la peau. Il permet d’étudier la réponse de la peau à une déformation appliquée dans la direction parallèle à sa surface. On mesure la rotation d’un disque collé sur la peau et on évalue ainsi l’extensibilité et l’élasticité cutanée. Il est utilisé avec deux configurations (1 et 3 mm), ce qui permet d’évaluer distinctement les propriétés des couches superficielles et celles de couches plus profondes. Le temps d’acquisition est de 60 secondes par mesure.

On s’intéressera essentiellement à l’élasticité cutanée (Ur/Ue) qui est un des meilleurs marqueurs du vieillissement pour les propriétés biomécaniques (Richard et al 1994 ; Escoffier, 1989). La mesure se fera sur l’avant-bras au niveau du site des mesures échographiques.

. Répliques cutanées
La mesure du microrelief sur l’avant-bras et des rides de la patte d’oie se fait à l’aide d’empreintes réalisées avec une pâte de silicone (Silflo). Ces répliques seront étudiées par analyse d’images, ce qui permet de définir la direction principale des microsillons, leur densité et leur profondeur moyenne. Cette analyse automatisée permet également de calculer un coefficient, le CDSS. Il représente la « réserve de déformation » de la peau qui est un très bon marqueur du vieillissement, en particulier sur le visage (de Lacharrière et al 1994 ; Richard et al 1994 ; Corcuff et al 1989).

 Sébutape
Il est utilisé pour la mesure de l’excrétion sébacée. Il s’agit d’un film adhésif poreux qui "piège" le sébum au niveau des orifices folliculaires. Le pourcentage de surface occupé par les taches transparentes est une mesure de l’excrétion sébacée ; la mesure se fait par l’intermédiaire d’un système d’analyse d’images. Il sera utilisé sur le front. 

Critères secondaires de l’évaluation du vieillissement cutané
Evaluation clinique.
L’évaluation des descripteurs de la peau âgée, que sont l’aspect pyracé, la texture, l’Èclat, l’élastose actinique, la flacciditÈ, sera faite selon les scores cliniques que nous avons développés (de Lacharrière et al 1994).

Méthodes non invasives

. Colorimètre (Minolta CR 200)

Cet appareil décrit les couleurs dans un espace à trois dimensions, utilisant le système de coordonnées L*, a* et b*. Ce système est celui qui est le plus proche de l’oeil humain. L* exprime la luminance ou la clarté de la couleur (0 : blanc, 100 : noir) ; a* est la composante de séparation entre le vert (négati) et le rouge (positif), et b* varie du bleu (négatif) au jaune (positif).

Six mesures seront faites pour chaque modèle et moyennées. On s’intéressera plus particulièrement à l’hétérogénéité de la couleur, qui est un bon marqueur du vieillissement (Richard et al 1994).

. Flaccidimètre
Il mesure les propriétés biomécaniques de l’hypoderme. Une dépression de 500 mbars est appliquée à la surface de la peau, entraînant une déformation perpendiculaire au plan de la peau et elle est enregistrée pendant 30 secondes. Elle sera exercée sur l’avant-bras.

ANNEXE 7
ANNEXE 8
Glossaire des abréviations

ALAT : alamine amino transférase

ASAT : asparto amino transférase

DEXA : dual energy X-ray absorptiometry

ECG : électrocardiogramme

FSH : folliculin stimulating hormone

HAD : Hospital Anxiety and Depression scale

HDL,LDL : high density lipoprotein, low density lipoprotein 

IGF : insulin-like growth factor

IL : interleukine

LH : luteinizing hormone

MMS : mini mental state de Folstein

NFS : numération formule sanguine

NHP : Nottingham Health Profile

PSA : prostatic-specific-antigen

PTH : parathyroid hormone

TG : triglycérides

TNF : Tumor Necrosis Factor

TP : taux de prothrombine

TSH : thyrotropin stimulating hormone 
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