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INTRODUCTION

L'insuffisance rénale aigué (IRA) est une des plus courantes (mais grave)
complications survenant chez les patients hospitalisés ; I'incidence en augmentation *?

reflete une population vieillissante, ayant souvent plusieurs comorbidités associées.

Le remplacement valvulaire aortique (RVA) concerne une population de patients de plus en
plus agée et représente apreés les pontages I'une des interventions de chirurgie cardio-
thoracique les plus fréquentes. Les interventions chirurgicales, et en particulier les

interventions de chirurgies cardiaques, peuvent se compliquer en postopératoire d’une IRA.

La survenue d’une IRA influence de maniére péjorative le pronostic des patients, nécessitant
un allongement de la durée d’hospitalisation et la nécessité dans certains cas de recourir a
une épuration extra-rénale (EER). Le dépistage précoce de I'IRA dans ce contexte est
essentiel pour améliorer la prise en charge de ces patients, et limiter les complications qui y
sont liées. Actuellement, le marqueur de référence pour diagnostiquer une insuffisance
rénale est la créatinine plasmatique. Malheureusement, ce marqueur est tardif puisqu’il
s’éleve entre 10 heures et 24 heures apres l'initiation de I'atteinte rénale, entrainant donc
un retard diagnostic et thérapeutique préjudiciable. Plusieurs biomarqueurs sont
actuellement a I'étude afin de trouver un marqueur idéal, plus précoce que la créatinine,

dans le diagnostic de I'IRA.

L’objectif de notre étude est d’évaluer I'intérét du dosage de la NGAL (Neutrophil Gelatinase
Associated Lipocalin) en post chirurgie cardiaque (en prenant comme modele la chirurgie de
remplacement valvulaire aortique isolée) chez les patients agés de plus de 75 ans. Dans ce
cadre, le protocole NGAL a été mis en place a I’'hopital Guillaume et René Laennec, en

collaboration avec le service d’anesthésie-réanimation (Dr B. Rozec).



Généralités




I. Rappels sur le rein

1. Anatomie

Le systéme urinaire est composé de 2 reins situés de part et d’autre de la colonne vertébrale

et ayant la forme d’un haricot.

1.1 Structure externe

Chaque rein présente une partie concave (le hile) par laquelle pénétre I'artére rénale et d’ou
sort la veine rénale, assurant ainsi la vascularisation du rein. Le hile est également le lieu

d’émergence des voies urinaires (uretéres) vers la vessie.

1.2 Structure interne

Une coupe longitudinale du rein permet de distinguer 3 grandes régions :

- le cortex, qui représente la couche externe du rein immédiatement sous la capsule rénale

- la médulla, qui représente la partie médiane du rein et qui renferme les pyramides de
Malpighi

- le bassinet, qui est I'extrémité supérieure élargie de I'uretére.

L'urine élaborée a l'intérieur des pyramides de Malpighi est collectée dans le bassinet, avant
I’évacuation vers l'uretere, la vessie puis l'uretre. Chaque pyramide contient plus d’un
million d’unités fonctionnelles appelées néphrons. Chaque néphron est constitué (figure 1) :
- d’un glomérule entouré par la capsule de Bowman

- d’un tubule, tube situé en sortie du glomérule et constitué du tube contourné proximal, de

I’'anse de Henlé, du tube contourné distal et du tube collecteur.



Tubule Tubule
contourné contourné

proximal Capsule de distal
Bowman

\Glome’rule x‘_

Medullaire

Tubule
collecteur

Figure 1 : Structure d’un néphron

Il existe deux types de néphrons :

Les néphrons corticaux qui représentent 85 % des néphrons : ce sont des néphrons
courts dont le glomérule est situé dans la région superficielle de la corticale ; ils ont
une capacité de réabsorption faible

Les néphrons juxta-glomérulaires qui représentent 15 % des néphrons : ils sont situés
dans la corticale profonde et sont dotés d’une capacité de réabsorption de sodium

importante.

2. Fonctions du rein

2.1 Fonction exocrine

Le rein permet I'élimination des déchets du métabolisme et des substances toxiques et

participe ainsi au maintien de ’lhoméostasie en régulant I’équilibre hydro-électrolytique et

acido-basique. Pour cela, on retrouve 3 étapes indispensables :

L'ultrafiltration avec formation de l'urine primitive :
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La membrane du glomérule filtre les molécules selon le poids moléculaire (ainsi, toutes les
molécules supérieures a 67 000 daltons ne passent pas cette barriére), la charge électrique
(la membrane basale étant chargée négativement, toutes les molécules chargées
négativement ne passeront pas), et I’'hémodynamique intrarénale (le débit sanguin rénal en
sachant qu’il est de 1200 mL/min au repos soit 20 % du débit cardiaque). L'urine primitive
s’accumule alors dans la capsule de Bowman avant d’étre évacuée par le tubule.

Il est communément admis que le meilleur parametre reflétant la fonction rénale est le débit
de filtration glomérulaire (DFG) ; il correspond au débit de formation de I'urine primitive et
les valeurs de référence du DFG estimé sont de 130 + 20 mL/min/1.73 m2. Pour le mesurer, il
faut une substance librement filtrée, non sécrétée et non réabsorbée ; les marqueurs de
référence sont exogenes (inuline, marqueur isotopique DTPA, lohexol) et il n’existe pas de
substance endogene remplissant intégralement ces conditions (I’ersatz acceptable est la

créatinine).

- Laréabsorption :
Elle a lieu au niveau du tubule et permet de réabsorber certains éléments filtrés grace a des
transporteurs spécifiques de certaines molécules comme le glucose au niveau du tube
contourné proximal, des échanges d’ions au niveau des tubes contournés et de I'anse de
Henlé et une réabsorption d’eau au niveau du tube contourné proximal, de I'anse de Henlé

et du tube collecteur.

- La sécrétion rénale :
Cette derniére étape a lieu au niveau du tubule (et plus particulierement les tubes
contournés). Elle permet [Iélimination de substances indésirables n’ayant pas été
suffisamment filtrées par le glomérule (certains médicaments, ions H*, potassium par un

mécanisme de transport actif).

2.2 Fonction endocrine

Le rein assure une fonction hormonale importante. Il est capable de synthétiser et de
sécréter :

- la rénine, enzyme fabriquée par les cellules de la macula densa de |'appareil juxta
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glomérulaire, responsable de la transformation de I'angiotensinogéne en angiotensine I.
L'angiotensine | est ensuite transformée en angiotensine Il par 'enzyme de conversion de
I'angiotensine (ECA). L’angiotensine | est un puissant vasoconstricteur et I'angiotensine Il
stimule la production d’aldostérone qui va permettre la réabsorption du sodium dans le tube
collecteur. Ainsi, le rein assure la régulation de la tension artérielle via I’élimination

hydrosodée.

- I'érythropoiétine (EPO) qui a un role stimulant dans la différenciation, la prolifération et la

maturation de la lignée érythrocytaire.

- la vitamine D : le rein intervient dans I’hydroxylation de la forme inactive de la vitamine D
(la 25-hydroxycholécaciférol) en forme active (1,25-dihydroxycholécaciférol) jouant un role

majeur dans le métabolisme phosphocalcique et osseux.

Toutes ces fonctions sont donc essentielles pour le maintien de I'homéostasie de
I'organisme. Cependant, certaines situations ou certaines pathologies vont entrainer une
altération de la fonction rénale conduisant a I'IRA voire par la suite a l'insuffisance rénale

chronique (IRC) (conséquence de I'IRA ou d’un autre mécanisme).

Il. Linsuffisance rénale aigué

1. Définition et classification

L'IRA est définie comme une altération rapide et brutale de la filtration glomérulaire
entrainant une accumulation des substances normalement excrétées par le rein.

Les fonctions du rein ne sont alors plus respectées ce qui induit des troubles de I'équilibre
acido-basique, une diminution de la diurese (oligurie voire anurie) ainsi que la rétention de

déchets et toxiques.

ans la littérature, il existe une diversité de critéres pour définir conduisant a une
D la littérat I t d té d t déf I'IRA d t

grande confusion et rendant les comparaisons des résultats des différentes études difficiles.
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Quelques criteres sont communément admis :
- I’élévation de I'urémie

I'augmentation de la créatininémie

I'oligurie (signe inconstant)

Plusieurs classifications existent :

La classification RIFLE (Risk, Injury, Failure, Loss and End-stage kidney disease) élaborée en
2004 par le groupe ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) définissant I'IRA selon
I'augmentation de la créatinine plasmatique et la réduction du débit urinaire et qui introduit

deux paramétres pronostiques selon la durée de persistance de cette défaillance * (figure 2).

GFR critera Urire cutput criteria
1|II .'I
|\ Increased creatining x 1.5 or UO<05mikg ' h' {
Rizk \  GFR decreass >25% =B h { High sensitivity
\ J
\ f
Increased crealinine =2 or U0 =0.5 ml kg £ i ||III
Injury H". GFR decrease >50% x12 h /
{ /
| = ||l
Increased creatining =3 or o
GFR decroase >75% or UEUJ‘H-:?‘ mikg " h g {
Failura | Greatinine = 4 mg per . | High specilicity
400 mi (acule risaol | @nuriax12h 5/
= 0.5 mg per 100 mi di} /
\ Persistent ARF = complate loss of
Loss renal function = 4 weeks }

ESRD End-stage renal dissase !

Figure 2: Classification Risk, Injury, Failure, Loss and End-stage kidney disease (RIFLE) >,

Il existe une corrélation entre les critéres RIFLE et la mortalité avec une augmentation du
risque relatif de mortalité de 2.4 chez les patients au stade « Risk » a 6.37 pour les patients

au stade « Failure » °.
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En 2005, une étude démontre que méme de faibles variations de créatininémie sont
significativement indicatives d’une dysfonction rénale. Le réseau Acute Kidney Injury (AKI)
révise alors les critéres RIFLE et la classification Acute Kidney Injury Network (AKIN) est créée
en 2007 °.

Cette classification AKIN est élaborée par un groupe d’experts multidisciplinaire : I’ADQI,
I’ASN (American Society of Nephrology), I'ISN (International Society of Nephrology) et la NKF
(National Kidney Foundation) ’.

Elle est basée sur I'augmentation de la créatininémie ou du débit urinaire selon 3 stades
définis ci-dessous :

- IRA stade 1: élévation de la créatininémie de 1.5 a 1.9 fois par rapport a la
créatininémie de base ou débit urinaire inférieur a 0.5 mL/kg/h pendant 6 heures ou
plus

- IRA stade 2: élévation de la créatininémie de 2 a 2.9 fois par rapport a la
créatininémie de base ou débit urinaire inférieur a 0.5 mL/kg/h pendant 12 heures ou
plus

- IRA stade 3 : élévation de la créatininémie supérieure a 3 fois la créatininémie de
base ou créatininémie supérieure a 354 umol/L avec une augmentation de plus de 44
umol/L ou la mise en place d’une EER ou débit urinaire inférieur a 0.3 mL/kg/h

pendant 24 heures ou plus ou anurie depuis 12h ou plus.

Plusieurs études ont comparé ces 2 classifications. Ainsi, Ostermann et al ont montré que
selon ces 2 classifications sur la méme base de données (41972 adultes), I'incidence de I'IRA
ne varie pas mais le stade de la classification peut étre différent (par exemple, le stade 3
« Failure » pour la classification RIFLE regroupe 7.6 % des patients alors que le stade 3 de la
classification AKIN regroupe 12.5 % des patients). Mais il existe une concordance entre ces 2

classifications entre la sévérité de I'IRA et son pronostic ®.

2. Etiologies de I'insuffisance rénale aigué

Au plan physiopathologique et diagnostique, I'IRA peut étre divisée en 3 catégories : I'IRA

pré-rénale, rénale et post-rénale.
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2.1 L'insuffisance rénale aigué pré-rénale ou fonctionnelle

Elle représente environ 60 % des IRA ° et correspond a une diminution du DFG consécutif a
une hypovascularisation du rein. Cette altération de la filtration glomérulaire est réversible

apres correction de la volémie et ne s"accompagne pas d’une altération des tissus rénaux.

Les étiologies sont variées, notamment : les pertes cutanées (bralures, sudation), digestives
(vomissements, diarrhées, fistules), rénales (traitement par diurétiques excessif, néphrite
interstitielle chronique, insuffisance surrénalienne), les hypovolémies liées a un syndrome
néphrotique, une cirrhose hépatique décompensée, une insuffisance cardiaque congestive,
une hypotension artérielle dans les états de choc cardiogéniques, septiques, anaphylactiques
et hémorragiques) et I'lRA hémodynamique (utilisation d’inhibiteurs de I'enzyme de
conversion (IEC), d’antagoniste des récepteurs a l|‘angiotensine I (ARA2), d’anti-

inflammatoires non stéroidiens (AINS) ...)

Le diagnostic biologique repose sur la présence de signes de déshydratation extracellulaire
(hémoconcentration), un rapport sodium (Na) urinaire/potassium (K) urinaire inférieur a 1
(hyperaldostéronisme secondaire) avec une natriurése inférieure a 10 mmol/L et une

osmolarité urinaire supérieure a 500 (mécanisme d’adaptation du rein par réabsorption).

2.2 l'insuffisance rénale aigué rénale ou organique

L'IRA organique est secondaire a une lésion qui touche un ou plusieurs composants du tissu

rénal.

Les principales causes d’IRA organiques sont :
v’ Les nécroses tubulaires aigués :
- Ischémiques par choc (septique, hypovolémique, hémorragique, cardiogénique)
- Par toxicité tubulaire directe de certains médicaments (aminosides, produits de contraste
iodés, amphotéricine B ...)
- Dues a la précipitation intratubulaire de médicaments (méthotrexate, sulfamides) ou de

myoglobine (dans le cadre de rhabdomyolyse) ou d’hémoglobine.

15



v Les néphrites interstitielles aigués sont d’origine infectieuse ou immuno-allergique

v Les néphropathies glomérulaires aigués ou rapidement progressives :

- Glomérulonéphrite aigué post infectieuse

- Glomérulonéphrite endo et extracapillaire (lupus, cryoglobulinémie, purpura rhumatoide,

syndrome de Goodpasture)

- Glomérulonéphrite nécrosante (maladie de Wegener)

Les parametres biologiques évocateurs sont la présence d’une natriurése supérieure a 20

mmol/L, et un rapport Na urinaire/K urinaire supérieur a 1.

Le tableau 1 résume les valeurs des différents parametres biologiques lors d’une IRA

fonctionnelle ou organique.

Insuffisance rénale Insuffisance rénale
fonctionnelle organique

Osmolarité urinaire > 500 <350
Osmolarité urinaire/ Osmolarité

>1.3 <11
plasmatique
Urée urinaire/ urée plasmatique >10 <3
Créatininurie/créatininémie > 40 <20
Na urinaire <20 >40
Fraction d’excrétion du Na <1% >1%

Tableau 1 : Caractéristiques biologiques des insuffisances rénales fonctiotnnelles et

organiques.

2.3 L'insuffisance rénale aigué par obstacle ou post-rénale

Elle est causée par un obstacle a I'étage supra-vésical (lithiases vésiculaires principalement

mais aussi des pathologies tumorales telles que le cancer de la prostate, le cancer du col

utérin, la tumeur de la vessie ou encore des pathologies inflammatoires comme la fibrose
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peuvent étre a l'origine d’une IRA post-rénale). La suppression de |'obstacle permet la
réversibilité de I'IRA mais il faut que cette intervention soit précoce ; dans le cas contraire,

des lésions cellulaires irréversibles peuvent se constituer.

3. L'insuffisance rénale aigué en contexte chirurgical

3.1 Incidence et mortalité de I'insuffisance rénale aigué en contexte chirurgical

Plusieurs études ont examiné les causes d’IRA chez les patients hospitalisés ; les principales
causes retrouvées sont |I'hypovolémie, le choc cardiogénique, la chirurgie, le sepsis, les
médicaments néphrotoxiques, les produits de contraste iodés et le syndrome hépatorénal
101112 | o contexte péri-opératoire est donc un puissant facteur d’agression rénale et
notamment la chirurgie cardiaque. L'incidence varie de 1 a 30 % selon les étudeset 1a 5 %
des patients nécessitent une EER ce qui est associé a une prolongation de la durée
d’hospitalisation, un risque accru de développer une IRC et une augmentation de la

mortalité >4

. Cette incidence est extrémement variable en fonction du type de chirurgie. La
.y N . . . . o/ 15 . .
mortalité globale apres une intervention cardiaque est comprise entre 2 et 8% ~ ; certains
auteurs ont montré qu’une insuffisance rénale sévere est associée a un risque de mortalité
augmenté par 4. La figure 3 représente la courbe de survie aprés RVA selon les valeurs de

créatininémie.
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Figure 3 : Impact de I'insuffisance rénale a court et long terme aprés chirurgie cardiaque 1
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3.2 Les causes d’insuffisance rénale aigué en contexte chirurgical

Il a été constaté que les modifications hémodynamiques systémiques et hormonales induites
par I'anesthésie et le stress chirurgical provoquent une baisse d’intensité variable du débit
sanguin rénal, du DFG, de la diurese et de la natriurése sans atteinte organique de la
fonction rénale. De plus, la baisse des parameétres de perfusion rénale va induire des
mécanismes d’adaptation de la fonction rénale conduisant a un tableau d’IRA fonctionnelle,
fréquente dans ce contexte. La restauration rapide de la perfusion rénale permet de rétablir
la fonction rénale sans altération des néphrons.

Dans certaines situations, le stress est plus important et les modifications de la fonction
rénale sont liées essentiellement a des phénomeénes ischémiques d’origine hémodynamique
entrainant une dérégulation micro-circulatoire rénale et une atteinte tubulaire.

L’atteinte microcirculatoire est expliquée, d’'une part, par I'ischémie rénale, et d’autre part
par les phénomenes inflammatoires liés a la reperfusion. Il existe un déséquilibre de
production des médiateurs rénaux vaso-constricteurs (Adénosine, Endothéline 1,
Thromboxane...) et vaso-dilatateurs (monoxyde d’azote, prostaglandine E2). L’atteinte
tubulaire est aussi expliquée par les phénomenes d’ischémie-reperfusion. Il existe une
dysfonction tubulaire du fait de la perte des capacités énergétiques cellulaires, mais aussi
par destruction du cytosquelette, par stimulation apoptotique liée a la libération de
cytokines pro-inflammatoires, ou tout simplement par cytotoxicité directe liée a la libération
de radicaux libres, ou de protéases. La mort cellulaire aboutit a une destruction de
I’épithélium tubulaire qui a pour conséquence finale une obstruction tubulaire. Enfin,
I"utilisation de produits néphrotoxiques peuvent évidemment altérer la fonction rénale. Ces
différents mécanismes concourent alors a une baisse durable du DFG. Mais les facteurs
préopératoires sont également importants a prendre en compte dans le développement de

I'IRA ; 'ensemble des facteurs est résumé dans la figure 4.
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Figure 4 : Les facteurs préopératoires, peropératoires et postopératoires peuvent influer sur

la fonction rénale et contribuer au développement d’une IRA /.

3.3 Les facteurs de risque de développer une insuffisance rénale aigué en post chirurgie

Les facteurs de risque de développer une IRA sévere en post-opératoire sont 18,

v Les paramétres propres au patient :

L’age supérieur a 70 ans

- Le sexe féminin

v La présence de comorbidités :

- L’existence d’un diabéte

- La présence d’artériopathies périphériques

- Des antécédents de pontage coronarien

- La présence d’une hypertension artérielle

- Une valvulopathie mitrale

- Une insuffisance cardiaque congestive

- Une fraction d’éjection du ventricule gauche (FeVG) altérée (<50%)
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- Lerecours a une contre-pulsion intra-aortique pré-opératoire
v Les paramétres biologiques :
- Leucocytes supérieurs a 12 G/L

- Créatininémie élevée en préopératoire.

I1l. Indications du remplacement valvulaire aortique

Le rétrécissement aortique de l'adulte est une affection fréquente. Il s’agit de Ia
valvulopathie la plus fréquente dans les pays occidentaux, représentant 25 a 30 % des
valvulopathies de I'adulte *°. Sa fréquence a augmentée au cours des 20 derniéres années,
en raison du vieillissement de la population dans les pays occidentaux et de la raréfaction
des valvulopathies rhumatismales. Un rétrécissement aortigue modéré n’entraine aucune
symptomatologie mais des |'apparition des symptomes fonctionnels, le pronostic devient
sévere a court terme. Le rétrécissement aortique sévere se manifeste généralement par la
survenue d’une dyspnée a l'effort, de douleurs thoraciques évoquant un angor ou, a un
stade plus évolué, par des syncopes. Les signes d’insuffisance cardiaque globale (cedémes,
anasarque) peuvent se surajouter a la clinique.

Le traitement de référence du rétrécissement aortique serré, consiste en un RVA chirurgical.
Ses indications ont été précisées en 2012 par I'European Society of Cardiology (ESC) (cf
annexe) ; la principale indication du RVA est représentée par le patient souffrant de sténose
valvulaire aortique serrée symptomatique.

Chez les patients agés, lorsque le rapport bénéfices-risques est en faveur de I'intervention
apres un bilan pré-opératoire rigoureux, la chirurgie montre d’excellents résultats. Dans la
majeure partie des cas, et toujours selon les recommandations européennes, elle repose sur
la mise en place d’une bioprothese, compte tenu de la meilleure durée de vie des prothéses
de derniere génération, d’autant plus que ces bioprothéeses ne nécessitent pas de traitement
anticoagulant au long cours. Les criteres de choix en faveur d’une bioprothése sont I'dge

avancé (supérieur a 70 ans) et le souhait du patient.

Le RVA chirurgical par voie conventionnelle est la technique de référence chez les patients

atteints d’une sténose aortique sévére, mais ne peut étre effectué chez tous les patients
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compte tenu des risques liés a la chirurgie (estimation par EUROSCORE II, STS-score, mais
également par l'expérience meédico-chirurgicale). Depuis 2002, le développement de
bioprotheses valvulaires aortiques implantables par voie percutanée : Transcatheter Aortic
Valve Implantation (TAVI) a permis d’envisager le RVA dans une population chez qui il était
jusqu’alors exclu. Compte tenu du co(t et des possibles complications liées a la procédure, la
haute autorité de santé (HAS) limite a ce jour la prise en charge de cette technologie aux
patients symptomatiques, avec sténose aortique sévere calcifiée, récusés pour une chirurgie

conventionnelle, aprés décision collégiale médico-chirurgicale.

IV. Méthodes d’exploration de la fonction rénale

La mesure de la fonction rénale est trés importante en pratique clinique quotidienne car elle
a des implications diagnostiques, cliniques et thérapeutiques. Différents marqueurs

biologiques et cliniques sont utilisés quotidiennement pour évaluer la fonction rénale.

1. Parameétre clinique : la diurése

La diurese est le volume urinaire émis par 24 heures.

La diurése normale est de 750 a 2000 mL par 24 heures ; elle varie en fonction de I'dge, du
poids, du régime alimentaire et du climat.

La diurése peut étre pathologique : on parle de polyurie lorsqu’elle dépasse 2500 mL par 24
heures, d’oligurie lorsqu’elle est inférieure a 500 mL par 24 heures et d’anurie lorsqu’elle est
inférieure a 100 mL par 24 heures.

La surveillance de I'élimination urinaire sur 24 heures en observant la quantité, I'aspect et la

couleur des urines fournit des renseignements importants sur I'état de santé des patients.

2. Parameétres biologigues

2.1 'urée

L'urée (figure 5), petite molécule de poids moléculaire de 60 Da, est le produit final du

catabolisme des protéines, peptides, acides aminés.
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Figure 5 : Molécule d’urée.

Sa synthese a lieu dans le foie : il s’agit de I'uréogenese (figure 6).

NH4*+ HC03™

CIPNI'I" HIME CTWJ_IYART ATE GLUTAMATE
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EYTOPLASME

Figure 6 : Schéma de l'uréogénese.
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La voie est exclusivement hépatocytaire car les hépatocytes sont les seules cellules a
exprimer le géne de l'ornithine-carbamyl transférase, enzyme nécessaire a l'uréogeneése.
L'uréogeneése est donc une voie métabolique exclusivement hépatique, dont les enzymes se
répartissent entre la matrice mitochondriale, le cytoplasme et les membranes du réticulum
endoplasmique. La glutamine transporte I'azote jusqu’au foie puis un premier atome d’azote
est incorporé par le carbamyl-phosphate dans la citrulline. Le deuxieme atome d’azote sort
des mitochondries sous forme de glutamate pour étre transaminé. L’aspartate ainsi obtenu
est condensé avec la citrulline pour achever la synthése de l'arginine. L’hydrolyse de
I’arginine sur les membranes du réticulum permet de libérer 'urée directement dans les
citernes d’ou elle diffuse vers la veine sus-hépatique (parallelement, I'a-cétoglutarate entre
dans les mitochondries pour participer a la gluconéogenese. Il peut aussi étre aminé par la
glutamate déshydrogénase et sortir a nouveau pour former de l'aspartate). L'urée sera
ensuite librement filtrée au niveau du glomérule rénal et partiellement réabsorbée au
niveau du tubule %°.

Les valeurs de référence pour I'urée varient de 3 a 6.5 mmol/L chez la femme et de 4 a 7
mmol/L chez 'homme dans le sang et de 300 a 500 mmol/24h dans les urines. Toute
diminution de la filtration glomérulaire entraine une augmentation de l'urémie avec

diminution de l'urée urinaire.

L'urémie est un mauvais marqueur de la fonction rénale car elle est soumise a d’importantes

variations qui ne dépendent pas du DFG.

Les facteurs qui influencent I'urémie sont 21,

La synthése hépatique

- L’age : 'urémie est inférieure d’environ 40 % a la naissance par rapport a I'adulte

- La fonction rénale : 'urémie est augmentée dans l'insuffisance rénale par défaut
d’excrétion rénale, comme pour les autres substances azotées (syndrome urémique)

- La diurése : la réabsorption tubulaire d’'urée dépend de la réabsorption d’eau ; apres
filtration glomérulaire, 'urée est réabsorbée de facon inversement proportionnelle
au débit urinaire.

- Le contenu du régime en protéines: un régime riche en protéines entraine une

augmentation significative de l'urémie
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- Le catabolisme protéique endogéene
2.2 La créatinine

a) Structure

La créatinine est une petite protéine de 113 Da, produit du métabolisme musculaire,
formée par déshydratation non enzymatique de la créatine dans les myocytes. La
premiere étape de la synthése de la créatine a lieu principalement dans le foie avec une
réaction de transamidination entre la glycine et I’arginine aboutissant a la formation de
I’acide guanidinoacétique. Puis une étape de transméthylation a lieu dans le foie avec
formation de créatine qui va passer dans le sang et rejoindre le tissu musculaire pour
98% d’entre elle (le reste allant au cerveau, au foie et aux reins). Enfin, la derniere étape
est irréversible et a lieu au niveau musculaire par déshydratation non enzymatique de la
créatine en créatinine %2 (figure 7) ; ainsi chaque jour, 1 a 2 % de la créatine musculaire

est convertie en créatinine %3,
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Figure 7 : Formation de la créatinine 3,

b) Fonctions

Compte tenu de son poids moléculaire et de I'absence de fixation aux protéines, la
créatinine est librement filtrée par le glomérule mais non réabsorbée au niveau tubulaire
24 | s’agit donc d’une molécule intéressante a premiére vue pour évaluer le DFG. Mais, il

2526 Cette sécrétion est trés variable d’un

existe une sécrétion tubulaire et digestive
sujet a l'autre et est tout a fait impossible a prévoir. Chez le sujet avec une fonction
rénale normale, cette sécrétion tubulaire et digestive est négligeable mais elle augmente

en cas d’insuffisance rénale %. Chez le sujet d’origine africaine, la sécrétion tubulaire de
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créatinine semble étre moins importante comparativement a celle du sujet caucasien.
L’élévation plus rapide de la créatininémie chez les Afro-Américains pourrait donc étre
liée a une sécrétion tubulaire de créatinine moindre (et non a une diminution plus rapide
du DFG) . En plus de cette sécrétion, la créatinine est soumise a des fluctuations de sa
concentration sérique qui ne dépendent pas de la filtration glomérulaire. Les facteurs qui
modifient la production et I'élimination de la créatinine sont détaillés dans le tableau 2.
La production de créatinine pourrait diminuer avec I'age mais cette diminution est
« compensée » par une diminution physiologique du DFG *°. En pédiatrie, les variations
de créatinine observées chez les enfants en croissance sont expliquées par le gain en

masse musculaire.

FACTEURS EFFET SUR LA CREATININEMIE
Age Diminution
Sexe féminin Diminution
Ethnie noire (réf caucasienne) Augmentation

Masse musculaire :

- maladie neuromusculaires Diminution

- musculation Augmentation

Régime alimentaire :

- type végétarien Diminution
- type carné Augmentation
Insuffisance rénale Augmentation

Tableau 2: Facteurs influencant la production et I'élimination de la créatinine 2.

Les valeurs de référence de la créatinine sont de 62 a 106 umol/L chez 'homme et 44 a 80

umol/L chez la femme.
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c) Limites

La fonction rénale est toujours évaluée aujourd’hui grace au dosage sanguin de molécules
éliminées par le rein telles que la créatinine et I'urée. Il faut savoir gu’une élévation sensible
de la créatininémie ne se produit qu’au dela d’une réduction de 50 % du DFG (figure 8). Ainsi,

la créatininémie ne commence a s’élever que 12 a 24 heures aprés le début de I'atteinte

rénale.
100 %] 1 ,
D _.
Néﬁh‘;qns Cf'éan'gﬁfne
r‘ésfdue}"s\\ plasmatique
50% T )
10 mi/min
Début N >
néphropathie IRC EER

Figure 8 : Evolution des néphropathies.

(IRC : insuffisance rénale chronique)

De plus, la créatininémie peut étre normale chez certains patients (patients agés et dénutris
par exemple) malgré un DFG abaissé. La figure 9 représente la relation non linéaire entre la
créatininémie et le DFG : par exemple, a une créatininémie de 80 umol/L peut correspondre

un DFG de 20 a 135 mL/min/1.73 m?2.
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Figure 9 : Relation non linéaire entre la créatininémie et le débit de filtration glomérulaire 30,

En noir : créatininémie des patients de moins de 65 ans ; en rouge: créatininémie des patients
de plus de 65 ans.

2.3 Formules estimant la clairance ou le DFG

a) DFG et clairance

L’évaluation précise du DFG est essentielle pour interpréter les signes et symptomes qui
peuvent indiquer une insuffisance rénale mais également pour adapter les doses de

médicaments et pour prendre en charge cette maladie rénale.

La clairance d’une substance correspond au volume de plasma épuré de cette substance par
unité de temps et le DFG correspond au volume de plasma filtré par le rein par unité de
temps (a I'état normal, 20 % du plasma délivré aux glomérules est filtré). La valeur normale
de DFG est d’environ 120 mL/min/1.73 m?2. Ainsi, la clairance rénale d’une substance qui est

filtrée par le rein mais ni réabsorbée ni sécrétée est égale au DFG.

I 'y a pas de substance endogéne non sécrétée ni réabsorbée, de sorte que seule
I'utilisation de traceurs exogenes permet d’obtenir une mesure précise du DFG.

Historiquement, la premiére substance utilisée a été I'inuline.
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D’autres substances exogénes sont maintenant utilisées comme traceur: l'iohexol,
I'iothalamate marqué a l'iode 125, I'EDTA marqué au chrome 51 ou le DTPA marqué au

technétium 99.

Compte tenu des limites précédemment décrites, des formules permettant d’estimer la

clairance de la créatinine ou le DFG sont couramment utilisées en pratique quotidienne.

b) Formule de Cockcroft et Gault

La clairance de la créatinine selon la formule de Cockcroft et Gault a été établie en 1976 a
partir de données recueillies chez 249 hommes avec une créatininémie stable. Le facteur
d’ajustement pour les femmes repose sur une diminution théorique de leur masse

musculaire de 15 % par rapport a celle des hommes.

Cl créatinine = K x (140- age) x poids / créatininémie

Avec K =1.23 chez 'lhomme

K =1.04 chez la femme

L’avantage de cette formule est I’'absence de recueil urinaire et sa validation sur un grand
nombre de patients avec des circonstances cliniques différentes. Cependant, le calcul est
moins performant chez les enfants, les personnes agées, les femmes enceintes, les
personnes tres maigres ou alors obeéses, et n’est pas normalisé pour une surface corporelle
de 1.73 m2. Une valeur inférieure a 80 mL/min traduit tout de méme une insuffisance rénale
avec une grande sensibilité et la reproductibilité dans le temps pour un patient donné
permet de suivre une insuffisance rénale modérée connue. Le tableau 3 compare la

créatinine et la formule Cockcroft et Gault.
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CREATININE COCKCROFT ET GAULT

Sensibilité (%) 62 82
Spécificité (%) 89 87
Valeur prédictive
83 88
positive (%)
Valeur prédictive
73 81

négative (%)

Tableau 3 : Comparaison de la créatinine et de la formule de Cockcroft et Gault en termes de

sensibilité, spécificité, valeur prédictive positive et valeur prédictive négative.

c¢) Formule Modified Died in Renal Disease (MDRD)

La formule MDRD (Modified Diet in Renal Disease) de Levey a été établie en 1999 a partir
des données de 1628 patients présentant une IRC. La formule initiale comporte 6 variables

(age, sexe, ethnie, créatinine, urée et albumine) 31,

DFG = K x 170 x SCr 2% x age %' x U 2% x Alb ®3'® x 1.18 chez le sujet noir

ameéricain

Avec K =1 pour les hommes et 0.762 chez les femmes
SCr : créatininémie en mg/dL
U : urémie en mg/dL

Alb : albuminémie en g/dL

Puis en 2000, la formule a été simplifiée par Levey pour ne conserver que 4 variables 32,

DFG = 186.3 x SCr +** x age %2* x 0.742 si c’est une femme

x 1.21 si sujet noir américain
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Enfin, en 2006, la formule a été recalculée car il existait une inexactitude lors de son

utilisation avec d’autres méthodes de dosages de créatinine que celle utilisée pour

I’établissement de la formule initiale (calibrateurs et dosage Jaffé sur le CX3 Synchron de

Beckman) *.

DFG = 175 x SCr *** x age %2 x 0.742 s’il s’agit d’une femme

x 1.21 si sujet noir ameéricain

Cette formule est finalement réajustée pour étre utilisable avec une créatinine mesurée par

technique enzymatique standardisée Isotopic Dilution Mass Spectroscopy (IDMS).

Cependant, cette formule n’est pas validée pour les enfants, les femmes enceintes et les

personnes agées de plus de 70 ans.

d) Formule Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)

La formule CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) a été proposée

pour augmenter la précision dans les valeurs de DFG supérieures a 60 mL/min/1.73 m?2.

L’élaboration de cette nouvelle formule s’est faite a partir de 8254 patients puis a été

vérifiée secondairement sur 3896 patients 3% (tableau 4).

Sexe Créatinine (umol/L) Equations
Femme <62 DFG = 144 x(SCr/0.7) °3%° x (0.993)%¢ x1.159 si personne noire
> 62 DFG = 144 x(SCr/0.7) % x (0.993)%° x1.159 si personne noire
Homme <80 DFG = 141 x(SCr/0.9) *** x (0.993)%° x1.159 si personne noire
> 80 DFG = 141 x(SCr/0.9) % x (0.993)%° 1.158 si personne noire

Tableau 4 : Equation Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) selon le

sexe et la créatininémie.
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e) Comparaison des formules entre elles

La formule de Cockcroft et Gault estime la clairance de la créatinine et non le DFG. La

clairance de la créatinine est supérieure au DFG car la créatinine est filtrée par le glomérule

mais également sécrétée par les tubules rénaux, de facon d’autant plus élevée que la

fonction rénale est altérée et donc de facon inversement proportionnelle au DFG. La formule

MDRD sous-estime significativement le DFG « vrai » d’environ 1 mL/min/1.73 m? alors que

la formule de Cockcroft et Gault le surestime significativement d’environ 2 mL/min/1.73 m?

35

De plus, selon les patients, les performances des formules varient. Le tableau 5 indique les

formules a utiliser préférentiellement dans chaque population.

Cockcroft et Gault MDRD CKD-EPI
Sujets insuffisants rénaux X X
Sujets a fonction rénale
X X X
normale
Sujets diabétiques *° X
Chez I’'homme X X
Chez la femme X X
Sujets maigres, BMI normal
ou surpoids (BMI entre 25 et X
30) X
Sujets obeses X X

Tableau 5 : Comparaison des formules Cockcroft et Gault, Modified Diet in Renal Disease

(MDRD) et Chronic Kidney Disease Epidemiology (CKD-EPI) *’.

(la croix indique la formule a utiliser préférentiellement)

Comparée a la formule MDRD, la formule CKD-EPI prédit de fagon plus précise le DFG chez

les patients présentant un DFG supérieur a 60 mL/min/1.73m

32

2 38

. Elle n"est pas plus précise




que la formule MDRD pour les patients avec un DFG inférieur a 60 mL/min/1.73 mZ2. Ainsi, la

NKF a recommandé I'utilisation de cette formule.

f) Particularité chez les sujets agés

L'utilisation des deux formules Cockcroft et Gault et MDRD chez les sujets de plus de 65 ans
montre des différences importantes 3% La formule Cockcroft et Gault sous-estimerait le DFG
par rapport a la formule MDRD “°. Une étude a montré que ces formules ne permettaient
pas de dépister une certaine proportion de patients octogénaires présentant un DFG abaissé
1 Comme dans 'ensemble de la population, la formule CKD-EPI apparait plus précise que la

formule MDRD chez les patients dgés avec un DFG supérieur a 60 mL/min/1.73 m2.

2.4 La protéinurie

a) Définition

La protéinurie est l'anomalie urinaire la plus fréquente. Elle peut étre d’origine
physiologique (protéinurie orthostatique, protéinurie d’effort...) ou pathologique et est
guantifiée en mg par 24 heures. On considére qu’une protéinurie est anormale lorsqu’elle
excede 100 mg par litre ou 150 mg par 24 heures. Chez le sujet sain, la moitié de ces
protéines provient du plasma (l'autre partie a une origine tissulaire), et I'albumine en
constitue I'essentiel, de sorte que la limite supérieure de I'albuminurie physiologique est de
30 mg/24h (figure 10). Les protéines plasmatiques subissent un phénomeéne de filtration
glomérulaire et un métabolisme tubulaire (réabsorption/catabolisme). Les protéines
tissulaires sont en grande partie synthétisées par les cellules épithéliales du tubule distal,

mais une minorité provient aussi du tractus urogénital (vessie, uretre).
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Figure 10: Composition protéique de I'urine chez le sujet sain (résultats en % de la

protéinurie totale) 2,

b) Quantification

La protéinurie peut étre déterminée par une méthode semi quantitative, la bandelette

urinaire, et par un dosage pondéral.

v" La bandelette urinaire :

Il s’agit de la technique de dépistage la plus utilisée. Elle utilise le réactif de
tétrabromophénol, qui change de couleur passant du jaune au bleu-vert, et détecte une

protéinurie au-dela d’environ 150 mg/L.

Lors de l'utilisation de ces bandelettes, il existe des faux positifs et des faux négatifs a
connaitre.

Les erreurs par excés (entrainant un résultat faussement positif) sont :

- les bandelettes trop anciennes

- les urines fortement alcalines

- la présence de sang (hématurie)

- la présence de pus lors d’infections urinaires

Les erreurs par défaut (entrainant un résultat faussement négatif) sont la présence d’une
protéinurie en dessous du seuil de détection (inférieure a 150 mg/L). De plus, les bandelettes
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sont sensibles a I'albumine et beaucoup moins aux autres protéines ce qui peut conduire a

un résultat faussement négatif.

v" Le dosage pondéral de la protéinurie :

Toute bandelette urinaire positive ou douteuse doit étre confirmée par le dosage pondéral
des protéines urinaires. Le dosage est réalisé préférentiellement sur un échantillon des
urines de 24 heures.

La technique de dosage est une méthode colorimétrique utilisant le rouge de pyrogallol : les
protéines réagissent avec le complexe rouge de pyrogallol-molybdate pour former un
complexe coloré rouge absorbant a 598 nm. L'absorption a 598 nm est proportionnelle a la

concentration en protéines dans I’échantillon.

V. Les nouveaux marqueurs d’insuffisance rénale aigué

Si la créatinine est I'un des marqueurs les plus utilisés en pratique quotidienne pour évaluer
la fonction rénale, son utilisation correcte reste problématique liée aux raisons
physiologiques et analytiques. C'est pourquoi, de nouveaux marqueurs se développent et

sont actuellement en cours d’étude et de validation.

Les caractéristiques nécessaires pour un biomarqueur idéal d’atteinte rénale aigué sont les
suivantes **

- il doit étre précoce (élévation rapide en post agression)

- il doit étre sensible

- il doit étre spécifique

- il doit étre obtenu par des techniques non invasives

- les techniques de dosage doivent étre standardisées, rapides et performantes

- la concentration du marqueur doit étre corrélée a la gravité de la Iésion

- la concentration doit étre le reflet des interventions thérapeutiques : le marqueur doit se
normaliser rapidement en fonction de I'efficacité d’une intervention

- I'expression doit étre conservée dans I'’ensemble de la population
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1. La NGAL (Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin)

1.1 Structure

La NGAL est une protéine de 25 kDa appartenant a la superfamille des lipocalines ; cette
molécule est également appelée lipocaline 2 ou sidérocaline. Les lipocalines sont des
protéines constituées de 8 feuillets B paralléles, avec un centre hydrophobe qui est le site de
liaison a des molécules lipophiles de bas poids moléculaire (prostaglandines, stéroides et fer).
La NGAL possede les séquences homologues et I'architecture caractéristique des lipocalines

(figure 11).

Figure 11 : Structure tridimensionnelle de la Neutrophil Gelatinase Associated Lipocalin s

1.2 Synthése

La NGAL est synthétisée au cours du processus de maturation des granulocytes dans la
moelle osseuse puis est stockée dans des granules spécifiques dans les polynucléaires

neutrophiles matures dans un complexe avec la gélatinase **°

. Les neutrophiles activés sont
donc la principale source de NGAL circulante mais d’autres types cellulaires peuvent
également libérer de la NGAL: cellules du derme et de nombreux épithéliums (tractus

bronchique, intestin, rein) et méme certaines cellules cancéreuses.

Le tableau 6 récapitule les différents organes ou I’'on retrouve la NGAL *.
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Tissus sains exprimant la NGAL Tissus pathologiques exprimant la NGAL
Trachée Pancréas
Moelle osseuse Leucémie myéloide chronique
Poumons Tumeurs cérébrales
Estomac Rein
Glandes salivaires Estomac
Prostate Colon
Utérus Seins
Colon Thyroide
Poumon Ovaires
Foie (insuffisance hépatocellulaire)
Rein (IRA)

Tableau 6: Ensemble des tissus et organes exprimant la NGAL.

La NGAL existe sous différentes formes : la protéine existe sous forme de monomere de 25
kDa, d’homodimére de 45 kDa ou sous forme d’hétérodimere (conjugué a la gélatinase) de
135 kDa. Les cellules épithéliales rénales sécretent principalement les formes monomériques
et hétérodimériques de NGAL alors que les polynucléaires neutrophiles activés sécretent

uniquement la forme homodimérique *’.

1.3 Fonctions

a) Propriétés bactériostatiques

La NGAL étant libérée par les polynucléaires neutrophiles activés, son principal role
biologique est d’étre un médiateur de la réponse inflammatoire et d’inhiber la croissance
bactérienne. Les bactéries produisent des sidérophores (comme [’entérochéline,
sidérophore naturel d’E. coli) pour subvenir a leurs besoins en fer ; or, la NGAL va empécher
I'apport de fer aux bactéries en se liant aux sidérophores et va donc exercer une action

bactériostatique 8 La NGAL participe ainsi a I'immunité innée.
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b) Role dans le transport du fer

Il existe deux types de récepteurs sur lesquels peut se lier la NGAL. lls assurent
I'internalisation du NGAL sous 2 formes : des complexes NGAL/fer/sidérophore (holo-NGAL)
vont assurer la libération intra-cytoplasmique du fer via un endosome, permettant la
régulation de I'expression des genes fer-dépendants. Lorsque la NGAL n’est pas liée a un
sidérophore (apo-NGAL), elle va capturer le fer intracellulaire pour permettre
I’externalisation des complexes fer/sidérophores en exces. La baisse du stock intracellulaire

du fer peut conduire alors a I'apoptose cellulaire (figure 12).
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Figure 12: Modele de la circulation du fer médiée par la NGAL aad

c) Roéle dans la prolifération cellulaire

La NGAL peut se lier a la Matrix Metalloproteinase 9 (MMP-9) et empéche ainsi sa
dégradation. Or, MMP-9 favorise la destruction de la matrice extracellulaire et la production
de facteurs de croissance vasculaire comme le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ce
qui facilite I'angiogéneése et la progression tumorale (cancer du sein par exemple). A l'inverse,
la NGAL serait capable de jouer un role protecteur dans certaines tumeurs en favorisant la

réparation tissulaire (cancer colique par exemple).
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d) Margueur d’insuffisance rénale aigué

Nous nous sommes intéressés dans le cadre du protocole NGAL au role de la NGAL comme

marqueur biologique d’IRA.

Une étude princeps a montré qu’une forte expression du géne de la NGAL induisait la
différentiation des cellules souches rénales chez le rat *°. D’autre part, de nombreuses
études transcriptomiques montrent que c’est I'un des genes les plus précocement up-
régulés au niveau rénal aprés une atteinte rénale >0, L’équipe de Paragas a également
montré grace a un modele expérimental d’IRA (modéle d’ischémie/reperfusion réalisé par
clampage de I'artere rénale) chez la souris une expression de la NGAL au niveau des cellules
tubulaires (branche ascendante de I'anse de Henlé, macula densa et cellules des tubes
collecteurs), une expression limitée au territoire ischémique et une corrélation entre le

niveau d’expression de NGAL et la durée de I'ischémie >*.

Du fait de son augmentation en cas d’agression rénale, la NGAL a été étudiée chez 'homme
comme un marqueur d’insuffisance rénale. Plusieurs hypothéses sont avancées concernant
I’élévation de la NGAL sérique en cas d’atteinte rénale : en cas d’atteinte rénale aigué, la
NGAL serait moins filtrée ce qui entrainerait une augmentation de sa concentration sérique,
la destruction des cellules tubulaires pourrait également conduire a un relargage de NGAL
dans la circulation sanguine et I'IRA est elle-méme souvent associée a un syndrome de
défaillance multiviscérale qui pourrait étre a I'origine d’une production extrarénale de NGAL.
De plus, son augmentation dans l'urine provient d’'une augmentation de synthese dans la

partie distale du néphron et d’une altération de la réabsorption tubulaire proximale.

De nombreuses études ont été publiées sur ce biomarqueur (plus de 7000 patients étudiés)
mais il existe une grande hétérogénéité des résultats selon la population étudiée, la

définition de I'IRA utilisée et le test employé pour le dosage de la NGAL.

Ce biomarqueur a d’abord été étudié en post chirurgie cardiaque chez les enfants. En effet, il
s’agit de conditions idéales puisque les enfants sont généralement indemnes de pathologie

rénale. L'incidence de I'IRA en pédiatrie est comparable a celle des adultes; la chirurgie
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cardiaque (lors de pathologies congénitales cardiaques) est la principale cause d’IRA avec
une incidence de 5 a 33 % 2. La premiére étude a été réalisée chez 71 enfants, 20 d’entre
eux (28 %) ont développé une IRA aprés une chirurgie cardiaque réalisée sous circulation
extracorporelle (CEC) ; les dosages sanguins et urinaires de NGAL ont été réalisés avant
I'intervention (TO) et a plusieurs temps aprés l'intervention (T+2h, T+12h, T+24h, T+48h,
T+72h et T+96h) par une technique ELISA ; I'aire sous la courbe ROC obtenue était de 0.91
pour le dosage de NGAL sanguin et de 0.99 pour le dosage urinaire >3, Les résultats montrent
également une élévation dans le sang et les urines de la NGAL dés 2h aprés I'intervention
chirurgicale (figure 13) alors que le diagnostic d’IRA avec la créatininémie n’est possible
gu’un a trois jours apres la chirurgie cardiaque avec circulation extracorporelle (CEC). Des

études ultérieures ont également montré l'intérét de la NGAL comme marqueur précoce

d’IRA chez les enfants >*°°.
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Figure 13: Cinétique d’apparition de la NGAL sérique (A) et urinaire (B) chez des patients

présentant ou non une IRA apreés chirurgie cardiaque >>.

Par ailleurs, chez I'adulte si de nombreuses études ont été publiées, notamment en post
chirurgie cardiaque ¢ 1a capacité prédictive de la NGAL sanguine comme marqueur d’IRA

varie avec des aires sous courbe variant de 0.61 a 0.99 selon les auteurs.

Les aires sous courbe de la NGAL urinaire varient également de fagon importante. Ainsi, la
NGAL urinaire augmente significativement chez les patients développant une IRA par rapport

57,58

a ceux ayant une fonction rénale normale dans plusieurs études avec des aires sous

courbe de 0.948 et 0.80. En revanche, une étude monocentrique regroupant 426 patients
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parmi lesquels 85 (soit 20%) ont développé une IRA, a montré que la NGAL urinaire était un
biomarqueur médiocre avec des aires sous courbe ROC entre 0.57 et 0.61 >°. Pour autant, le
dosage urinaire de NGAL a été validé, surtout si la fonction rénale antérieure du patient était

normale et pour évaluer précocement I'IRA dans de nombreux domaines dont la chirurgie

60,61 62,63

cardiaque, la transplantation d’organes et I'injection des produits de contraste iodé

Ainsi, les nombreuses études sur la NGAL montrent des résultats hétérogenes quand a la
capacité de la NGAL sanguine et urinaire a détecter I'IRA mais I'ensemble des études
s’accordent a dire qu’il s’agit d’'un marqueur trés prometteur dans la détection précoce de

I'IRA (tableau 7).

Nombre Technique
Nature du
Référence de Domaine d’étude dosage Aire sous courbe
prélevement
patients NGAL
Mishra Chirurgie cardiaque Urine 0.99
71 WB, ELISA
2005 pédiatrique Plasma 0.91
Chirurgie cardiaque
Dent 2007 120 Triage Plasma 0.96
pédiatrique
Bennett Chirurgie cardiaque
196 Architect Urine 0.95
2008 pédiatrique
Wagener 0.74 (3 heures),
81 Chirurgie cardiaque adulte WB Urine
2006 0.80 (18 heures)
0.64 (aprées
Perry 2010 879 Chirurgie cardiaque adulte Triage Plasma chirurgie), 0.74
(au 3éme jour)
Haase-
100 Chirurgie cardiaque adulte Triage Plasma 0.80-0.89
Fielitz 2009
Koyner
123 Chirurgie cardiaque adulte ELISA Urine 0.88 (6 heures)
2010
Architect Urine 0.67
Parikh 2011 1219 Chirurgie cardiaque adulte
Triage Plasma 0.70

Tableau 7 : Etudes évaluant I'intérét du dosage plasmatique ou urinaire de la NGAL comme

marqueur prédictif de I'IRA apreés chirurgie cardiaque ®*.
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e) NGAL et sepsis

Au cours du choc septique, une IRA survient dans plus de la moitié des cas ® ; la mortalité
peut survenir chez 40 a 70% des patients. De nombreuses études se sont intéressées a
évaluer l'intérét de la NGAL chez les patients septiques. En effet, la NGAL étant sécrétée par
les cellules rénales Iésées mais également par les polynucléaires neutrophiles activés lors
d’une infection, ce marqueur serait-il aussi efficace pour prédire I'IRA lorsque le patient est
en état septique ?

Plusieurs études aboutissent a des résultats contradictoires ; tout d’abord, De Geus et al,
montrent que sur 663 patients dont 181 développant une IRA, les concentrations de NGAL
augmentent significativement chez les patients septiques indépendamment de la présence
ou non d’une IRA. Cependant, la précision de la NGAL pour prédire I'IRA reste inchangée
mais le cut-off de NGAL est presque 3 fois plus élevé pour les patients en choc septique 66,
L’équipe de Camou montre que sur 50 patients admis en réanimation pour choc septique,
les valeurs de NGAL sont plus élevées chez les patients développant une IRA par rapport a
ceux n’en développant pas (p< 0.001) ; de plus, la valeur moyenne de NGAL plasmatique est

corrélée a la sévérité de I'atteinte rénale ®’.

Martensson et al. publient des résultats opposés: il n’existerait pas de différence
significative entre la NGAL plasmatique chez les patients en choc septique avec ou sans IRA,

mais la NGAL urinaire augmenterait de fagon significative chez les patients en IRA %8,

Enfin, d’autres études montrent des valeurs de NGAL plasmatique et urinaire plus
importantes chez les patients septiques par rapport aux patients non septiques; ainsi,
I’équipe de Bagshaw montre que chez 83 patients présentant une IRA, la NGAL est
significativement plus élevée chez les patients septiques par rapport aux patients non

septiques (381 ng/mL [253-585] versus 176 [92-269]) (figure 14).
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Figure 14 : NGAL plasmatique et urinaire chez des patients septiques ou non admis en soins

intensifs (valeurs a TO, 12h, 24 et 48h apres |’entrée aux soins intensifs) 6.

2. Lacystatine C

2.1 Structure

La cystatine C est un polypeptide non glycosylé, composé de 122 acides aminés (cette
séquence d’acides aminés fut déterminée en 1981 °) et de poids moléculaire de 13 kDa. Elle
appartient a la famille des inhibiteurs des cystéines protéases. Son point isoélectrique est de

9.3. La figure 15 schématise la structure primaire et secondaire de cette protéine.
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Figure 15 : Structure primaire (A) et secondaire (B) de la cystatine C "
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2.2 Synthese

La cystatine C est chez ’'homme, synthétisée et sécrétée de fagon constante par toutes les
cellules nucléées de I'organisme. Le géne de la cystatine C est situé sur le chromosome 20 et
fait partie des geénes de ménage, c’est-a-dire un gene exprimé de facon constitutive et non

régulé ce qui constitue un argument pour la production constante de cystatine '>”>.

Son faible poids moléculaire ainsi que sa charge positive lui permettent d'étre librement
filtrée au niveau du glomérule. Elle est ensuite réabsorbée par un récepteur, la mégaline,
grace a un mécanisme d’endocytose puis entierement catabolisée par les cellules du tube
contourné proximal, sans sécrétion ni réabsorption. Ainsi, quand le DFG diminue, la

concentration de cystatine C dans le sang augmente proportionnellement.

La concentration urinaire de cystatine C est trés faible (sauf en cas d'atteinte tubulaire

proximale) et instable. Son dosage dans les urines n’est donc pas employé.

2.3 Fonctions
La cystatine C fait partie de la famille des inhibiteurs de la cystéine protéase, elle joue donc
un role de protection contre les destructions des tissus cellulaires et extracellulaires dues au
relargage d’enzymes par les cellules mortes ou malignes. Elle joue également un réle dans la

lutte contre les infections et dans la modulation du systeme immunitaire.

2.4 Marqueur d’insuffisance rénale aigué

Son intérét repose dans son utilisation comme marqueur biologique d’insuffisance rénale.
Des études conduites auprées de patients hospitalisés en soins intensifs ont montré qu’une
augmentation de la cystatine C pouvait étre observée jusqu’a 24 a 48 heures avant la
créatinine, avec une bonne prédiction de la nécessité de dialyse ’*. Une étude prospective
post chirurgie cardiaque, réalisée sur 100 adultes a montré que le taux sérique de cystatine

C en postopératoire prédit précocement le développement d’une IRA ™.
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Plus récemment, la cystatine C s’est montrée supérieure a la créatinine dans la détection
précoce d’IRA chez 616 patients se présentant aux urgences, avec une meilleure

discrimination pour distinguer une nécrose tubulaire aigué d’une atteinte pré-rénale ’°.

Chez I'adulte, la concentration de cystatine C n’est pas significativement affectée par des
facteurs tels que I'dge, le sexe, la race ou la masse musculaire. Néanmoins, Knight et al. ont
démontré que de nombreux facteurs comme I'dge avancé, le sexe masculin, I'obésité, le
tabagisme, les dysthyroidies '/, I'élévation de la CRP et I'utilisation de glucocorticoides a
haute dose peuvent étre associés a des niveaux élevés de cystatine C . Ainsi, certains
auteurs utilisent des valeurs de référence différentes pour les personnes de plus de 50-60
ans %, La cystatine C est également en partie dépendante de la masse musculaire (lié au fait
gue les cellules musculaires sont les plus nombreuses cellules nucléées de I'organisme) mais

la variabilité reste bien moindre que pour la créatinine ”°.

L'influence de I'inflammation sur la concentration de cystatine C reste encore débattue mais
il est admis que I'IL-6 induit une diminution de son expression ; cependant, I'inflammation
semble bien moins jouer sur la concentration de cette protéine que pour d’autres protéines

de poids moléculaire moyen (comme la f2-microglobuline) en cas d’inflammation séveéere.
Y

Il existe deux méthodes de dosage : une technique immunoturbidimétrique (PETIA pour
Particle Enhanced Turbidimetric ImmunoAssay) ou une technique immunonéphélémétrique

(PENIA pour Particle Enhanced Nephelometric ImmunoAssay).

Enfin, plusieurs études démontrent une supériorité de cette molécule par rapport a la
créatinine, surtout dans la détection des faibles réductions de DFG. Ces résultats ont été

confirmés par une méta analyse de 2002 .
La cystatine C apparait également constituer un marqueur du risque cardiovasculaire

(potentiellement, il s’agirait d’'une protéine ayant une action protectrice de la paroi des

vaisseaux contre I'athérosclérose) &
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2.5 Formules de calcul du DFG utilisant la cystatine C

La cystatine C a d’abord été évaluée comme marqueur précoce de détection de la

diminution du DFG puis plusieurs auteurs ont rapidement estimé plus exactement le DFG a

partir de formules basées sur la cystatine C par analogie aux formules basées sur la

créatininémie. Les différentes formules basées sur la cystatine C expriment un facteur

correctif selon I'age, le sexe ou la pathologie du patient (tableau 8). Certaines formules ont

cependant été élaborées a partir d’échantillons trop petits ou de populations trop

spécifiques. De plus, les problémes de différence de technique de dosage pour la mesure de

la cystatine C peuvent avoir des conséquences importantes : il est probable qu’une formule

construite avec une cystatine C dosée par une méthode ne donnera pas le méme DFG si I'on

integre une cystatine C dosée par une autre méthode.

Références Echantillon Mesure du DFG CysC Population Formules
[n}
Bokenkamp 83 inuline PETIA Pédiatrie {162/CC)-30
Tan 40 iohexol PENIA Diabétique et sains {87.1/CC)-6.87
Hoek 47 iothalamate PENIA Divers {80,35/CC)-4,32
Larsson 100 iohexol PENIA Divers 77,24 - G
PETIA 89,43 - CC15%7
Filler 536 *Tc-DTPA PENIA Pédiatrie 81,62+(1/CCYy"1=°
Le Bricen 25 *ICr-EDTA PENIA Greffés [(78"(1/CCY}+4
Sjostrom 381 lohexol PETIA Divers {124/CC)-22,3
Grubb 536 lohexol PETIA Divers + padiatrie 84,69°CC™"%%"1,384 si moins de 14 ans
(n=285)
Rule 204 lothalamate PENIA Divers sauf grafiés 1} 66,8'CC 3
2} [(66,8"CC 19273 SCr1 22 4ge 029940, 738 si
femme)]>®
Rule 206 Greffés 76,6CC ¢
Maclsaac 125 Te-DTPA PENIA Diabétigues {84.6/CC)-3,2
Bouvst 87 S1Cr-EDTA PENIA Pédiatrie 63,2°{SCr98) " (CC/,2) ¥ (poids/45)° *(age/14)°*
Zappitelli 103 lothalamate PENIA Pédiatrie 13 7594/(CC‘=‘7)*_1.2 si greffé rénal
2) (43‘82*90'003 tall\e)jtcco.GSE-SCrO ,34?)
Ma 376 *“TcDTPA PENIA Divers, Chinois {187°CC 1133 (175°8Cr " #*age ™' 790,78

si fomme)]}®-°

Tableau 8 : Formules évaluant le DFG basées sur la cystatine C (CC) seule ou en combinaison

avec la créatinine- 2008 8.

Le dosage de cystatine C est désormais standardisé. L’avantage de ces formules apparait

aujourd’hui assez faible par rapport aux formules MDRD et CKD-EPI. Leur intérét est leur

utilisation dans des populations ou justement les formules basées sur la créatinine semblent
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inexactes (notamment en pédiatrie) mais des études sur de plus larges populations sont

nécessaires a leur vanaation.

Lesley et al. ont publié¢ une nouvelle équation basée sur la cystatine C seule ou en
association avec la créatinine. Le développement de cette équation a été réalisé sur 5352

participants et a ensuite été validée sur 1119 patients (tableau 9).

Basis of Equation Serum Semm )
and Sex Cratininei Cystatin C Equations
md_".;“ill md_.l""h"'

CKD-EPIcreatinine equation:

Femak =07 144 (Scr/0.7)7° 290 993% [ 115 3if black]

Female =0.7 Idds (Sorj0.7)"19%900.993% [« 115 3if black]

Male =0.3 14 L (Scrj0.9)773=0.993% [« 115 3if black]

Male =03 141 [5cr/0.9)72 29950 393% [ 1.15 3if black]
CKD-EPI cystatin Cequation

Fernalk or male =0.8 133 (Scys 0874 0,996 [x«0.932 f famalk)

Femalke ar male =08 1335 (Scys (08 7 F 5 0,996 [x0.932 if femalk]

CKD-EPI creatinine—cystatin C

equation’
Fama ke =0.7 =0.8 L1305 (Scrj0.7) "% | Scys JO.8 77 5 0,995 % [ L.O8 if black]
208 130 (5crf0.7) "2 (Scys 0.8 271 x 0,995 % [ 108 if black]
Female =07 <08  130x (Scrf0.7) 251 (Scys /0.8 71 x 0,995 % [x 108 if black]
508 130 (Scrj0.7) 25 (Soys 0.8 7271 x 0,995 [x 108 if black]
Male =03 <08 135x (50r/0.9)°2% x (Scys /0.8 77 x 0,995 % [x 108 if black]
508 135x (5crf0.9)702% (Scys 0.8 7271 0,995 [x 1.08 if black]
Male =0.3 =0.8 135 (Serf0.9) 75 5 { Scys j0.8 ™" = 0,995 * [x 1.0B if black]
S08 135 (Scr/0.9)705% (Soys 0.8 07105 0,995 [x 1.08 if black]

Tableau 9: Formules Chronic Kidney Disease Epidemiology (CKD-EPI) basées sur la cystatine C
en association ou non avec la créatinine .

( Scr : créatininémie en md/dL ; Scys : cystatine C sérique en mg/L)

Les résultats de cette étude montrent une meilleure performance de I'équation CKD-EPI
créatinine-cystatine C par rapport aux équations utilisant la créatinine ou la cystatine C
seule : le biais est similaire entre les 3 équations mais la précision est meilleure avec

I’équation combinée (figure 16).
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Figure 16 : Performance des équations CKD-EPI pour estimer le DFG (biais) 82

3. LaKidney Injury Molecule 1 (KIM-1)

KIM-1 est une glycoprotéine transmembranaire. Cette protéine posseéde un domaine « Ig-

like » et un domaine mucine dans la partie extra- membranaire (figure 17).
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Figure 17 : Structure de Kidney Injury Molecule 1 (KIM-1) &,

Elle est indétectable chez le sujet sans insuffisance rénale mais dés qu’il y a une atteinte
rénale, ’ARNm est rapidement synthétisé et la protéine est produite a haut niveau ; elle se
localise au niveau de la membrane du p6le apical des cellules du tube proximal. L’expression
de KIM-1 a été observée dans des modeles animaux et sur des biopsies rénales aprées

nécrose tubulaire aigué induite par I'ischémie ou par les médicaments néphrotoxiques.
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La forme soluble (il s’agit de la partie extra membranaire pouvant étre clivée) peut étre
détectée dans les urines des patients : il s’agirait d’'un bon marqueur d’atteinte tubulaire.
Ainsi, plusieurs études ont montré une augmentation significative de cette protéine dans la
nécrose tubulaire aigué alors qu’en cas d’IRA d’étiologie autre que I'ischémie ou chez les
patients sans IRA, il n’y a pas d’élévation de KIM-1 (figure 18). KIM-1 apparait dans l'urine
dés 12 heures aprés une atteinte rénale . Une méta-analyse récente montre que ce
marqueur possede une bonne discrimination pour le diagnostic de I'IRA dans une cohorte de

patients hospitalisés et principalement en post chirurgie cardiaque .
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Figure 18 : Comparaison de la concentration de KIM-1 dans les urines dans différents

contextes pathologiques °.

4. L’Interleukine 18 (IL-18)

L’ll-18 est une cytokine pro-inflammatoire, médiateur de I'inflammation, qui est produite
dans le tubule proximal et que lI'on peut doser dans les urines. Dans des études
expérimentales chez la souris aprés l'induction d’une ischémie rénale, on observe que
I'activation intracellulaire d’IL-18, médiée par une caspase-1 dans le tubule proximal est
responsable d’une nécrose tubulaire aigué.

Les concentrations de ce marqueur s’élevent des la 6°™ heure apres une chirurgie cardiaque
chez les patients développant une IRA. C’est un marqueur plus spécifiqgue pour une atteinte

ischémique et n’est pas influencé par une IRC. Par contre, étant donné qu’il s’agit d’'une
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cytokine pro-inflammatoire, I'lL-18 peut étre influencée par I'inflammation, les endotoxines

et les maladies auto-immunes ce qui limite son application comme marqueur d’IRA.

Dans une étude prospective chez des patients admis aux soins intensifs, I'lL-18 urinaire
s’avere étre un prédicteur précoce de I'IRA s’élevant environ 24 heures avant la créatinine 8
Des études chez les enfants montrent également une élévation de I'IL-18 précocement apres
chirurgie cardiaque : chez 71 enfants, I'lL-18 urinaire s’éléve 4 a 6 heures apres I'intervention
avec un pic a douze heures chez les enfants développant une IRA, soit 48 heures avant la

créatinine %,

5. Laliver Fatty Acid Binding Protein (L-FABP)

La L-FABP est une petite protéine de 14 kDa qui est principalement produite au niveau du
foie. Exprimée dans différents organes dont les cellules du tube proximal, elle est filtrée par
le glomérule et réabsorbée par le tubule. Une atteinte rénale entraine une augmentation de
I’expression du gene de la L-FABP, conduisant a une augmentation de I’excrétion urinaire de
la protéine provenant du tube proximal. La L-FABP a été testée dans de nombreux contextes
cliniques (produit de contraste, patients des soins intensifs et postopératoire de chirurgie
cardiaque) montrant des résultats encourageants pour la détection précoce de I'IRA. De plus,
une étude a montré que la L-FABP possédait une excellente capacité discriminatoire pour
une nécrose tubulaire aigué, de méme que pour le pronostic, faisant de cette protéine un
autre biomarqueur potentiel ¥°. D’autres études sont nécessaires pour confirmer I'intérét de

Ceé nouveau marqueur.

Le tableau 10 résume les domaines dans lesquels les nouveaux ou potentiels marqueurs

d’IRA que I'on vient de voir ont été validés.
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Chirurgie Soins Urgences PCI Sepsis Transplantés
cardiovasculaire intensifs rénaux

NGAL (S) X X X X X X
NGAL (U) X X X X X
Cystatine C (S) X X X X X X
KIM-1 (V) X X X X X X
IL-18 (V) X X X X X
L-FABP (U) X X X X X

Tableau 10: Domaines de validation des biomarqueurs de I'IRA %° (U : urines et S : sang).

La figure 19 indigue la cinétique des différents marqueurs dans les urines du patient apres

une chirurgie cardiaque.
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Figure 19 : Cinétique d’apparition de chaque marqueur dans les urines apres CEC 1

Nous avons proposé aux anesthésistes de I’hopital Guillaume et René Laennec du CHU de

Nantes de tester un nouveau marqueur d’IRA, la NGAL, en post-chirurgie cardiaque. En effet,

ce marqueur permettrait de détecter plus précocement I'apparition d’une souffrance rénale

en post-opératoire. Dans le contexte a risque d’une chirurgie cardiaque sous CEC chez le

patient agé, la détection précoce des complications et notamment de I'IRA serait

indéniablement un facteur qui permettrait d’améliorer la prise en charge et de réduire la

morbi-mortalité.
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Mateériel & Meéthodes
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Il s’agit d’une étude non interventionnelle ayant recu I'accord du comité d’éthique local
(GNEDS référence RC12 0402) qui a porté sur I'ensemble des patients devant bénéficier
d’une chirurgie de RVA a I'hépital Guillaume et René Laennec du CHU de Nantes entre
novembre 2012 et janvier 2013. Elle a pour objectif d’évaluer 'intérét de la NGAL comme
marqueur précoce d’IRA dans une population agée et bénéficiant d’'un méme type de
chirurgie. Il s’agit d’'une étude pilote, et selon les résultats obtenus, I'objectif est de
développer ultérieurement une étude regroupant davantage de patients voire d’utiliser ce

marqueur en routine au laboratoire.

I. Matériel

L'inclusion des patients dans ce protocole repose sur les critéres suivants :
- tout patient dgé de plus de 75 ans (vieillard selon la définition de 'OMS)
- devant bénéficier d’une chirurgie de RVA isolée
- ayant donné son consentement pour participer a l'étude et participer a la

biocollection (consentement en annexe).

Les criteres d’exclusion sont les suivants :
- clairance de la créatinine < 50 mL/min/1.73 m? selon la formule MDRD avant la
chirurgie

- chirurgie associée au RVA.

Lorsque les criteres d’inclusion sont remplis et qu’il n’existe pas de critere d’exclusion, le

patient est alors inclus dans le protocole NGAL.

Il bénéficie alors de 5 prélevements sanguins sur héparinate de lithium et 5 prélevements

urinaires a 5 temps différents :

- le temps TO correspond au prélévement avant la mise en route de la CEC (afin de
connaitre le niveau de base des différents parametres dosés)
- letemps T1 correspond au prélevement a la fin de la CEC

- letemps T2 correspond au préléevement 6h apres la fin de la CEC
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- le temps T3 correspond au prélevement 24h apres la fin de la CEC

- le temps T4 correspond au prélevement 48h apres la fin de la CEC

Les prélevements sont ensuite acheminés rapidement au laboratoire. A leur arrivée au

laboratoire de Biochimie, ils sont centrifugés a 2200 g (3500 tours par minute) pendant 10

minutes a 20°C, puis décantés, aliquotés et congelés a -80 °C jusqu’a réalisation des dosages.

Méthodes

1. Dosages réalisés

Les parameétres dosés sont les suivants :

v' Paramétres plasmatiques, marqueurs de la fonction rénale :

La NGAL (valeur de référence < 250 ng/mL)

L'urée (valeurs de référence : 3 a 6.5 mmol/L chez la femme et 4 a 7 mmol/L
chez 'homme)

La créatinine (valeurs de référence : 44 a 80 umol/L chez la femme et 62 a 106
umol/L chez ’'homme)

La cystatine C (valeurs de référence fournies par le fabricant: 0.47 a 1.09

mg/L pour des sujets entre 20 et 70 ans)

v' Paramétres urinaires, permettant d’évaluer la fonction rénale :

La NGAL urinaire (valeurs de référence < 250 ng/mL)

La créatininurie (valeurs de référence : 9 a 12 mmol/L chez la femme et 10 a
18 mmol/L chez 'homme)

La protéinurie (valeur de référence < 150 mg/24h)

Le rapport sodium/potassium urinaire (valeur de référence > 1)

v' Marqueur plasmatique de I'inflammation :

La CRP (valeur de référence <5 mg/L)

v' Paramétre permettant d’évaluer le remplissage :
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L’albumine (valeurs de référence : 40 a 50 g/L)

v' Marqueur de risque cardiovasculaire :

La Lp(a) (valeurs de référence < 0.3 g/L)

L’'ensemble des dosages ont été réalisés a chaque temps du protocole sauf la Lp(a) qui a été

dosée seulement a TO.

2. Méthodes de dosage

Tous les dosages ont été réalisés a postériori sur le Cobas 6000 Analyzer Roche.

2.1 Dosage de la créatinine

Aujourd’hui, c’est 'un des dosages biologiques les plus prescrits en pratique clinique. Le
dosage de la créatinine repose principalement sur 2 techniques : la technique colorimétrique

(réaction de Jaffé) et la technique enzymatique.

a) Latechnique colorimétrigue basée sur la réaction de Jaffé

L'acide picrigue en milieu alcalin forme un composé rouge orangé avec la créatinine
contenue dans le préléevement; la vitesse de formation de la coloration est directement
proportionnelle a la concentration en créatinine dans I’échantillon. Ce composé est mesuré
par spectrophotométrie a 505 nm (référence du réactif utilisé : 04810716 Roche).

La réaction est réalisée directement sur I’échantillon sans déprotéinisation. Or il se trouve
que certaines protéines réagissent de maniére non spécifique dans la réaction de Jaffé **. Les
protéines, le glucose, I'acide ascorbique, les céphalosporines et les a-céto-acides comme
I'acétoacétate et le pyruvate font partie de ces chromogénes non spécifiques qui interferent
avec la réaction a I'acide picrique et conduisent a une surestimation du résultat ; il existe
donc dans la méthode utilisée au laboratoire de Biochimie du CHU de Nantes (Jaffé
compensée) un facteur de correction de 26 umol/L (-0.3 mg/dL) que I'on soustrait aux

résultats obtenus pour un dosage sur sérum ou plasma.

55



Au contraire, certains composés comme la bilirubine masquent le développement de la

coloration, donnant des résultats de créatinine faussement bas.

C’est pourquoi, on peut avoir recours au dosage enzymatique de créatinine pour s’affranchir
de ces réactions non spécifiques. L'HAS recommande actuellement la méthode enzymatique
(désormais inscrite a la nomenclature) ; nous avons donc utilisé cette méthode pour les

calculs de DFG avec les formules Cockcroft et Gault, MDRD et CKD-EPI.

b) Latechnigue enzymatique

Plusieurs fabricants ont développé des méthodes enzymatiques pour surmonter le manque
de spécificité des méthodes colorimétriques de type Jaffé.

Cette méthode de dosage utilise la créatininase et a l'avantage de présenter moins
d’interférences, une meilleure justesse mais a un colt plus élevé (référence du réactif

utilisé : 03263991 Roche).

2.2 Dosage de la NGAL

Initialement, le dosage de NGAL se faisait par Western Blot. Puis plus tard, une technique
ELISA et une technique basée sur I'immunofluorescence (Biosite®) ont été commercialisées.
Plus récemment, un kit pour doser la NGAL urinaire a été développé par Abbott Architect ; il
s'agit d’'un dosage immunologique microparticulaire par chimiluminescence. Enfin, le
laboratoire Eurobio a commercialisé un test immunoturbidimétrique permettant de doser la
NGAL dans le plasma et I'urine (référence : STOO1CA Eurobio Bioporto).

Plusieurs études ont prouvé que les dosages de monomeres de NGAL étaient plus

9394 e test

performants que les dosages d’hétérodimeres pour évaluer la fonction rénale
immunoturbidimétrique d’Eurobio dose principalement les monomeres de NGAL et a été
utilisé dans le protocole NGAL pour les dosages sanguins et urinaires de NGAL; il s’agit d’un
test immunoturbidimétrique a particules améliorées: aprés une courte incubation, la
réaction est déclenchée par I'ajout d’une suspension d’'immunoparticules (microparticules
de polystyréne recouvertes d’anticorps monoclonal de souris anti-NGAL humain). La NGAL
présente dans I’échantillon provoque ['agrégation des immunoparticules. Le degré

d’agglutination est déterminé par le rapport entre la lumiére émise et I'absorption de cette
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derniere. Ainsi, la concentration de NGAL dans I’échantillon est déterminée par interpolation
sur une courbe d’étalonnage préparée a l'aide de calibrateurs de concentrations connues.

Ce dosage n’est pas standardisé. Il nécessite un prélevement recueilli sur EDTA ou
héparinate de lithium. Les échantillons d’urine et de plasma sont stables pendant au moins 1
jour a température ambiante (20-25°C), pendant 3 jours a 2-8°C et pendant 4 a 5 ans a -70 °C.
L'intervalle de mesure s’étend de 25 a 5000 ng/mL. Aucune interférence n’a été identifiée
avec I’hémoglobine jusqu’a 5 g/L, la bilirubine jusqu’a 300 mg/L, ou jusqu’a 5% v/v d’une
émulsion lipidique de 10% v/v.

Une valeur supérieure a 250 ng/mL dans le plasma et/ou I'urine indique une atteinte rénale.

2.3 Dosage de la cystatine C

Le dosage de cystatine C utilise un test immunoturbidimétrique sur particule de
latex (référence : 04975723 Roche) non standardisé ; la cystatine C va s’agglutiner sur les
particules de latex recouvertes d’anticorps anti-cystatine C. Cet agrégat est ensuite mesuré
par turbidimétrie a 546 nm. Ce dosage nécessite un prélevement recueilli sur héparinate de
lithium. Les échantillons de plasma sont stables 7 jours entre 2 et 8 °C et 6 mois entre -15 et
-25 °C. Lintervalle de mesure s’étend de 0.4 a 8.0 mg/L. Aucune interférence n’a été
identifiée jusqu’a un indice d’hémolyse de 700 (cet indice correspondant a une
concentration d’hémoglobine de 700 mg/dL), jusqu’a un indice d’ictere de 60
(correspondant a une concentration de bilirubine de 60 mg/dL) et jusqu’a un indice

lipémique de 1000.

2.4 Formules utilisées pour estimer le DFG

Plusieurs formules prédictives basées sur la cystatine C ont été publiées pour le calcul du

taux de filtration glomérulaire, la formule utilisée avec le systeme Roche est la suivante :

DFG = 84.69

Cystatine C 1.68

57



Les formules utilisées afin de calculer la clairance de la créatinine ou le DFG sont les

suivantes :

v" Clairance de Cockcroft et Gault :

Cl =K x (140 — age) x poids

Créatininémie

v" Formule MDRD :

avec K=1.23 chez ’homme

K =1.04 chez la femme

Equations
Homme DFG = 175 x SCr " x age 2%
Femme DFG =175 x SCr " x age *** x 0.742

v" Formule CKD-EPI créatinine :

Tableau 11 : Equations MDRD utilisées en fonction du sexe.

(Scr : Créatininémie en mg/dL)

Créatinine (umol/L)

Equations

< 62 umol/L DFG = 144 x(SCr/0.7) 3% x (0.993)%¢°
Femme > 62 pmol/L DFG = 144 x(SCr/0.7) 2% x (0.993)%¢

< 80 pmol/L DFG = 141 x(SCr/0.9) %% x (0.993)%¢°
Homme > 80 umol/L DFG = 141 x(SCr/0.9) 2% x (0.993)%°

Tableau 12 : Equations CKD-EPI créatinine utilisées en fonction du sexe et de la

créatinine.
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v" Formule CKD-EPI cystatine C:

Cystatine C (mg/L) Equations
<0.8 133x(SCys/0.8) %% x 0.996"% x 0.932
Femme — x
>0.8 133x(SCys/0.8) % x 0.996"¢° x 0.932
<0.8 133x(SCys/0.8) %% x 0.996"¢
Homme —— &
>0.8 133x(SCys/0.8) 3% x 0.996"€° x0.932

Tableau 13 : Equations CKD-EPI Cystatine C utilisées en fonction du sexe et de la cystatine C.

(SCys = concentration en cystatine C dans le sérum)

v" Formule CKD-EPI créatinine cystatine C:

Créatinine
Cystatine C (mg/L) Equations
(nmol/L)
<0.8 130x(Scr/0.7) %%*8x(SCys/0.8) °>"> x0.9958°
<62
>0.8 130x(Scr/0.7) %**x(SCys/0.8) %" x0.9958°
Femme <0.8 130x(Scr/0.7) %¥x(SCys/0.8) °3"> x0.995"
>62
>0.8 130x(Scr/0.7) %®%x(SCys/0.8) %" x0.995%8°
<0.8 135x(Scr/0.9) %%x(SCys/0.8) °3"> x0.995"¢
<80
>0.8 135x(Scr/0.9) %%x(SCys/0.8) *"** x0.995"¢
Homme -0.601 -0.375 Age
<0.8 135x(Scr/0.9) x(SCys/0.8) x0.995
> 80
>0.8 135x(Scr/0.9) %¥x(SCys/0.8) *"** x0.995"

Tableau 14 : Equations CKD-EPI créatinine cystatine C utilisées en fonction du sexe,

de la créatinine et de la cystatine C.

2.5 Dosage des autres parameétres étudiés

- L'urée par technique enzymatique :
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Ce test repose sur l'utilisation d’uréase qui catalyse spécifiguement I'oxydation de I'urée
en ammonium et carbonate. L'ammonium formé réagit ensuite avec l'acide a-
cétoglutarique, en présence de NAD réduit, sous l'action de la glutamate
deshydrogénase (GLDH), pour former de |'acide glutamique et de I'eau. La vitesse de
diminution du NAD réduit est directement proportionnelle a la concentration en urée
dans I’échantillon, elle est mesurée par la diminution d’absorbance a 340 nm (référence

du réactif utilisé : 04460715 Roche).

- La protéinurie par méthode colorimétrique au rouge de pyrogallol :

Les protéines réagissent avec le complexe rouge de pyrogallol-molybdate pour former un
complexe coloré rouge absorbant a 598 nm (le complexe rouge de pyrogallol-molybdate.
L'absorption a 598 nm est proportionnelle a la concentration en protéines dans

I’échantillon (référence du réactif utilisé : 03515826 Roche).

- Le rapport Na/K urinaire calculé aprés mesure du Na urinaire et du K urinaire par

potentiométrie indirecte

- La CRP par immunoturbidimétrie :

Le dosage de la CRP est réalisé par immunoturbidimétrie sur particules de latex. La CRP
s’agglutine sur des particules de latex sensibilisées par des anticorps anti-CRP. Le degré
de turbidité de la suspension est déterminé par la mesure de I'absorbance de la
suspension, a l'aide d’un spectrophotometre a 546 nm (référence du réactif utilisé :

04956842 Roche).

- L’albumine par technique colorimétrique au vert de bromocrésol

Au pH de 4.1, I'albumine est suffisamment cationique pour se combiner avec le vert de
bromocrésol, sous forme d’anion, pour former un complexe bleu-vert. L'intensité de la
coloration formée est directement proportionnelle a la concentration en albumine dans

I’échantillon, elle est mesurée a 570 nm (référence du réactif utilisé : 03183688 Roche).

- La Lp(a) par technique immunoturbidimétrique (référence du réactif utilisé:

11660993 Roche)
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Le tableau 15 résume pour chaque parameétre étudié, la méthodologie utilisée (principe,

méthode et longueur d’onde de mesure), le domaine de linéarité fourni par le fabriquant

ainsi que le coefficient de variation (CV) de reproductibilité obtenu pendant la période de

I’étude (déterminé comme la valeur la plus élevée obtenue par passage de 3 niveaux de

controle de qualité interne) et I'incertitude de mesure (déterminée a partir des résultats des

controdles internes de qualité externalisés).

Longueur Domaine de v
Parametre Principe dosage Méthode d’onde de ., reproductibilité Incertitude de mesure
linéarité
mesure (%)
Albumine Méthode Vert de 570 nm 2-60g/L 33 ND
colorimétrique bromocrésol
Méthode Jaffé cinétique 505nm | 15-2200 umol/L 2.0 9.31
colorimétrique compensée
Créatininémie
Methone Créatininase 5-2700 umol/L ND
enzymatique
CRP Immuno- 546nm | 0.3-350 mg/L 46 8.13
turbidimétrie
. Immuno-
Cystatine C turbidimétrie 546 nm 0.4-8.0 mg/L ND
Kaliurése Potentiometrie 1-100 mmol/L ND
indirecte
Immuno-
Le(a) turbidimétrie ND
Natriurése Pot.ent.lometne 10-250 mmol/L ND
indirecte
NGAL Immuno-
San_gulp et turbidimétrie 25-5000 ng/mL 5.1 ND
Urinaire
Protéinurie Méthode Rouge de pyrogallol 598 nm 0.04-1.4 g/L 6.6 ND
colorimétrique 3 Pyrog ’ 8 '
Urée Méthode Uréase 340 nm 0.5-40 mmol/L 4.7 5.60

enzymatique

Tableau 15 : Méthodologie, domaine de linéarité, coefficient de variation de reproductibilité

et incertitude de mesure pour chaque parametre étudié.

(ND : non déterminé)

3. Parametres cliniques

Les données cliniques recueillies sont regroupées dans le tableau 16.
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Informations relatives aux patients

Age
Sexe
Facteurs de risque cardiovasculaire

Valeur de la créatininémie en préopératoire

Informations obtenues durant

I’hospitalisation

Durée de la CEC

Noms des solutés de remplissage et volume
utilisé

Utilisation ou non de diurétiques

Nécessité ou non d’une EER

Tous les résultats des bilans biologiques
réalisés aux différents temps et notamment
la créatininémie

Durée d’hospitalisation

Information recueillie apres

I’hospitalisation

Mortalité au 28°™ jour post chirurgie

Tableau 16 : Données cliniques recueillies pour chaque patient inclus dans I'étude.

4. Exploitation des résultats

La définition utilisée pour définir I'IRA dans ce protocole est la classification AKIN, comme

cela est recommandé en chirurgie cardiaque *° ; cette définition basée sur 'augmentation de

la créatininémie ou du débit urinaire, permet de classer les patients en 3 stades :

- IRA stade 1: élévation de la créatininémie de 1.5 a 1.9 fois par rapport a la

créatininémie de base ou débit urinaire inférieur a 0.5 mL/kg/h pendant 6 heures ou

plus

- IRA stade 2: élévation de la créatininémie de 2 a 2.9 fois par rapport a la

créatininémie de base ou débit urinaire inférieur a 0.5 mL/kg/h pendant 12 heures ou

plus
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IRA stade 3 : élévation de la créatininémie supérieure a 3 fois la créatininémie de

base ou créatininémie supérieure a 354 pumol/L avec une augmentation aigué de plus
de 44 umol/L ou la mise en place d’'une épuration extrarénale (EER) ou débit urinaire

inférieur a 0.3 mL/kg/h pendant 24 heures ou plus ou anurie depuis 12h ou plus.

Enfin, les données recueillies durant I'étude ont été analysées statistiquement a I'aide de

plusieurs tests dont :

Le test de Mann-Whitney pour comparer deux petits échantillons (n<30) si la variable
ne suit pas une loi normale

Le test de Student pour comparer deux petits échantillons si la variable suit une loi
normale (avec égalité des variances)

Une régression logistique multivariée pour comparer plusieurs parametres entre eux
Une étude de corrélation : coefficient de corrélation de Spearman et graphiques de
Bland & Altman

Le test exact de Fisher pour la comparaison des données qualitatives.

Certains de ces tests ont été réalisés grace a GraphPad Prism 6.00%, logiciel Graphpad ; les

autres ont été réalisés par I'équipe de Biostatististique, pharmacoépidémiologie et mesures

subjectives en Santé (EA 4275, Université de Nantes).

Pour toutes ces analyses, une signification statistique a été retenue pour une valeur de p

inférieure a 0.05.

63



Résultats
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I. Données générales de la cohorte

Trente-deux patients ont été inclus dans le protocole NGAL. 6 patients ont été
secondairement exclus principalement pour deux raisons : absence de prélevements réalisés
a certains temps ou la nécessité d’une autre chirurgie associée au RVA (exemple, un pontage

coronarien).

L’age moyen de la population étudiée est de 81 ans, le BMI moyen est de 26.8 (soit au stade
d’embonpoint), la fraction moyenne d’éjection du ventricule gauche (FeVG) est de 59 % (la
valeur normale est de l'ordre de 50 a 70 % et peut diminuer en cas d’anomalie de la
contractilité) et le DFG moyen calculé a I'aide de I'équation MDRD est de 80 mL/min/1.73 m2.
Parmi les facteurs de risque cardiovasculaire, 4 patients sont fumeurs (soit 15 % de la
population étudiée), 2 patients sur 26 sont diabétiques (soit 8%), 20 sont hypertendus (soit
77%) et 1 patient présente des artériopathies périphériques (soit 4%). De plus, I'étude
anatomopathologique a retrouvé une valve calcifiée pour 22 des 26 patients : avec en aspect
macroscopique 3 calcifications discretes, 9 modérées, 5 assez marquées et 5 marquées ;

pour 4 patients nous ne disposons pas des données anatomopathologiques.

Pour I'ensemble des patients a TO, la moyenne de NGAL plasmatique est de 107.96 + 54.50
ng/mL, la moyenne de cystatine C de 1.16 + 0.26 mg/L, la moyenne de l'urée de 6.31 + 1.84
mmol/L, la moyenne de créatinine de 67.50 + 17.57 umol/L, la moyenne de I'albumine de
35.54 +1.79 g/L, la moyenne de la CRP de 2.18 + 2.99 mg/L, la moyenne de NGAL urinaire de
12.0 + 8.60 ng/mL, la moyenne de la protéinurie de 0.11 + 0.14 g/L et la moyenne du rapport

natriurése/kaliurése de 2.31 + 1.16.

Sur les 26 patients inclus, 13 ont présenté une IRA en postopératoire selon la classification
AKIN (soit 50%). Plus précisément, 9 patients ont eu une élévation de plus de 50 % de la
créatininémie ou une diurese inférieure a 0.5 mL/h/kg (patients N° 1, 7, 8, 9, 14, 20, 21, 23 et
25) et 4 patients ont eu uniqguement une élévation de plus de 50 % de la créatininémie
(patients N° 10, 12, 13 et 15). Les patients ont également pu étre classés selon le stade
AKIN : 13 patients sont au stade AKIN 0, 12 au stade AKIN 1, 0 au stade AKIN 2 et 1 au stade
AKIN 3.
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Le tableau 17 regroupe les données cliniques des 2 groupes de patients inclus : le premier
groupe correspondant aux patients ne développant pas d’IRA en postopératoire (n = 13) et
le second groupe correspondant aux patients développant une IRA aprés la chirurgie
cardiaque (n = 13). Le tableau 18 regroupe les résultats biologiques des 2 groupes de

patients.

On constate que les deux groupes sont comparables en terme d’age, de sexe, de BMI, des
facteurs de risque cardiovasculaire, de la FeVG et du DFG calculé selon la formule MDRD en

préopératoire.

D’autre part, les données peropératoires sur I'ensemble des patients indiquent une durée
moyenne de clampage aortique de 52 minutes, une durée moyenne de la CEC de 68 minutes,
une diurése moyenne peropératoire d’environ 316 mL et un volume de remplissage moyen
de 1092 mL. On constate qu’il n’y a pas de différence significative entre les deux groupes en
terme de durée du clampage aortique, de durée de la CEC et de diurése per-opératoire. En
revanche, le nombre de culots globulaires administré au cours de la chirurgie est
significativement plus élevé dans le groupe IRA (p = 0.024) : 9 patients ont été transfusés
dans le groupe IRA avec 17 culots globulaires alors que 3 patients ont été transfusés dans le

groupe sans IRA avec 6 culots globulaires.

Enfin, les données postopératoires recueillies sur I'ensemble des patients indiquent une
diurese moyenne des 24 premieres heures d’environ 1405 mL, un remplissage moyen de 596
mL et 5 patients ont été transfusés en post-opératoire : 3 patients dans le groupe IRA ont
bénéficié de 8 culots globulaires et 2 patients dans le groupe sans IRA ont bénéficié de 4
culots globulaires. Peu de patients ont recu des diurétiques et aucune EER n’a été réalisée.
La durée d’hospitalisation en soins intensifs est de 46 heures en moyenne et la durée
d’hospitalisation globale est de 13 jours en moyenne. Aucun patient n’est décédé au cours
de I'étude (mortalité évaluée a J28). Aucune différence significative n’est retrouvée pour ces
données postopératoires entre les 2 groupes hormis la diurése des 24 premiéres heures qui

est logiquement significativement différente entre les 2 groupes (p = 0.015).
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Ratio Homme/Femme 11/15 5/8 6/7 NS

BMI 26.78 +/- 4.07 25.81+/-3.70 27.75+/-4.33 NS

Diabéte 2 1 1 NS
Dyslipidémie 15 9 6 NS
FeVG (%) 59 +/-9 61+/-7 58 +/- 10 NS

Durée du clampage (min) 51.88 +/-14.50 51.92 +/-16.90 51.83 +/-12.12 NS

Diurése peropératoire (mL) 315.9 +/-274.2 322.0+/-218.9 (n =10) 336.0+/-325.5(n=11)

Données postopératoires

Remplissage (mL) 596.15 +/- 561.59 692.31 +/- 678.19 500 +/- 420.81

Utilisation de diurétiques 0.80 +/- 0.40 0.77 +/-0.44 0.85 +/-0.38

Durée d’hospitalisation en

soins intensifs (heures) 45.6+/-39.69 50.0 +/-44.37 41.54 +/-36.17

Mortalité a J28 0 0 0 NS

Tableau 17 : Données cliniques des patients inclus dans le protocole.
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TO

T1

T2

T3

T4

Ensemble
des patients
(n=26)
Ensemble
des patients
Groupe IRA
(n =13)
Groupe sans
IRA
(n =13)
Ensemble
des patients

Groupe IRA

Groupe sans
IRA
Ensemble
des patients

Groupe IRA

Groupe sans
IRA
Ensemble
des patients

Groupe IRA

Groupe sans
IRA

NGAL
plasmatique

(ng/mL)

107.96 + 54.50

232.81
123.40

240.0 £ 136.75

225.62
113.63

187.58 + 88.18

200.23
112.52

174.92 + 56.50

203.08
140.01

208.0 + 159.69

198.15 +
123.63
190.58 +
123.51

228.0 +158.35

Cystatine
c

(mg/L)
1.16 +0.26

1.24 +0.27

1.25+0.27

1.23+0.26

1.25+0.32
1.29+0.33
1.21+£0.33
1.34 +0.45
1.37£0.54
1.31+£0.35
1.33+£0.53

1.42 +0.65

153.15 +60.56 1.24+0.38 6.70+1.65

Urée Créatinine

(mmol/L) (umol/L)
67.50

6.31+1.84 17.57
76.19 +

6.35+1.68 19.80
77.85 *

6.04 £ 1.69 20.09
7454 +

6.65 + 1.67 20.19
78.35 +

6.37 £1.48 24 41
83.54 +

6.27 £ 1.50 26.34
73.15 +

6.46 + 1.52 29 11
79.85 +

6.82 +1.75 16.76
90.77

6.90 £ 1.95 61.86
68.92 +

6.73+1.61 2169
79.42 +

7.28 +£2.64 60.89
92.62 +

7.85+3.33 83.01
65.92 +

20.93

Albumine

(9/L)

35.54+1.79

2773271

27.62 +3.36

27.85+£1.99

32.54 +£ 3.05
32.62 + 3.40
32.46 £2.79
32.50+2.76
32.38 £3.57
32.61+1.76
30.81 £3.51
29.85+4.24

31.77 £2.39

CRP
(mg/L)

2.18 %
2.99

1.94 +
3.10
2.18 %
3.91

1.7+
2.15

7.81 %
10.87
9.83 +
14.63
5.79
4.83
108.02 +
46.59
107.93 =
54.66
108.11 +
39.16
193.45 +
66.01
199.41 +
75.94
187.49 +
56.87

NGAL
urinaire

(ng/mL)

12.00 +
8.60

46.69 £
75.44
61.23
98.45

32.15+
41.30

156.69 +
419.51
269.46 +
579.97
43.92 +
52.16
73.96 +
103.37
99.77 £
137.62
48.15 £
43.34
62.96
62.80
72.85+
73.80
53.08
50.58

NGAL
urinaire/
créatininurie
(mg/mol)

1.78 £ 2.06

8.44 £ 14.04

11.44 £17.27

5.43+9.63

91.49 £ 305.61

175.39 £ 423.40

7.60 = 7.56

8.74 £16.43

12.99 + 22.63

4.49 + 3.36

10.40 + 18.23

11.67 +19.50

9.12 + 17.57

Protéinurie

(9/L)

0.11+0.14

0.17+0.16

0.12 + 0.028

0.16 £0.15

0.60 + 0.47

0.56 +0.01

0.50 £ 0.29

0.61+0.29

0.66 + 0.23

0.57 +0.06

0.46 + 0.33

0.50+0.18

0.38 £0.20

UNa/
UK

231+
1.16

1.59 +
0.95
1.72 +
0.67

145+
1.18

145+
1.66
1.82 +
2.17
1.07 +
0.85
0.60
0.70
0.78 =
0.92
0.43 %
0.33
1.09+
1.39
132+
1.85
0.85 +
0.70

Tableau 18 : Résultats biologiques des patients inclus dans le protocole (moyenne + écart-type).
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Il. Comparaison des techniques de dosage de la créatinine

Dans un premier temps, le dosage de la créatininémie a été réalisé par colorimétrie avec
la réaction de Jaffé puis dans un second temps par méthode enzymatique. Cent trente
plasmas, correspondant aux 5 temps des 26 patients inclus, ont ainsi été étudiés. Les
résultats de ces dosages nous ont permis d’établir une droite de corrélation (figure 20)

ayant pour équation : y = 1.036x — 4.099 et r = 0.99.
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Figure 20 : Droite de corrélation entre les 2 techniques de dosage de la créatinine.
Le coefficient de corrélation égal a 0.99 témoigne d’une bonne corrélation entre les 2

techniques de dosage de la créatinine. Le graphique de Bland-Altman (figure 21) permet

toutefois de visualiser quel les valeurs sont plus élevées avec la méthode de Jaffé.
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Figure 21 : Graphique de Bland & Altman représentant la différence entre les deux

méthodes de dosage de la créatinine (Jaffé compensée et enzymatique).

I1l. Comparaison des différentes formules estimant la clairance ou le DFG

Nous nous sommes basées sur |'estimation du DFG avec la formule MDRD a TO pour inclure
ou non les patients dans le protocole mais a postériori, nous nous sommes intéressés a la
comparaison des différentes formules d’estimation du DFG chez I'ensemble des patients.
Ainsi, les différentes formules de clairance ou de DFG ont été comparées pour les 26
patients a TO c’est-a-dire avant la chirurgie cardiaque. Les valeurs de DFG obtenues en
utilisant la formule MDRD sont les plus élevées et celles obtenues en utilisant la formule

CKD-EPI Cystatine C sont les plus faibles (tableau 19).

CKD-EPI CKD-EPI CKD-EPI Cre-
CG MDRD DFG Cys C
Cre CysC CysC
Moyenne 71.0 88.9 78.2 59.8 73.9 69.5
Médiane 73.1 89.9 82.8 57.9 68.8 69.8
44.2 - 52.0 - 31.0- 32.7 -
Min-Max 51.3-98.0 41.9-108.8
114.2 146.5 102.0 184.1

Tableau 19 : Résultats de clairance (CG) et de DFG obtenus selon les différentes équations
(mL/min/1.73m?).
CG : Cockrcorft et Gault ; Cre : créatinine : CysC : cystatine C
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CG MDRD | CKD-EPICre | DFG CysC C'ES;EP' CKD;:::cre'
CKD-EPI Cre-CysC |  0.46 0.92 0.86 0.92 0.97 1.0
CKD-EPI CysC 0.35 0.82 0.71 0.96 1.0
DFG CysC 0.21 0.82 0.65 1.0
CKD-EPI Cre 0.61 0.91 1.0
MDRD 0.52 1.0
cG 1.0

Tableau 20 : Coefficients de corrélation entre la clairance (CG) et DFG obtenus avec les

différentes équations.

Comparée au DFG calculé par la formule MDRD, il existe une bonne corrélation avec les

autres formules (r > 0.8) excepté avec la formule CG (tableau 20).

Cependant, des différences significatives sont retrouvées pour les DFG calculés avec les

formules CG et MDRD (p < 0.0001), entre CG et la formule CKD-EPI créatinine (p = 0.007),

entre CG et la formule CKD-EPI cystatine C ( p = 0.006) et entre MDRD et CKD-EPI cystatine C

(p < 0.0001) (figu

re 22).
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Figure 22 : Clairance ou DFG obtenus selon les différentes formules utilisées chez les 26

patients.
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Ainsi, si nous avions utilisé la formule de CG, 5 patients n’auraient pas été inclus dans le
protocole car la clairance calculée est inférieure a 50 mL/min/1.73 m2. De la méme facon 5,
10 et 3 patients n’auraient pas été inclus dans le protocole en utilisant pour calculer le DFG
respectivement la formule DFG cystatine C, CKD-EPI cystatine C et CKD-EPI créatinine-
cystatine C. En revanche, aucun patient n’est exclu si I'on utilise la formule CKD-EPI

créatinine.

IV. Protocole NGAL

1. NGAL plasmatique

La figure 23 indique les valeurs de NGAL plasmatique a chaque temps de I'étude a la fois
dans le groupe de patients n’ayant pas développé une IRA (en gris) et dans le groupe ayant

développé une IRA (en noir).
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Figure 23 : Valeurs de NGAL plasmatique dans les 2 groupes (n =13 dans chaque groupe).

Pour I'ensemble des 26 patients, la moyenne de la NGAL plasmatique a TO est de 108 + 54.5
ng/mL. On constate une augmentation a 225.6 + 113.6 ng/mL et 240.0 + 136.8 ng/mL
respectivement dans le groupe sans IRA et dans le groupe avec IRA a T1. Puis a T2, les

concentrations en NGAL plasmatique sont de 174.9 + 56.5 ng/mL dans le groupe sans IRA, et
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200.2 + 112.5 ng/mL dans le groupe IRA. A T3 les concentrations en NGAL plasmatique sont
de 198.2 + 123.6 ng/mL dans le groupe sans IRA et 208 + 159.7 ng/mL dans le groupe avec
IRA. Enfin, a T4 les concentrations en NGAL plasmatique sont de 153.2 + 60.6 ng/mL dans le
groupe sans IRA et 228.0 + 158.4 ng/mL dans le groupe IRA.

La cinétique de ce marqueur montre donc une nette augmentation de la NGAL a T1 (soit
immédiatement aprés la chirurgie) dans le groupe IRA et dans le groupe sans IRA.
Cependant, il n’existe pas de différence significative entre ces deux groupes (p = 0.90) (figure

24).
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Figure 24 : Cinétique de la NGAL plasmatique dans les 2 groupes (moyenne et écart-type a

chaque temps).

La valeur cut-off de NGAL plasmatique fixée par le fabriquant permettant de définir une
insuffisance rénale est supérieure a 250 ng/mL. Ce seuil est dépassé pour 7 des 13 patients
développant une IRA (soit 53.8 %) mais également pour 4 des 13 patients ne développant
pas d’IRA (soit 30.8%).

La courbe ROC fournit une aire sous courbe de 0.51 a T1, 0.50 a T2 et T3 et 0.63 a T4. La
figut8re 25 représente la courbe ROC de la NGAL plasmatique a T2. A T1, la NGAL
plasmatique avec le cut off a 250 ng/mL fixé par le fabriquant donne une sensibilité de 38.5

% et une spécificité de 76.9 % et a T2, une sensibilité de 39 % et une spécificité de 61.5 %.
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Figure 25 : Courbe ROC de NGAL plasmatique a T2.

2. NGAL urinaire

La valeur moyenne de NGAL urinaire chez I'ensemble des patients est de 12.0 + 8.6 ng/mlL,
46.7 + 75.4 ng/mlL, 156.7 * 419.5 ng/mL, 74.0 + 103.4 ng/mL et 63.0 + 62.8 ng/mL
respectivement a TO, T1, T2, T3 et T4 (figure 26A). La valeur moyenne du rapport NGAL
urinaire/créatininurie chez I'ensemble des patients est de 1.8 + 2.1 mg/mol, 8.4 + 14.0
mg/mol, 91.5 + 305.6 mg/mol, 8.7 + 16.4 mg/mol et 10.4 + 18.2 mg/mol respectivement a
TO, T1, T2, T3 et T4 (figure 26B). Ainsi, la NGAL urinaire et le rapport NGAL

urinaire/créatininurie s’élévent dés T1 avec un maximum atteint a T2.
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Figure 26 : Valeurs de NGAL urinaire (A) et du rapport NGAL urinaire/créatininurie (B) chez

I’ensemble des patients.
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La valeur cut-off de NGAL urinaire fixée par le fabriqguant permettant de définir une
insuffisance rénale est supérieure a 250 ng/mL. La NGAL urinaire est supérieure a 250 ng/mL
pour 3/13 patients développant une IRA (soit 23%) et pour 0/13 patients sans IRA. Vingt et
un patients présentent des valeurs de NGAL urinaire trés basses parmi lesquels 9 patients
ayant développé une IRA. Le patient n°11 ne développe pas d’IRA alors que la NGAL urinaire
s’éléve passant de 9 ng/mL a TO a 202 ng/mL a T4, mais ne dépassant pas le seuil de 250
ng/mL établi par le fournisseur pour détecter une atteinte rénale. En revanche, 2 patients
qui vont développer une IRA présentent des valeurs de NGAL dans les urines treés élevées a

T2 (1322 ng/mL et 1792 ng/mL). Ces valeurs diminuent rapidement et se normalisent a T4.

La courbe ROC fournit une aire sous courbe de 0.53aT1,0.59aT2,0.60a T3 et 0.56 a T4. La
figure 27 représente la courbe ROC de la NGAL urinaire a T2. A T1, la NGAL urinaire avec le
cut off de 250 ng/mL donne une sensibilité de 15 % et une spécificité de 100 % et a T2, une

sensibilité de 15.4 % et une spécificité de 92 %.
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Figure 27 : Courbe ROC de NGAL urinaire a T2.

Ainsi, les résultats de NGAL urinaire n’étant pas trés concordants avec ce qui était attendu,
nous avons regardé le rapport NGAL urinaire/créatininurie : les aires sous courbe du rapport
NGAL urinaire/créatininurie sont de 0.59 a T1, 0.53 a T2, 0.59 a T3 et 0.58 a T4. On constate
également une nette augmentation du rapport NGAL urinaire/créatininurie au temps T2 (soit
6h apres la fin de la CEC) dans le groupe IRA (figure 28) mais sans différence significative

retrouvée entre les 2 groupes (p = 0.81). Ce rapport n’est donc pas plus performant que la

NGAL urinaire.

75



700 -
600

500
@ Groupe IRA

400 -m- Groupe sans IRA

300+
200+

150 -
100 -
50 +

0__.“&4.::—""-"“':-*:” -_-“i_

NGAL urinaire / créatininurie

Figure 28 : Cinétique du rapport NGAL urinaire/créatininurie dans les 2 groupes (moyenne et

écart-type a chaque temps).

Enfin, notre étude ne permet pas de démontrer de facon générale une supériorité de la
NGAL plasmatique par rapport a la NGAL urinaire ou au rapport NGAL urinaire/créatininurie.
En effet, aucune différence significative n’est retrouvée entre la NGAL plasmatique et la
NGAL urinaire ou le rapport NGAL urinaire/créatininurie lorsque I’'on compare le groupe IRA
et le groupe sans IRA. Les sensibilités et spécificités obtenues pour la NGAL plasmatique et
urinaire sont de plus médiocres. Cependant, si I'on regarde en détail les valeurs brutes et la
cinétique de la NGAL plasmatique et de la créatininémie d’un patient développant une IRA
(stade AKIN 3) et d’un patient n’en développant pas, on observe que les valeurs de NGAL
plasmatique et de créatininémie sont bien plus élevées chez le patient avec une IRA (figure
29A). De plus, la NGAL plasmatique s’éleve bien avant la créatininémie (dés T1 pour la NGAL
contre T3 pour la créatininémie). Chez le patient sans IRA, ces 2 marqueurs restent stables
(figure 29B). Ces données indiquent donc que la NGAL plasmatique détecte plus
précocement une IRA (dés la fin de la CEC par rapport a 24H apreés la fin de la CEC pour la
créatininémie) que la créatininémie. Elles permettent donc de pondérer les résultats un peu
décevants obtenus lorsqu’on compare les deux groupes, et montrent qu’a I'échelon

individuel la NGAL peut étre intéressante car informative plus précocement.
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Figure 29 : Comparaison de la NGAL plasmatique et de la créatininémie chez un patient

présentant une IRA (A) et chez un patient ne présentant pas d’IRA (B).

3. Comparaison du pourcentage de variation de la NGAL et de la cystatine C avec les

margqueurs usuels de la fonction rénale

On constate pour l'urée des concentrations sanguines relativement stables au cours du
temps chez les patients du groupe sans IRA. En revanche, comme attendu chez les patients
développant une IRA, l'urée a tendance a s’élever surtout a T4 (48h post CEC). En ce qui
concerne la créatininémie, les résultats sont comparables a ceux observés pour l'urémie

avec toutefois une élévation a partir de T3 soit 24h post-chirurgie (tableau 18).

La définition de l'insuffisance rénale est basée sur une variation de la créatininémie, tandis
qgue pour la NGAL et la cystatine C, ce sont des valeurs seuils qui définissent une atteinte
rénale. Nous nous sommes donc intéressés aux variations de ces deux nouveaux marqueurs
d’insuffisance rénale. Pour ces deux marqueurs mais également pour la créatinine, nous
avons calculé le pourcentage de variation entre les différents temps (T1, T2, T3, T4) par
rapport a I’état de base (TO). Puis nous avons comparé les variations de chaque parametre

dans le groupe IRA et dans le groupe sans IRA.

Tout d’abord, on retrouve logiquement un pourcentage de variation de la créatininémie plus

important dans le groupe IRA (jusqu’a 31 %) par rapport au groupe sans IRA (figure 30).
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Figure 30 : Pourcentage de variation de la créatininémie dans le groupe IRA et dans le

groupe sans IRA.

Concernant le pourcentage de variation de la NGAL, les résultats sont intéressants car on
constate dans le groupe IRA une supériorité significative du pourcentage de variation de la
NGAL par rapport a celui de la créatinine (p = 0.0015 entre TO et T1, p = 0.0015 entre TO et
T2, p=0.0088 entre TO et T3 et p = 0.0192 entre TO et T4) (figure 31B).

Toutefois, on constate que dans le groupe sans IRA, il existe également une différence
significative entre le pourcentage de variation de la NGAL et celui de la créatininémie (p <

0.005 pour chaque temps) (figure 31A).
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Figure 31 : Pourcentage de variation de NGAL et créatinine dans le groupe sans IRA (n = 13)
(A) et dans le groupe IRA (B).
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D’autre part, la concentration en cystatine C reste relativement stable tout au long de
I’étude dans les deux groupes et il n’existe pas de différence significative entre le
pourcentage de variation de la cystatine C entre le groupe développant une IRA et dans le
groupe n’en développant pas. En comparant le pourcentage de variation de la cystatine C
par rapport a celui de la créatininémie, on constate dans le groupe IRA un pourcentage de
variation supérieur de la créatininémie (figure 32B). Dans le groupe sans IRA, il existe une
différence significative entre le pourcentage de variation de la cystatine C par rapport a celui
de la créatininémie a tous les temps (p = 0.001 entre TO et T1, p = 0.003 entre TO et T2, p =
0.046 entre TO et T3 et p = 0.039 entre TO et T4) ; On constate une variation plus importante
de la créatininémie entre les temps T1 —TO et T2 — TO alors qu’aux temps T3-TO et T4-TO, la
variation de la cystatine C est cette fois plus importante (figure 32A). Cette différence entre

la créatininémie et la cystatine C n’est donc pas en faveur de la cystatine C.
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Figure 32 : Pourcentage de variation de la cystatine C et de la créatininémie dans le groupe

sans IRA (A) et dans le groupe IRA (B).

4. Comparaison du pourcentage de variation de la NGAL et de la cystatine C

Concernant le pourcentage de variation de la NGAL et de la cystatine C, il apparait une trés
nette supériorité de la NGAL dans le groupe IRA (p < 0.001 entre TO et T1 et entre TO et T2, p
= 0.013 entre TO et T3) (figure 33B) et dans le groupe sans IRA (p =0.001 entre TO et T1, p =
0.003 entre TO et T2, p =0.002 entre TO et T3 et p = 0.013 entre TO et T4) (figure 33A).
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Figure 33 : Pourcentage de variation de NGAL et de cystatine C dans le groupe sans IRA (A) et
dans le groupe IRA (B).

5. Autres parameétres étudiés

La protéinurie permet également de dépister une altération rénale et a I'état physiologique,
la protéinurie est inférieure a 150 mg/24h ; chez I'ensemble des patients du protocole, elle
varie peu au cours du temps et il n’est pas observé de différence significative entre le groupe
IRA et le groupe sans IRA.

Le rapport Natriurie/Kaliurie, reflétant une éventuelle IRA fonctionnelle et normalement
supérieur a 1, s’inverse a T3 dans les deux groupes.

La CRP s’éleve des 6h apres I'intervention et plus nettement dans les 2 groupes a T3 et T4
sans que I'on observe de différence significative. Il n’y a d’ailleurs pas de recommandation a
effectuer ce dosage en post-opératoire ou I'on sait que l'inflammation retrouvée reste
aspécifique. Cependant la NGAL étant sécrétée par les polynucléaires neutrophiles, il nous a
semblé intéressant « a posteriori » d’évaluer la valeur de cette derniére en fonction de la
valeur des polynucléaires neutrophiles. Cependant nous ne disposions que de la valeur des
leucocytes (tableau 24). Il existe une corrélation significative entre la valeur de la NGAL
plasmatique et le nombre de leucocytes (p = 0.009) mais avec un coefficient de corrélation
tres faible (r = 0.36) et sans relation avec la présence ou non d’une IRA. Ces résultats
confirment donc les données de la littérature méme si nous avons utilisé les valeurs des

leucocytes et non des polynucléaires neutrophiles.
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L'albuminémie a également été mesurée, on observe une diminution a T1 suivie d’une ré-
augmentation des T2 en général sans différence observée entre le groupe IRA et le groupe
sans IRA.

Enfin, la Lp(a) dosée chez I'ensemble des patients a TO, montre une valeur moyenne de 0.24
+ 0.24 g/L et une valeur médiane de 0.11 g/L. Aucune différence n’est retrouvée entre les 2

groupes.

6. Analyse multivariée

L'analyse multivariée chez I'ensemble des patients ne montre pas de lien entre la valeur de
la NGAL plasmatique ou de la cystatine C et le développement d’une IRA. Il n’existe pas non
plus de lien entre le développement d’'une IRA et la présence de facteurs de risque
cardiovasculaire, la durée de la CEC, I'utilisation de diurétiques, la durée d’hospitalisation et
la mortalité a J28. De plus, aucun lien n’est retrouvé entre la valeur de NGAL plasmatique ou
de cystatine C et la durée de la CEC, I'utilisation de diurétiques, la durée d’hospitalisation, le
recours a une EER et la mortalité a J28. Enfin, il n’existe pas de lien entre la valeur du rapport

NGAL urinaire/créatininurie et la survenue d’une IRA.
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L’objectif de cette étude était d’étudier I'association entre 'augmentation de la NGAL
et la prédiction précoce d’une IRA dans le cadre du suivi post chirurgie cardiaque de patients
agés (plus de 75 ans) ayant bénéficié d’'un RVA sous CEC. En effet, de nombreuses études
tentent de trouver un nouveau biomarqueur en remplacement de la créatinine, parametre
d’exploration rénale le plus prescrit mais possédant quelques limites. La créatinine est un
produit de dégradation du métabolisme musculaire normal et il convient donc d’interpréter
sa concentration avec prudence chez les enfants et les personnes agées puisque ce
marqueur est dépendant de la masse musculaire. Son élimination urinaire se fait par
filtration glomérulaire suivie d’'une sécrétion tubulaire négligeable chez le sujet avec une
fonction rénale normale mais cette sécrétion augmente en cas d’insuffisance rénale. De plus,
il faut une atteinte d’au moins 50 % des néphrons pour observer une augmentation sensible
de la créatinine sérique ce qui en fait un parametre tardif : la créatinine s’éléve alors 12 a 24
heures apres le début de I'atteinte rénale. Ce retard de diagnostic et donc de prise en charge
est délétere pour les patients. L'IRA en postopératoire de chirurgie cardiaque survient chez 3
a 30 % des patients et est associée a une morbidité et une mortalité importante d’ou la

nécessité de prendre en charge la défaillance rénale le plus rapidement possible.

Le principal biomarqueur que nous avons étudié est la NGAL. A l'origine, la NGAL a été
identifiée dans les polynucléaires neutrophiles mais aussi dans le rein ou le foie en réponse a
différents états pathologiques (inflammation, infection, ischémie, insuffisance rénale aigué,
néoplasie ...). Au niveau rénal, la NGAL est filtrée par le glomérule puis réabsorbée dans le
tubule proximal. En cas d’IRA, les genes codant la NGAL sont massivement et rapidement
up-régulés dans la partie distale du néphron entrainant une élévation massive de ce
marqueur dans le sang et les urines. Sa demi-vie de 10 minutes en fait un marqueur trés
dynamique. L'équipe de Mishra a montré que l'on retrouve une élévation de la NGAL
plasmatique dés 2 heures apres une atteinte rénale. De nombreuses études ont été publiées
ces derniéres années sur ce nouveau biomarqueur avec plus de 7000 patients étudiés au
total mais les résultats sont hétérogenes selon la population étudiée, la définition de I'IRA, la

nature du test de dosage de la NGAL choisi et le cut-off utilisé.

Notre étude comprend une cohorte de 26 patients (11 hommes et 15 femmes), d’dge moyen

81 ans. Parmi les facteurs de risque cardiovasculaire, 4 patients étaient fumeurs (soit 15.4
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%), 2 diabétiques (7.7 %), 20 présentaient une HTA (76.9 %) et 15 une dyslipidémie (57.7%).
Tous les patients ont bénéficié d’un RVA isolé sous CEC et présentaient un DFG calculé avec
la formule MDRD supérieur a 50 mL/min/1.73 m? (critéres d’inclusion). Les patients ont alors
bénéficié de 5 prélevements sanguins et urinaires : un dosage avant le début de la CEC
correspondant au dosage de base (TO), un dosage a la fin de la CEC (T1) et un dosage 6

heures (T2), 24 heures (T3) et 48 heures (T4) aprés la fin de la CEC.

Parmi les 26 patients inclus, 13 ont développé une IRA aprées la chirurgie (groupe IRA) et 13
n‘en développent pas (groupe sans IRA) d’aprés la définition de I'IRA basée sur la
classification AKIN. Pour autant les 13 patients du groupe IRA ne présentaient pas un stade
sévere et pour aucun patient le recours a 'EER n’a été nécessaire. Aucune différence
significative n’est observée entre les 2 groupes concernant les données préopératoires (sexe
ratio, age, BMI, DFG selon la formule MDRD, FeVG et facteurs de risque cardiovasculaire). Il
n’existe pas non plus de différence significative entre la durée du clampage aortique, la
durée de la CEC et la diurése peropératoire. En revanche, le nombre de culots globulaires
administrés au cours de la chirurgie apparait significativement différents entre les 2
groupes ; ainsi, on constate que les patients en IRA sont davantage transfusés (p = 0.024). La
déplétion de volume sanguin entraine une diminution du volume de perfusion du rein
pouvant étre a I'origine de I'IRA. On peut alors conclure que les patients du groupe IRA ont
eu une perte sanguine plus importante au cours de la chirurgie nécessitant le recours a une
transfusion de CG, cette perte sanguine entrainant une hypovolémie et un défaut de

perfusion rénale peut étre un facteur de développement d’une IRA fonctionnelle.

Les données postopératoires recueillies (volume de remplissage, nombre de culots
globulaires transfusés, utilisation de diurétiques) ne sont pas significativement différentes
entre les 2 groupes. Par contre, la diurése des 24 premieres heures est significativement
différente (p = 0.015) avec une diurése moins importante dans le groupe IRA ; ce paramétre
entrant dans la définition de I'IRA utilisée, la différence observée est donc cohérente. L'EER
n’a été nécessaire pour aucun patient et la mortalité a J28 est nulle pour I'ensemble des

patients.
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Tout d’abord, cette étude a permi de confirmer la bonne corrélation (r = 0.99) entre le
dosage de la créatinine selon la technique Jaffé compensée (technique utlisée en routine au
laboratoire de Biochimie) et la technique enzymatique et a permi de comparer les
différentes formules de clairance et DFG disponibles (CG, MDRD, CKD-EPI créatinine, CKD-EPI
cystatine C, CKD-EPI créatinine/cystatine C et le DFG cystatine C) chez les 26 patients a TO.
On constate une hétérogénéité importante de la clairance ou du DFG selon la formule
utilisée. Ainsi, en utilisant la formule MDRD, tous les patients ont un DFG supérieur a 50
mL/min/1.73 m? et ont donc pu étre inclus dans le protocole (le DFG calculé avec la formule
MDRD supérieur a 50 mL/min/1.73 m? était un critére d’inclusion dans le protocole). En
revanche, en utilisant la clairance de CG, 5 patients auraient été exclus du protocole. On
constate également que 5, 10 et 3 patients auraient été exclus en utilisant respectivement la
formule DFG cystatine C, CKD-EPI cystatine C et CKD-EPI créatinine-cystatine C. Avec la
formule CKD-EPI créatinine, aucun patient n’aurait été exclu. Actuellement, I'HAS
recommande I'utilisation de la formule CKD-EPI créatinine (la clairance de la créatinine par la
formule de CG est toujours a utiliser dans le cadre de l'adaptation posologique des
médicaments puisque toutes les études sont réalisées avec cette formule). De plus, en
utilisant les criteres Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) qui permettent de
définir les différents stades d’IRC, on constate que parmi les 26 patients, 13 sont classés
différemment selon la formule de DFG utilisée : 11 patients passent du stade 2 (DFG entre
60 et 89 mL/min/1.73 m?) au stade 3 (DFG inférieur a 60 mL/min/1.73 m?) et 2 patients

passent du stade 1 (DFG supérieur a 90 mL/min/1.73 m?) au stade 3.

D’autre part, les dosages réalisés aux différents temps de I'étude indiquent une
augmentation de NGAL plasmatique a T1 sans diffférence significative entre les 2 groupes
sur les 5 temps de I'étude. L'utilisation des pourcentage de variation de la NGAL
plasmatique aux différents temps par rapport a TO ne permet pas de retrouver de différence
significative entre les 2 groupes. Cependant, avec un p égal a 0.056 pour la variation de
NGAL plasmatique entre TO et T2 entre les 2 groupes, on peut supposer qu’en augmentant la
cohorte étudiée, la différence deviendrait significative.

De plus, le pourcentage de variation de la NGAL plasmatique est supérieur au pourcentage
de variation de la créatininémie dans le groupe IRA mais aussi dans le groupe sans IRA. Ces

résultats suggerent donc une élévation de la NGAL plasmatique chez tous les patients y
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compris chez ceux sans évolution en IRA. On peut toutefois supposer que chez ces patients
agés, la fonction rénale est altérée lors de la chirurgie pour ces patients sans évolution en
IRA. Les sensibilité et spécificité pour la NGAL plasmatique sont médiocres, de méme que
pour la NGAL urinaire et notre étude ne met pas en évidence de supériorité entre le dosage
sanguin ou urinaire. L'avantage d’un dosage dans les urines est la facilité du prélevement
(pas de prélevement invasif) mais n’est pas possible en cas d’oligurie et la concentration de
NGAL urinaire peut étre influencée par I'état d’hydratation du sujet ou I'existence d’une
infection du tractus urinaire (présence de polynucléaires neutrophiles et donc élévation

possible de la NGAL urinaire sans IRA).

La cystatine C est également un des biomarqueurs potentiels d’exploration de I'IRA ; notre
étude retrouve une faible variation de ce marqueur dans les 2 groupes. De plus, la cystatine
C n‘apparait pas supérieure a la créatininémie pour le dépistage de I'IRA et la NGAL
plasmatique apparait avoir une supériorité par rapport a la cystatine C dans la détection de

I"IRA.

Les résultats obtenus lors de notre étude ne sont pas en adéquation avec les données de la
littérature. Les hypotheses permettant d’expliquer ce manque de sensibilité et spécificité de
la NGAL sont tout d’abord le faible nombre de patients inclus. Il serait donc intéressant
d’augmenter la cohorte de patients étudiés. De plus, I'étude étant prospective, nous ne
pouvions pas sélectionner les patients sur le développement ou non d’une IRA et sur la
sévérité de cette IRA si bien qu’aucun patient n’a nécessité d’EER. L'IRA développée par les
13 patients n’était pas une IRA sévere et I'on peut supposer que la sensibilité et spécificité
de la NGAL serait meilleure dans le cas ou I'IRA est de gravité plus importante car plusieurs

% Cette

études présentent la NGAL comme corrélée a la gravité de I'atteinte rénale
hypothése est corroborée par le fait que si I'on analyse les données du patient présentant
une IRA au stade AKIN 3 et d’un patient ne développant pas d’IRA, on constate une élévation
importante de la NGAL dés T1, donc plus précoce que I'élévation de la créatininémie qui a
lieu au temps T3. En revanche, chez le patient ne développant d’IRA, ces 2 parameétres sont

stables et n"augmentent pas durant I'étude. Ces données soulignent donc l'intérét de la

NGAL dans la détection précoce de I'IRA en post chirurgie cardiaque et l'intérét de
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poursuivre |'étude sur une plus grande cohorte peut étre rétrospective permettant d’inclure

des patients développant une IRA sévere.

Une autre explication est le fait que I'atteinte rénale au cours d’une chirurgie est souvent
multifactorielle, liée au phénomeéne d’ischémie-reperfusion, a I’hypotension, a
I’hypovolémie, I'inflammation, le stress oxydatif, la nécrose tubulaire ou le sepsis. Or, la
NGAL augmente lors d’une nécrose tubulaire. Les patients étudiés n’ont slirement pas
développé d’atteinte tubulaire mais plutot une IRA fonctionnelle liée a I’'hypoperfusion
rénale. Et méme en absence d’IRA avérée selon les criteres AKIN, les augmentations de
NGAL observées chez les patients du groupe sans IRA témoignent d’une atteinte rénale a

minima.

On pourrait également envisager de modifier les temps d’étude en particulier en ajoutant un
prélevement supplémentaire 2 heures apres la fin de la CEC car la NGAL apparait des 2
heures aprés une atteinte rénale et possede une demi vie courte. Ainsi, le temps a T =6
heures aprés la fin de la CEC dans notre étude est peut étre trop tardif pour détecter

I’élévation maximale de ce marqueur.

Enfin, de nombreuses trousses de dosage de NGAL sont disponibles sur le marché, chaque
fournisseur définissant ses propres seuils différents pour affirmer une atteinte rénale. A
notre connaissance, aucune étude ne compare l'intérét de la NGAL dans la détection de I'IRA
avec la trousse Eurobio, trousse utilisée dans notre protocole car adaptable sur automate
d’urgence. Ainsi, nos résultats sont difficilement comparables aux autres études utilisant le
méme seuil pour définir une atteinte rénale. Les autres trousses de dosage recommandent
des seuils plus bas que celui préconisé par Eurobio fixé a 250 ng/mL. Nos résultats suggeérent
également que |'utilisation de la cinétique de la NGAL est plus informative et sensible pour
définir une atteinte rénale, a l'instar des critéres d’augmentation de la créatinine utilisés par

I’AKIN.
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Conclusion
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Cette étude, évaluant l'intérét de la NGAL dans la détection précoce de I'IRA aprées
une chirurgie de RVA sous CEC chez les personnes agées, a permis de montrer que ce
marqueur détecte plus précocement une IRA chez les patients présentant une atteinte
sévere de la fonction rénale. En effet un gain de 24 heures est observé en comparaison avec
la créatinine. Nous montrons également que méme chez les sujets sans IRA définie, la NGAL
augmente témoignant donc d’une atteinte rénale causée probablement par la CEC.

Il est donc nécessaire de poursuivre ce travail : d’une part en augmentant le nombre de
patients ce qui permettra d’étudier des patients présentant une IRA plus sévere en
particulier des patients nécessitant une EER; d’autre part en incluant des prélevements
intermédiaires supplémentaires (temps T = 2 heures aprés la chirurgie pour doser la NGAL
plasmatique). Il ne nous semble pas judicieux de maintenir le dosage NGAL urinaire puisque
les résultats obtenus sont moins informatifs que les résultats des dosages de NGAL
plasmatique.

Cette étude avait pour objectif d’étre une étude pilote, elle pourra servir de base pour
d’autres études comme celles sus-citées, mais également pour une étude chez des patients
devant bénéficier de RVA percutané. En effet, cette technique requiert I'utilisation de
produits de contraste iodés, connus pour entrainer potentiellement des nécroses tubulaires

aigués conduisant a une IRA.

Les résultats obtenus au cours de cette étude font I'object d’un article en cours de rédaction.
Un poster évaluant les différentes formules de clairance ou de DFG a déja été présenté au

congreés IFCC d’Istanbul en juin 2014 (cf annexe).
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ANNEXES

Annexe 1 : Indications du remplacement valvulaire aortique (RVA) ¥’.

Classe de Niveau

recomma de
ndation preuve

Le RVA est indiqué chez les patients souffrant de sténose valvulaire aortique sévére avec des | B
symptémes en lien avec cette sténose.
Le RVA est indiqué chez les patients souffrant de sténose valvulaire aortique sévére et devant C
bénéficier de pontages, d'une chirurgie de I'aorte ou d’une autre chirurgie valvulaire.
Le RVA est indiqué chez les patients asymptomatiques avec une sténose valvulaire aortique sévere | C
et une altération de la FEVG<50% non liée a une autre cause.
Le RVA est indiqué chez les patients asymptomatiques avec une sténose valvulaire aortique sévere C
et dont I'épreuve d’effort démasque des symptomes en lien avec cette valvulopathie.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients a haut risque, avec une sténose valvulaire aortique Ila B
symptomatique, pour laquelle un TAVI est faisable, mais pour lesquels une « heart team » a estimé
que la chirurgie est préférable en se basant sur le risque individuel et les caractéristiques
anatomiques.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients asymptomatiques, porteurs d’une sténose valvulaire lla C
aortique sévere, et un test d’effort montrant une chute de la tension artérielle.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients avec une sténose valvulaire aortique modérée devant Ila C
bénéficier d’un pontage aorto-coronarien, d’une chirurgie de I'aorte ascendante ou d’une autre
chirurgie valvulaire.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients symptomatiques, aprés confirmation de la sévérité de Ila C
la sténose valvulaire aortique, en cas de bas débit, de gradient < 40 mm Hg, avec une fraction
d’éjection normale.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients symptomatiques avec une sténose valvulaire aortique Ila C
serrée, a bas débit et bas gradient, apres confirmation de I'existence d’une réserve contractile.
Le RVA doit étre envisagé chez les patients asymptomatiques, avec FEVG normale, sans anomalie Ila C

sus-citée de I'épreuve d’effort, si le risque opératoire est faible et que I'un des critéres suivants
existe :

- Sténose aortique trés sévere définie par Vmax>5.5m/s.

- Calcification valvulaire sévére et progression de la Vmax de plus de 0.3m/s par an.
Le RVA peut étre envisagé chez les patients porteurs d’une sténose valvulaire aortique serrée, en Ilb C
bas débit et bas gradient, avec dysfonction ventriculaire gauche, sans preuve de I'existence d’une
réserve contractile.
Le RVA peut étre envisagé chez les patients asymptomatiques avec sténose valvulaire aortique 1]s) C
serrée, FEVG normale et aucune anomalie sus-citée de I'épreuve d’effort, si le risque opératoire est
faible et que I'un des critéres suivants existe :

- Elévation significative des peptides natriurétiques confirmée par plusieurs mesures et

sans autre explication.
- Elévation du gradient moyen de plus de 20mmHg a I'effort.
- Hypertrophie ventriculaire gauche excessive en I'absence d’HTA.
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Annexe 2 : Critéres de choix préopératoire en faveur d’une bioprothése %’

Une bioprothese est recommandée si le patient choisit ce type de prothese,
apres information éclairée.

Une bioprothése est recommandée lorsqu’une bonne anticoagulation du
patient est peu probable (problémes de compliance...) ou contre-indiquée par
un risque hémorragique élevé (hémorragie majeure préalable, comorbidités,
probléemes de compliance, style de vie ...).

Une bioprothése est recommandée lors d’une réintervention pour thrombose
de valve mécanique survenant en dépit d’une anticoagulation bien conduite.
Une bioprothéese doit étre envisagée pour les patients chez qui une chirurgie
rédux serait a bas risque.

Une bioprotheése doit étre envisagée chez les femmes jeunes désirant une
grossesse.

Une bioprothése doit étre envisagée chez les patients de plus de 65 ans (pour
une prothése en position aortique) ou chez les patients de plus de 70 ans (pour
une prothése en position mitrale) ou chez les patients ayant une espérance de

vie inférieure a la durabilité estimée de la bioprothese

Classe de
recommandation

lla

lla

lla

Niveau
de
preuve

C
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Annexe 3 : Bon utilisé pour le recueil des prélevements dans les services de soins

CENTRE HOSPITALIER UNIVERSITAIRE DE NANTES
HOPITAL G & R LAENNEC

Etiquette patient N° IPP Coordonnées Service
Anesthésie-réanimation - B.Rozec :65293-
0E3IGE52338 — H. Morin 65596

Biodhimie HGRL : 0. Delaroche 65453 — EBigot ©
B5459- 0626725063

Protocole NGAL 1

Date prélévement :

Heure prélévement :

1 Tube Hépariné 5 mL (Bouchon Vert)
1 tube Urines

Cocher la case correspondant au moment du prélévement

) 10 dosage de référence avant CEC

(2 T1 :Fin de CEC

'::' T2 : H+ & heuras (6 heures aprés fin de CEC)

'::' T3 :H =24 heures (24 heuras aprés fin de CEC)

':::' T4 :H +48 heures (42 heures aprés fin de CEC)

Transmettre au laboratoire de Biochimie HGRL
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Annexe 4 : Notice d’information pour les patients

CoraT HasrTeS NOTICE D'INFORMATION

LN IVERETAIRE DE RARTES

Hote d'information pour la participation a la recherche
« Intérét du marqueur NGAL en post-chirurgie cardiaques

Medecins investigateurs

Mom : Dr Bertrand Rozec, Dr Bigot-Corbel E,
Senvice : Anesthésie-Réanimation, Biochimie,
HGRL

Adresse : CHU de Nantes

Talaphone : 02 40 18 52 23 /02 40 16 54 70

Etablissement responsable de la recherche

Mom : CHU de Nantes

Adresse : §, allee de I'le Glorietts, 44 023 NANTES

Principaux contacts : Secretariat de la Direction de ka recherche
Teléphone - 02 52 43 26 25 (secrétariat de ka Direction de ka recherche)

Ce document est remis au patient
Un exemplaire de cette notice d'information daté au jour du recueil de non opposition
du patient est conserve dans une armoire de recherche clinique avec I'exemplaire de
consentement pour la collection.
La participation du patient a I'étude est tracée dans son dossier medical

Demande & autorisation pour la collecte drun édhantillon sanouin en vue dhune recherche
non intenventionnelle

Madame, Monsisur

Cette note dinformation vous explique la démarche qui nowus pousse & solliciter votre
accord pour fournir un &chantillon de votre sang en vue de nos recherches.

Les senvices d' Anésthésie-Réanimation e de Bodhimie du Centre Hospitalier et Universitaire
de Mantes effectuent une recherche sur Fintérét du margqueur NGAL en post-chirurgie
cardiaque.

En post-chinurgie cardiaque nécessitant une dreulation extra-corporelle, la fonction rénale
peut parfois étre transitoirement perturbée. Uappréciation de cette fonction rénale est
assurés par des paramétres biochimiques dassigues. Un nouvesu marqueur : le Neutrophil
gelatinase-associated lipocalin ou MNGAL permettant le dépistage plus précoce et
potentiellement une amélioration de la prise en charge d'une altération de cette fonction,
peut actuellement éfre dosé au laboratoire.

BEn donnant un &chantillon sanguin pour cette étude wous contribuerez & la validation de
intérét de ce paramétre dans cette indication. Votre échantillon sera recusilli & 'occasion
d'une prize de sang réglisés pour les bescins de votre prize en charge (prélévement d'un
tube supplémentaire de 5 ou 9 mi) ou specifiguement pour les besoins de I'étude. Cet

Infonmaton efude MEAL 1 RC1Z D02 Page 1 sur 2
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echantillon ne sera utilis® gurau sein du CHU de Nantes. Un formulaire d'information et de
consentement spécifique a la constitution de cette collection d'échantillons biclogiques
humains, qui pourra €tre rédisée grace a un prélévement direct de sang, vous est transmis
en plus de cette lettre d'information pour votre participation al'étude.

Ce projet ains gue le présent document ont &té présentés au Groupe Nantais d'éthigue
danz le domaine de la Santé GNEDS.

Cette recherche ne présente pas de risque pour votre santé. Les résultats qui en seront issus
ne permettront pas d'apporter des informations pertinentes pour votre santé en particulier.
l= favoriseront le développement des connaissances dans le domaine de la santé et devront
&tre confirmes, enauite, par des études dinigues complémentaires, afin de permettre |'essor
de nouvelles méthodes de diagnogtic, de nouveaux traitements chirurgicaux ou
thérapeutiques.

Four étre menée a bien, cette recherche nécessite la mize en ceuvre d'un traitement
informatise de vos données personnelles &fin de permettre d'analyser les résultats. Un
fichier informatigue comportant vos données va donc étre constitué. Par mesure de
confidentialité et pour respecter votre vie privée, vos données =eront systématiquement
codées. Seuls les professionnels de santé personnellement en charge de votre suivi auront
connaissance de vos données nominatives.

Conformément & la loi, vous disposer d'un droit d'accés, d'opposition et de redtification des
données enregistréss sur informatigue, & tout moment, par Fintermédiaire de votre
médecin. Vous disposer également d'un droit &'cpposition a la transmission des données
couvertes par |e secret professionnel susceptibles d'étre utilistes et d'étre traitéss dans le
cadre de cette recherche. Vous pouvez exercer vos droits d'accés et de rectification auprés
du Docteur menfionné au debut de ce document.

Cette étude a été déclarée a la Commission Nationale Informatique et Libertés (CNIL).

ious tes libre d'accepter ou de refuser de partidper & la recherche qui vous est présentée.
9 vous accepter, vous étes libre de changer d'avis & tout moment sans avoir a vous justifier
et votre dédsion ne portera aucun préjudice a la qualité de votre prise en charge. 3 vous
refuser de participer, les données ne seront pas utilisées pour cette recherche et resteront
destinées & 'usage strict du =oin, tout comme I'échantillon sanguin recusilli pendant votre
prize en charge.

Le médedn dinicien ou biclogiste chercheur (B. Rozec, E Bigot,) en charge de la recherche
peuvent répondre a toutes vos questions au 0240165293 ou 02 40 16 54 70.

Imformation efude NEGAL 1 RC1Z DL02 Page 2 5ur 2
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Annexe 5 : Communication affichée lors du congres IFCC, Istanbul juin 2014.
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Predicting glomerular filtration rate (GFR) in elderly patients: evaluation of the different
equations

Emilie Sacchetto?, Bertrand Rozec?, Arnaud Reignier?, Damien Ali%, Jean-Luc Orsonneau?, Didier Le Carrer?, Odile Delaroche?, Jean-Benoit Hardouin?, Edith Bigot-Corbel*

! Laboratoire de Biochimie Générale, Centre Hospitalier Universitaire, Nantes, France 2 Service d’Anesthésie Réanimation, Centre Hospitalier Universitaire, Nantes, France * Bic istic Pharmacoépidémic ie et mesures
subjectives en Santé, Université de Nantes, UFR des Sciences pharmaceutiques et biologiques, Nantes, France

Introduction

Determination of creatininemia is commonly used for estimating renal function either to early detect AKI (Acute Kidney Injury) or to stratify Chronic kidney disease. Several formulas have been
developed to estimate the glomerular filtration rate (GFR) due to the the lack of sensitivity related to delayed increasing of creatinine. Actually, no formula is strongly recommended for estimating the
GFR in elderly patients, whereas MDRD is the most commonly used. Formulas are based on creatininemia (Cre) : Cockcroft-Gault (CG) equation, MDRD equation, CKD-EPI Cre equation; or on plasmatic
cystatin C (CysC) measurement : CysC GFR, CKD-EPI CysC equation or combining Cre and CysC : CKD-EPI Cre-CysC equation. The aim of this study was to compare GFR according to formulas in a cohort of
elderly patients.

Methods 1 ™
. . ) €G (Cockeroft-Gault) 1.23x(140 — Age) x Weight / Cre. 1.04x(140 —Age) x Weight / Cre
This study was performed on patients older than 75 years and with a
MDRD 175 x Cre 1354 age 023 175 x Cre 1353 Age @2y 0,742
GFR > 50 mL/min/1.73 m? according to MDRD formula.
CysCGrR sa6s/cysct®
Blood samples were collected onto lithium heparine, and plasma obtained
P P P e 141 x{Cre/0.9) 04 x (0,953 144 x(Cref0.7) 03 x (0.993)%¢
after centrifugation at 2200 g for 10 min. We measured plasma creatinine R — b
. . . . . re > 0.7 for female . . ;
by enzymatic method and cystatin C by immunoturbidimetric method onto Cn,,"n_; i 131 x(Cre/0.9) 3% x (0,993 14 x{Cre/0.7) 3 x (0,993

Roche Cobas 6000 analyser. We used dedicated reagents (Cre ref:

133(Cy/0.8)°9 x 0,996 x0.932

; cre<os 133x(Cys/0.8)°4% x 0.996%¢*
03263991 Roche and Cys C ref: 04975723 Roche; results were obtained ot e
KD-EPI Cys:

respectively in umol/L and mg/L). Equations to calculate GFR (Table 1) used s R R 5 Bl SR
creatinemia either in pmol/L (CG) or in mg/dL (MDRD and CKD-EPI); so a
correcting factor of 0.011 was applied on creatininemia results only for Cre £0.7 female or 0.9 male; Cys C<0.3 135x(Cre/0.9)° x(Cys/0.8) 7% 0,995 130X(Cre/0.7)% 3 (Cys/0.5) %7 x0.995%
these last two formulas. GFR values obtained using CG equation were
normalized for body surface area O Cre £0.7 female o 0.9 male; Cys € > 0.8 135x(Cre/0.9) %7 x{Cys/0.8)°7H x0.995%* 130x(Cre/0.7y° #x(Cys/0.8) 27 x0,995%*

h -

oysc

Results: were; analyzed. wiith nonparametric statistics; ‘entailing ‘Wilcoxon Cre > 0.7 female or 0.9 male; Cys €08 L35(Cre/0.91° H{Cys/0.5°75 w0 9556 L30(Cre/0.7Y° 0 (Cy3/0.8)9 7 50,935
signed-Rank test and correlation coefficients. Statistical analysis were
performed using Graphpad Prism®. Cre >0.7 female or 0.9 male; Cys C> 0.8 135x(Cre/0.9)° i (Cys/0.8)°71 x0.995%* 130x(Cre/0.7)° @x{Cy3/0.8)°74 x0,995%

Table 1 : Equations used to calculate GFR 127

Results

Twenty six patients were analyzed (11 male and 15 female). The mean age was 80.9 % 3.6 years (min 75 - max 88) and the body mass index (BMI) was 26.8 # 4.1 kg/m? (min 17 — max 34.7). The mean
value of creatininemia was 67.5 = 17.57 pmol/L (min 37 - max 118) and the mean value of Cys C was 1.16 % 0.26 mg/L (min 0.63 - max 1.76). GFR obtained are summarized in table 2.

88.9 78.2 59.8 739 69.5

Mean 710 Table 2: Results of GFR obtained in 26 elderly patients using the different

. formulas (mean, median, minimum and maximum)
Median 731 89.9 828 57.9 68.8 69.8

Minimun - Maximum 442-1142 52.0-146.5 51.3-98.0 31.0-102.0 32.7-184.1 41.9-108.8

GFR values obtained using MDRD equation are the highest , and GFR obtained by CKD-EPI CysC equation are the lowest (Table 2). Compared to GFR obtained using MDRD formula (largely used in
elderly population), good correlation coefficients were observed, greater than 0.8 (except for CG and CysC GFR equation) (Table 3). However, significant differences were observed between GFR
obtained with CG and MDRD (p < 0.0001), CG and CKD-EPI Cre (p = 0.007), CG and CKD-EPI CysC (p = 0.006) and MDRD and CKD-EPI Cre-CysC (p < 0.0001) (Figure 1).

£=0.006
200+ f p=0.007 ! o
. CKD-EPI Cre-
_ Wnio00t CysCGFR i
1
E. 1807 Al 046 092 0386 092 0.97 1.0
cysC
.
g . CKD-EPI CysC 035 0.82 071 0.96 10
= 100 -
& CysCGFR 021 082 065 10
2
E CKD-EPI Cre 061 091 10
50
7
u MDRD 052 10
i
o @ & 5/
¢ & j\" o (P"e &
5 df e 63741' Table 3: Correlation coefficients between GFR results obtained using the different formulas.

Figure 1: Estimated GFR (mL/min/1.73m?) obtained onto 26 patients according to
the different formulas.

Conclusion

Our study confirms heterogeneity of GFR estimation in elderly patients, according to different formulas. Using MDRD formula, all patients presented a GFR > 50 mL/min/1.73m? and were eligible to
be included in the protocol study. Using CG, 5 patients would be excluded and 0, 5, 10 and 3 respectively with CKD-EPI Cre, CysC GFR, CKD-EPI CysC and CKD-EPI Cre-CysC. In addition to KDIGO
criteria, 13 patients were differently classed : 11 patients shifting from stage 2 (GFR > 60) to stage 3 (GFR < 60) and 2 shifting from stage 1 (GFR > 90) to stage 3. In this elderly population, MDRD
formula appears to overestimate GFR values compared to the other formulas.

References
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