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Introduction

La Maladie Rénale Chronique (MRC) est un probléme de santé publique en France et plus
globalement dans I'ensemble des pays développés. La prévalence de la MRC est trés difficile a
évaluer car elle est silencieuse jusqu’a un stade avancé de son évolution. Sa prévalence
augmente comme toutes les pathologies associées aux facteurs de risque cardio-vasculaires et au
vieillissement de la population. En France, le registre REIN (Réseau d’Epidémiologie et
d’'Information en Néphrologie) a pour but de décrire en détail l'incidence et la prévalence de
linsuffisance rénale chronique terminale ainsi que les caractéristiques des patients traités, les
modalités et la qualité du traitement. D’aprés le dernier registre REIN paru en mars 2015 (1), en
2013, 10 097 nouveaux patients avaient débuté la dialyse, 2 720 patients dialysés avaient été
greffés et 354 patients avaient bénéficié d’'une greffe rénale préemptive. L'incidence brute globale
de l'insuffisance rénale chronique terminale traitée était donc de 160 par million d’habitants en
2013, supérieure a celle du premier rapport REIN de 2002, qui était de 128 par million d’habitants
(sur 4 régions pionniéres : Auvergne, Limousin, Lorraine et Rhéne-Alpes). La prévalence brute
globale de linsuffisance rénale chronique terminale en 2013 était de 1 163 par million d’habitants.
Les 2 principales causes d’insuffisance rénale terminale sont la néphropathie vasculaire liée a
I'Hypertension Artérielle (HTA) (26 % des cas) et la néphropathie diabétique (22 % des cas).
D’aprés le rapport REIN de 2013 (1), a l'initiation du traitement de suppléance, plus d’'un malade
sur deux avait au moins une comorbidité cardio-vasculaire et 42 % avaient un diabéte (diabéte de
type 2 dans 94 % des cas). L'augmentation du nombre de patients relevant d’'un traitement de
suppléance, qu’il s’agisse de dialyse ou de transplantation rénale, entraine avec elle
l'augmentation des dépenses annuelles de santé. Selon I'évaluation médico-économique de la
Haute Autorité de Santé (HAS) sur les stratégies de prise en charge de la MRC parue en 2010 (2),
le colt global de la prise en charge de la MRC était de plus de 4 milliards d’euros dont plus des

trois quarts concernaient la seule prise en charge en hémodialyse.

L’évaluation de la fonction rénale est un paramétre primordial de la prise en charge du
patient insuffisant rénal chronique. Ainsi, en France, les recommandations de ’Agence Nationale
d’Accréditation et d’Evaluation en Santé (ANAES) de 2002 sur la prise en charge de I'IRC (3),
complétées par le guide ALD (Affection de Longue Durée) de la HAS de 2007 pour la prise en
charge des insuffisants rénaux chroniques (4) sont basées sur les stades d'IRC. Les
recommandations internationales (Kidney Disease Improving Global Outcomes; KDIGO) et
ameéricaines (Kidney Disease Outcomes Quality Initiative ; KDOQI) (5) reposent également sur ces
stades. En pratique clinique quotidienne, les suivis de 'anémie (6), de 'HTA (7), du diabéte (8),

des dyslipidémies (9) ou du bilan phospho-calcique (10) dépendent de ces recommandations.

La classification de la MRC en stades a d’autres implications cliniques telles que la

préparation du traitement de suppléance, l'adaptation posologique des médicaments afin d’éviter
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des effets indésirables ou encore I'évaluation du risque de certains examens complémentaires

néphrotoxiques notamment ceux nécessitant I'injection de produits de contraste iodés.

Enfin, diagnostiquer précocement la maladie rénale chronique est capital afin de mettre en

place des stratégies de néphroprotection pour retarder ou éviter le stade terminal.
Différentes classifications se sont succédé afin de préciser le stade de la MRC (11).

Ce sont les classifications de 'ANAES en 2002, des KDOQI en 2002, des KDIGO en 2005
améliorées par la suite par la classification KDIGO en 2010 et en 2012 (qui intégre aussi le Ratio
Albuminurie / Créatininurie). Toutes ces classifications reposent sur le Débit de Filtration

Glomérulaire (DFG). La MRC comprend 5 stades selon le degré de réduction du DFG.

En pratique clinique quotidienne, le DFG est évalué grace a des formules d’estimation a
partir du dosage de la créatinine plasmatique. Cependant, ces formules sont imprécises. La
formule du MDRD, qui est la plus utilisée a I'heure actuelle, aboutit a une classification du stade

de MRC erronée dans environ 30 % des cas (12).

Lorsque la connaissance du DFG exact est nécessaire a la prise en charge médicale du
patient, il existe des méthodes, non plus d’évaluation, mais de mesure du DFG. La clairance
rénale a I'équilibre de linuline est considérée comme le Gold Standard. D’autres traceurs sont
utilisés : des radiopharmaceutiques (tels que le 5'Cr-EDTA, le ®*"Tc-DTPA, le '®l-iothalamate) ou
encore des produits de contraste iodés tels que l'iohexol. Cependant, toutes ces méthodes sont
réservées a des services d’explorations spécialisés. Elles sont contraignantes, colteuses et

difficilement accessibles.

Ce travail est justifié par le besoin de développer des techniques fiables, simples, moins

colteuses et donc plus accessibles de I'évaluation du Débit de Filtration Glomérulaire.
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1. Généralités
1.1. Fonctions rénales
1.1.1. Fonction excrétrice
1.1.1.1. Rappels anatomiques

Les reins sont deux organes en forme de haricots aplatis (face interne concave, face externe
convexe) lisses, de couleur rouge-brun. Leurs poids varient en fonction de la surface corporelle de
lindividu (100-150 grammes) et ils mesurent environ 12 cm de grand axe. lls sont situés dans une
loge cellulo-adipeuse de part et d’autre de la colonne vertébrale, sous les derniéres cbétes, dans le
rétro-péritoine. Le rein droit est situé plus bas que le rein gauche du fait du volume sus-jacent
occupé par le foie. lls sont coiffés par les surrénales. Le hile est une structure localisée au niveau
du bord médial de chaque rein, correspondant a I'entrée de l'artére rénale et a la sortie de la veine

rénale, des lymphatiques et de l'uretére.

Le tissu interstitiel rénal est composé de deux parties distinctes: la corticale qui est
périphérique et la médullaire qui est la zone centrale (figure 1). Le cortex rénal est la zone de
filtration glomérulaire. Elle comporte deux parties : la portion contournée du cortex qui correspond
au cortex superficiel, au contact de la capsule rénale et la portion radiée du cortex qui s’'insinue en
profondeur entre les pyramides de Malpighi ou elle prend le nom de colonne de Bertin (ou colonne
rénale). La médullaire est composée d'une série de structures coniques : les pyramides de
Malpighi (ou pyramides médullaires). La base des pyramides est en contact avec la partie interne
de la portion contournée du cortex tandis que leurs sommets (appelés papilles) sont dirigés vers
les calices. Les rayons médullaires, aussi appelés pyramides de Ferrein, sont des irradiations de la
meédullaire dans la portion radiée du cortex. Les zones de cortex entre les rayons médullaires

forment le labyrinthe.

Capsule fibreuse

Calices rénaux mineurs
Cortex

Vaisseaux sanguins
pénétrant dans le
parenchyme rénal

Médullaire rénale
(pyramides rénales)

Papille rénale Sinus rénal

Calices rénaux majeurs

Colonne rénale
(de Bertin)

N ——————Tissu graisseux du
.

Partie contournée du cortex !
sinus rénal

Calices rénaux mineurs

/Urelér(*

Base de la pyramide

Rein droit coupé sur plusieurs
plans, montrant le parenchyme
et le pelvis rénal

Figure 1 : Structure anatomique du rein droit (Atlas d’anatomie humaine, 3™ édition-
planche 321- Frank H. Netter, MD)
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1.1.1.2. Rappels d’histologie rénale
1.1.1.2.1. Néphron
Le néphron est l'unité structurelle et fonctionnelle du rein. Le capital néphronique est variable
entre les individus, estimé a environ un million de néphrons par rein pour un individu sain. Un

néphron est constitué de deux parties : un corpuscule rénal et un tube rénal.

Corpuscule rénal
Le corpuscule rénal (figure 2) comprend lui-méme deux parties : le glomérule et la capsule

de Bowman.

Glomérule
Le glomérule est une sphére mesurant 150 a 250 um de diamétre, située dans le cortex et
pourvue de deux pdles: un pdle urinaire et un pdle vasculaire. Au pdle vasculaire, pénétre
l'artériole afférente qui se divise en quatre a huit artérioles qui donnent naissance a une vingtaine
d’anses capillaires. Les capillaires sont anastomosés, fenétrés et disposés autour d’'un axe appelé
tige mésangiale. lls forment le flocculus puis se rejoignent pour former l'artériole efférente. Au

niveau du péle urinaire s’insére également le tube contourné proximal.

Tube contourné
distal

Maocula
‘;e.”ulle.s densa
myoépithélicides .
o
Artériole ———— TR, AR Artériole
offérente i ! . elférente

Péle vosculoire -

du glomérule
—Feuillet

pariétal

‘ de la copsule de
~Fevillet | BOWMAN

Anses copillgires — TNEC T
[{U giUf“!;fU‘E

( peloton copillaire ) viscéral

{podocytes )

Figure 2 : Représentation schématique d’un corpuscule rénal sectionné en deux

(d’aprés Bloom et Fawcett en 1968)
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Un lobule glomérulaire (figure 3) comprend quatre éléments: le mésangium intra-
glomérulaire, les cellules endothéliales, les podocytes et la Membrane Basale Glomérulaire
(MBG).

Le mésangium intra-glomérulaire est constitué de cellules mésangiales et de matrice
mésangiale. Les cellules mésangiales intra-glomérulaires sont au nombre d’'une a trois par axe
mésangial. Elles possédent des propriétés contractiles (cellules musculaires lisses, péricytes)
permettant de moduler la surface d’échange du glomérule et donc la filtration glomérulaire. Elles
ont également des capacités d’endocytose (nombreux lysosomes). La matrice mésangiale
constitue I'axe du lobule autour duquel s’enroulent les capillaires (tige mésangiale). Elle est formée

majoritairement de fibrilles et constitue le tissu de soutien du glomérule.

Les noyaux des cellules endothéliales des capillaires glomérulaires sont au contact direct du
mésangium. Le reste de la cellule a un cytoplasme fin, fenétré et perméable aux macromolécules

plasmatiques.

Les podocytes sont des cellules épithéliales volumineuses en forme de pieuvre. Leur corps
est globuleux et ils présentent des prolongements cellulaires qui donnent naissance aux

pédicelles. Ces derniers sont interdigités, reposent sur la MBG et forment les fentes de filtration.

cellule mésangiale

pédicelle I . ]
matrice mésangiale

cellule endothéliale

membrane
basale

corps cellulaire
du podocyte

processus du
podocyte

Figure 3 : Coupe schématique d’'un lobule glomérulaire

(Physiologie rénale et désordres hydro-électrolytiques. Paris, Hermann, 1992 : 7)

La MBG sépare les capillaires et les cellules mésangiales des podocytes. Elle a une
structure trés complexe, constituée principalement de collagéne IV, de glycoprotéines non-

collagéniques (notamment la laminine) et de protéoglycanes. Elle est en continuité avec la basale
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des cellules endothéliales artériolaires au pble vasculaire et avec la basale du tube proximal au

pdle urinaire.

Capsule de Bowman
La capsule de Bowman constitue I'enveloppe du glomérule. Elle comprend un feuillet pariétal
et un feuillet viscéral qui se réfléchissent 'un dans lautre au niveau du péle vasculaire du
glomérule. Le feuillet pariétal est constitué d'un épithélium pavimenteux simple continu avec
I'épithélium du début du tube contourné proximal. Le feuillet viscéral est constitué de podocytes.
L’espace entre les deux feuillets forme la chambre urinaire, aussi appelée chambre glomérulaire,

ou l'urine primitive est recueillie.

Le glomérule constitue le filtre rénal avec trois filtres différents montés en série qui forment
la barriere de filtration glomérulaire. Les capillaires fenétrés retiennent les éléments figurés du
sang, la membrane basale glomérulaire s’oppose au passage des trés grosses molécules et enfin
les diaphragmes des fentes de filtration, entre les pédicelles, s’opposent au passage des petites

molécules.

La quasi-totalité du débit sanguin rénal (qui correspond a 20 % du débit cardiaque) passe
dans les capillaires glomérulaires puis a travers la barriére de filtration glomérulaire. L’urine
primitive est obtenue par ultrafiltration passive du plasma a travers la barriere de filtration
glomérulaire. Le filtre glomérulaire est sélectif selon la taille, la charge et la conformation de la
substance. La perméabilité est nulle pour les molécules de plus de 60 kDa (comme albumine) et
maximale pour les petites molécules de moins de 10 kDa (inuline, créatinine, urée). La
perméabilité est par ailleurs meilleure pour les protéines cationiques que pour les protéines

anioniques.

L’ultrafiltrat, c'est-a-dire I'urine primitive, a une composition trés proche de celle du plasma a
I'exception des éléments figurés du sang, des protéines (sauf pour les plus petites) et des
substances liées aux protéines (calcium, acides gras, certains médicaments...). La filtration
glomérulaire est de l'ordre de 120 ml/min, ce qui signifie que chaque jour, environ 180 litres

d'ultrafiltrat plasmatique sont produits.

Tout le long du tube rénal, 'urine primitive subit des ajustements dans sa composition qui
déterminent la composition de I'urine finalement excrétée. En effet, I'urine primitive est réabsorbée
a 99 % lors de son passage dans les segments tubulaires successifs grace aux mécanismes de
sécrétion et de réabsorption tubulaires qui aboutissent a I'élaboration d'environ 1,5 litre d'urine par

jour.

1.1.1.2.2. Tube rénal
Le tube rénal comprend quatre segments : le tube rénal proximal, 'anse de Henlé, le tube

rénal distal et le tube collecteur.
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Le tube rénal proximal est la portion tubulaire la plus longue du néphron. Sa portion initiale,
nommee tube contourné proximal, est pelotonnée au contact du glomérule dans le labyrinthe.
Dans le rayon médullaire chemine la portion droite du tube proximal, aussi appelée branche
descendante large de I'anse de Henlé. Les cellules du tube contourné proximal sont cubiques,
hautes, avec un noyau ovalaire en position basale et riches en mitochondries et en organites. Elles
sont caractérisées par une bordure en brosse au niveau de leur versant luminal. Le réle principal
des cellules du tube contourné proximal est la réabsorption de l'eau et de la majorité des
substances dissoutes ultrafiltrées par le glomérule : des électrolytes (Na*, K*, CI), du bicarbonate
de sodium ou encore des substances organiques (glucose, acides aminés, lactates et vitamines).
Ces cellules ont également des capacités d’endocytose de la majorité de la faible quantité de
protéines filtrée. La réabsorption du sodium y est massive et iso-osmotique (65 % du sodium filtré).

Ainsi, 75 % du volume d’urine primitive est réabsorbé a la fin du tube contourné proximal.

L’anse de Henlé est constituée d’une branche large descendante (tube droit proximal), d’'une
branche descendante, d’'une branche ascendante et d’'une branche large ascendante (tube droit
distal). Les deux branches ont une perméabilité différente a 'eau. La branche descendante est
perméable a I'eau selon un gradient osmotique mais imperméable au NaCl. Quant a la branche
ascendante, elle est imperméable a 'eau mais perméable au CI par un transport actif (NaK2Cl)
qui entraine avec lui le sodium. Ces mouvements d’eau et de NaCl aboutissent a la création d’'un
gradient osmotique cortico-papillaire. Plus 'anse de Henlé est longue, plus le gradient cortico-

papillaire est important et plus le pouvoir de concentration des urines est élevé.

Le tube contourné distal comporte des cellules plus cubiques que celles du tube contourné
proximal. Leur noyau est rond et en position apicale. Le tube contourné proximal se jette dans un
tube collecteur (commun a plusieurs néphrons). Le tube collecteur comprend deux types de
cellules : les cellules principales et les cellules intercalaires. Le tube distal et le tube collecteur
participent a une régulation fine de la composition électrolytique grace a la réabsorption du sodium
et la sécrétion du potassium et des ions H* dans les cellules principales, sous le contrdle de
I'aldostérone. Le tube contourné distal participe également a I'équilibre acido-basique (sécrétion de
NH; et d’H*) a partir du métabolisme de la glutamine des cellules tubulaires intercalaires. Le tube
distal est quasiment imperméable a I'eau. Quant a la perméabilité du tube collecteur, elle varie

selon son imprégnation en ADH (il devient perméable en présence d’ADH).

1.1.2. Fonctions endocrines du rein
1.1.2.1. Erythropoiétine (EPO)
L’EPO est une hormone circulante qui est un facteur de croissance des précurseurs des
globules rouges dans la moelle. Le rein est le principal lieu de production de 'EPO chez I'adulte

par des fibroblastes du cortex et de la médullaire externe.
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1.1.2.2. 1-25 dihydroxycholécalciférol
Le rein intervient dans [I'hydroxylation de la forme inactive de la vitamine D (25-
hydroxycholécalciférol) par la 1a-hydroxylase (enzyme exprimée par les cellules tubulaires
proximales). La vitamine D active (ou 1-25 dihydroxycholécalciferol) entraine une augmentation de
I'absorption intestinale et de la réabsorption tubulaire rénale de calcium ainsi que de la résorption

osseuse mais elle inhibe la sécrétion d’hormone parathyroidienne (PTH).

1.1.2.3. Substances vasoactives

1.1.2.3.1. Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone

La rénine est synthétisée par les cellules granulaires de l'artériole afférente et est libérée
dans linterstitium en cas de diminution de la pression de perfusion artérielle rénale, de stimulation
B-adrénergique ou encore de diminution du débit de NaCl dans le tube contourné distal. La rénine
permet la formation d’angiotensine | a partir de [I'angiotensinogéne produit par le foie.
L’angiotensine | est ensuite convertie en angiotensine Il par I'enzyme de conversion.
L’angiotensine |l entraine la vasoconstriction de I'artériole efférente et augmente également la

production d’aldostérone afin de permettre une réaugmentation de la pression artérielle.

1.1.2.3.2. Systéme des Prostaglandines

Les prostaglandines sont synthétisées dans le cortex et la médullaire a partir de l'acide
arachidonique par la voie de la cyclo-oxygénase. Certaines sont vasodilatatrices (E2, D2, 12)
entrainant une baisse des résistances des artérioles afférentes et efférentes, responsables d’une
augmentation du débit sanguin glomérulaire et du débit de filtration glomérulaire. Au contraire, le

thromboxane A2 est vasoconstricteur.

1.1.2.3.3. Systéme Kinine-Kallicréine
La Kallicréine rénale est synthétisée par les cellules tubulaires distales. Elle agit sur le
kininogene pour aboutir a la formation de la bradykinine qui est vasodilatatrice (famille des

kinines).

Le rein est un organe complexe. En résumé, il permet I'excrétion des déchets azotés ainsi
que de substances exogénes (toxiques, médicaments). Il assure également I'équilibre hydro-
électrolytique et acido-basique de l'organisme. Il a par ailleurs des fonctions endocrines qui
participent au contrble de la pression artérielle, a I'érythropoiése ainsi qu’au métabolisme
phospho-calcique. Les fonctions rénales sont multiples. Cependant, lorsque I'on parle de la
fonction rénale, on fait référence au DFG que l'on considére comme le meilleur témoin de

’ensemble des fonctions rénales.
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1.2. Débit de Filtration Glomérulaire
Le DFG correspond au volume de plasma filtré a travers la barriére de filtration glomérulaire
par unité de temps. Il dépend du nombre de néphrons fonctionnels et de la valeur du DFG par

néphron.

La Maladie Rénale Chronique comprend 5 stades, définis selon le degré de réduction du
DFG et le ratio protéinurie sur créatininurie (Figure 4) (13). Rapportée a la surface corporelle, la
valeur de DFG maximale au cours de la vie est en moyenne, en présence de 2 reins, de 120
ml/min/1.73m?2. Le vieillissement est associé a une perte fonctionnelle rénale. Il n’existe pas a ce
jour de valeur de référence du DFG chez le sujet agé. On estime la perte fonctionnelle rénale a

1ml/min/1.73m?/an aprés 40 ans.

Stade de protéinurie, description et valeurs
(mg/mg)
Evaluation du risque Al A2 A3
par DFGe et protéinurie
(KDIGO 2009) Optimal et normal- - Trés haut et
haut néphrotique
<0.01 0.01-0.020 0.03-0.29 0.3-1.80 =22
> 105

Haut et

Gl | optimal | 90-10

75-89
G2 Muyen
DFGe, 60-74
. Moyen &
description oyen .
et valeurs Gaa modérée 60
G3b M:f\gfea 30-44

G4 Sévére 15-29

G5 IRT <15

Figure 4 : Stades de la MRC (KDIGO 2009)

1.2.1. Déterminants physiques du DFG
La filtration glomérulaire est un processus unidirectionnel et passif sous l'effet de la pression

nette de filtration.

La pression nette de filtration dépend de plusieurs facteurs dont les trois plus importants sont
la pression hydrostatique, la pression oncotique et la nature méme du filtre déterminée par le
coefficient de filtration capillaire glomérulaire (Kf). La pression hydrostatique est mécanique : elle
entraine un mouvement d’eau du secteur a haute pression vers le secteur a basse pression. La
pression oncotique est la force osmotique induite par les protéines qui ne passent pas la barriére
de filtration et qui générent de ce fait un mouvement d’eau du secteur le moins osmotique vers le

secteur le plus osmotique.
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Ces deux forces sont opposées et définissent la Pression Nette d’Ultrafiltration selon la

relation suivante :
PUF = Kf . (AP-AI)
Avec :
PUF : Pression nette d’UltraFiltration
Kf : Coefficient de filtration (constante de perméabilité de la paroi)

AP : Différence entre la pression hydrostatique dans le capillaire glomérulaire (PCG) et celle
dans la chambre urinaire (PU)

Al : Différence entre la pression oncotique dans le capillaire glomérulaire (NCG) et celle qui

siége dans la chambre urinaire (MU)

Le coefficient de filtration (Kf), qui détermine la perméabilité de la paroi, dépend de deux
facteurs : la surface (S) (qui peut étre modifiée par la contraction des cellules mésangiales en

réponse notamment a I'angiotensine Il et a 'ADH) et la constante de perméabilité hydraulique (K) :

Kf=K.S

Ainsi, PUF = K.S. [[PCG-PU)- (NCG-MU)]

En I'absence de protéines dans la chambre urinaire, la pression oncotique dans la chambre
urinaire est nulle ce qui revient a PUF = K.S.AP-T1CG.

Or, a I'entrée du capillaire glomérulaire, la différence de pression hydrostatique est de
35mmHg (PCG = 45mmHg et PU = 10mmHg) et la pression oncotique dans le capillaire
glomérulaire est de 25mmHg. La pression nette d’ultrafiltration est donc positive et est égale a

10mmHg, constituant la force motrice de la filtration.

DFG = Kf x Pression nette d’ultrafiltration

A noter que le long du capillaire glomérulaire, la différence de pression hydrostatique reste
constante du fait de la résistance artériolaire efférente. En revanche, la pression oncotique
augmente progressivement du pdle afférent au péle efférent par concentration des protéines.
Lorsque la pression oncotique dans le capillaire glomérulaire devient égale a la variation de

pression hydrostatique, la filtration s’arréte.
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1.2.2. Régulation du DFG

Chez un sujet normal, le débit cardiaque est d’environ 5 l.min"". Le débit sanguin rénal
correspond a 20 % du débit cardiaque soit environ 1 I.min™', d’otl un Débit Plasmatique Rénal
(DPR) d’environ 600 ml.min"'. Le rein est donc I'organe le plus vascularisé, ramené a son poids.
Ce débit est fondamental pour maintenir le Débit de Filtration Glomérulaire. Chez un sujet normal,
20 % du plasma qui parvient au glomérule est filtré. Cette part du débit plasmatique rénal est
appelée Fraction de Filtration (FF). Ainsi, chez un sujet sain, le DFG = DPR x FF = 600 ml.min"! x
0,2 =120 ml.min™".

Rappelons que le systéme vasculaire rénal provient de l'aorte abdominale. Celle-ci donne
naissance aux artéres rénales qui se divisent en arteres pré et rétro-pyéliques, elles-mémes
chacune a [lorigine d’environ 5 artéres segmentaires, qui donnent naissance aux artéres
interlobaires. Ces rameaux se divisent ensuite en artéres arquées puis en artéres interlobulaires et
enfin en artérioles glomérulaires afférentes. De Iartériole afférente nait le réseau capillaire
glomérulaire ou le plasma est filtré a travers la barriere de fltration glomérulaire. Ce réseau
capillaire se poursuit par une artériole, dite artériole efférente. Elle-méme donne naissance a un
deuxiéme réseau capillaire, de disposition péri-tubulaire qui se poursuit par une veinule. Le réseau
veineux est ensuite paralléle au réseau artériel puis la veine rénale s’abouche dans la veine cave

caudale.

Les pressions observées le long de 'arbre vasculaire rénal sont particuliéres (figure 5). En
amont de l'artériole afférente, la pression moyenne est de I'ordre de celle qui régne dans l'aorte
(100 mmHg). L’artériole afférente est responsable des résistances artérielles pré-glomérulaires. En
aval, la pression diminue a 55 mmHg. Les capillaires glomérulaires sont donc soumis a une
pression importante, qui reste stable tout le long des capillaires. Il existe une deuxiéme zone de
résistance au niveau de l'artériole efférente. Dans les capillaires péri-tubulaires la pression est
diminuée, proche de la pression veineuse. Ainsi, il régne une pression hydrostatique importante
dans les capillaires glomérulaires, qui contribue a la Pression de Filtration Glomérulaire et donc a

l'ultrafiltration. A I'opposé, les capillaires péritubulaires contribuent a la réabsorption.

La vasoconstriction de l'artériole afférente diminue le débit sanguin rénal et diminue la
pression hydrostatique glomérulaire, ce qui entraine une diminution du débit de filtration
glomérulaire. A contrario, la vasoconstriction de I'artériole efférente diminue le débit sanguin rénal
mais augmente la pression en amont et augmente donc la pression hydrostatique glomérulaire ce

qui a pour conséquence une augmentation du débit de filtration glomérulaire.

27



100 1
;n 80
£
E Capillaires « artérialisés »
o . .
2 60 | 55 mmHg : filtration
= "
8
o
£ 40
>
=
&
w20 1 : :
9 10 mmHg : réabsorption
o
0 + r T ; '
Artére Artériole Capillaires Artériole  Capillaires
rénale afférente glomérulaires efférente péritubulaires

Figure 5 : Pressions régnant dans I'arbre vasculaire rénal

La régulation du débit sanguin rénal comporte deux niveaux : un niveau intrinséque appelé

autorégulation rénale et un niveau extrinséque avec des régulations nerveuse et hormonale.

1.2.2.1. Régulation intrinséque : autorégulation rénale

Le Débit Sanguin Rénal (DSR) et par conséquent, le DFG sont maintenus constants pour

des variations importantes de Pression Artérielle Moyenne (PAM) : entre 80 et 160 mmHg (figure

6). Pour des valeurs de PAM inférieures, le DFG et le DSR baissent parallelement a la pression

moyenne. A l'inverse, 'augmentation de la PAM au-dela de 160 mmHg entraine une augmentation

du DSR, une légére augmentation du DFG mais expose le glomérule a de fortes pressions qui

sont délétéres au long cours.

DSR
ml/min

1200

DFG ml/min

DSR

1
1
1
1
1
1
DFG_ -~ 4120 ml/min
1
1
1
1

Régulation 80 Autorégulation 160

Extrinséque

PA moyenne
mmHg

Figure 6 : Autorégulation rénale
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Deux mécanismes sont impliqués dans l'autorégulation du débit sanguin rénal : le tonus

myogénique et le rétrocontréle tubulo-glomérulaire.

1.2.2.1.1. Tonus myogénique (phénomeéne de Baylis)

Les cellules musculaires lisses des artérioles afférentes sont sensibles a [I'étirement
provoqué par une augmentation de la pression artérielle. Elles répondent par une vasoconstriction
active liée a 'ouverture de canaux calciques et a I'entrée de calcium dans la cellule musculaire. A
linverse, la diminution de la pression artérielle entraine le relachement de la paroi, une relaxation

musculaire lisse et donc une vasodilatation.

1.2.2.1.2. Rétrocontréle négatif tubulo-glomérulaire

Le rétrocontrOle négatif tubulo-glomérulaire est assuré par la macula densa (appareil juxta
glomérulaire). Rappelons que l'appareil juxta glomérulaire comprend la terminaison de l'artériole
afférente, la partie initiale de l'artériole efférente, le mésangium extra-glomérulaire, les cellules du
lacis, la macula densa ainsi que de nombreuses terminaisons nerveuses orthosympathiques. La
macula densa correspond a la portion du tube distal qui est en contact avec le péle vasculaire. La
macula densa présente des osmorécepteurs sensibles au débit de NaCl dans le tube contourné
distal. En cas d’augmentation du DSR (qui entraine une augmentation de la filtration du NaCl), la
macula densa sécréte de la rénine, responsable d’une vasoconstriction de I'artériole afférente
permettant la diminution du DSR. Le médiateur entre la macula densa et la structure vasculaire

n’est pas identifié.

1.2.2.2. Régulation extrinséque
1.2.2.2.1. Régulation nerveuse
En cas d’état de choc ou d’hypotension artérielle sévére, I'activation du systéme nerveux
sympathique et la libération des catécholamines (notamment de la noradrénaline) entraine la

vasoconstriction de l'artériole afférente.

1.2.2.2.2. Régulation hormonale

Il existe de nombreuses substances vasoactives : les prostaglandines, 'ADH et le Monoxyde
d’Azote (NO) exercent un effet vasodilatateur tandis que l'angiotensine Il et I'endothéline sont
vasoconstrictrices. Le Systéme Rénine-Angiotensine-Aldostérone joue un réle majeur dans le
tonus vasculaire grace a la libération de I'angiotensine Il qui exerce des effets vasoconstricteurs
puissants (via son récepteur AT1) et stimule la sécrétion surrénalienne d’aldostérone favorisant la

rétention de sodium.

1.2.3. Variations du débit sanguin rénal
Des facteurs extra-rénaux peuvent étre responsables d’une diminution du DSR tels que
linsuffisance cardiaque ou une hypovolémie franche par exemple. Les obstacles sur les voies

urinaires augmentent la pression hydrostatique capsulaire. Par conséquent, ils diminuent la
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Pression Nette de Filtration et donc le DFG. A I'opposé, en cas d’hypoprotidémie, la pression

oncotique capillaire diminue ce qui entraine une augmentation de la Pression Nette de Filtration.

Des facteurs rénaux peuvent également intervenir telles les dysfonctions de I'autorégulation,

les dysfonctions hormonales (ADH, angiotensine Il...) ou encore lors des glomérulopathies.
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1.3. Méthodes d’estimation du DFG

1.3.1. Créatinine
La créatine est essentiellement produite par le foie puis elle est majoritairement destinée au
muscle. La créatinine est un produit du métabolisme musculaire, a partir de la créatine (figure 7).
Elle est produite par 'organisme a une concentration relativement constante en situation stable.
Son poids moléculaire est faible (113 Da) et elle est excrétée dans les urines sous forme non
modifiée aprés filtration glomérulaire libre. La principale limitation de l'utilisation de la créatinine

comme traceur du DFG vient de sa sécrétion tubulaire.

La créatinine constitue le biomarqueur le plus utilisé pour I'évaluation du DFG en pratique

quotidienne grace a l'utilisation de formules d’estimation.
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Figure 7 : Métabolisme de la créatine

1.3.2. Dosage de la créatinine
Le dosage de la créatinine est un des examens de biologie les plus fréquents. Pourtant, ce
dosage est complexe et il existe des variations considérables d’un laboratoire a I'autre, notamment
du fait de plusieurs méthodes de mesure. Une étude effectuée sur des données de population

générale nord-américaine a montré qu’une surestimation de 20 pmol.I'" de la créatinine
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plasmatique dans une population de 1 670 individus de la tranche d’age 60-69 ans augmentait la
prévalence de la MRC stade 3 de 7,6 a 32,7 % (formule du MDRD) (14).

La relation DFG-créatinine n’étant pas linéaire (elle est exponentielle), des variations
minimes de créatinine plasmatique dans les faibles concentrations ont une signification importante
en termes de DFG. La méme variation serait anodine pour un DFG trés altéré. La précision des
formules basées sur la créatinine plasmatique reste donc trés dépendante de la précision de la

mesure de la créatinine elle-méme.

Les méthodes de dosage peuvent étre classées en trois groupes: les méthodes
colorimétriques basées sur la réaction de Jaffé, les méthodes enzymatiques et les méthodes

chromatographiques couplées a la spectrométrie de masse.

1.3.2.1. Méthodes colorimétriques basées sur la réaction de Jaffé
En 1886, Jaffé a décrit la réaction qui portera son nom entre le picrate et la créatinine. La
méthode colorimétrique de Jaffé est la méthode qui est, aujourd’hui encore, la plus utilisée en
routine dans les laboratoires d’analyses médicales. Elle consiste a mesurer l'intensité de la
coloration rouge-orangée formée par la réaction entre la créatinine et le picrate en milieu alcalin. Il
s’agit d’'une méthode facile a mettre en ceuvre et peu colteuse. Cependant, elle manque de

spécificité car elle peut étre perturbée par des substances dites « pseudo-chromogénes ».

Les difficultés du dosage liées aux substances pseudo-chromogénes sont connues depuis
longtemps. En effet, en 1924, Abderhalden a démontré que les protéines peuvent intervenir dans
la réaction de Jaffé et donc élever artificiellement la concentration en créatinine (15). En 1928,
Hunter donnait une liste de 38 composés théoriquement susceptibles d’interférer avec la réaction
de Jaffé(16). Ainsi, jusqu’a 20 % de lintensité colorimétrique générée peut provenir d’autres
substances endogénes que la créatinine : le glucose, les protéines, l'acide ascorbique, les

céphalosporines, I'acétone, I'acide urique ou encore les pyruvates (17).

Pour contourner l'effet des pseudochromogénes, certains auteurs proposent d’utiliser des

chélateurs mais ces méthodes manuelles sont difficiles a mettre en ceuvre.

Au début des années 70, l'arrivée des premiers automates de biologie permet de mesurer le
produit de la réaction non pas a I'équilibre, mais lors de sa formation. Ces méthodes sont

regroupées sous le terme de méthodes « cinétiques » (18).

La lecture de la coloration se fait donc entre 20 et 120 secondes, ce qui permet de diminuer
deux des interférences les plus importantes : 'acétoacétate et la bilirubine. En effet, 'acétoacétate
qui peut se retrouver en quantité élevée dans le plasma en cas d’acidocétose réagit fortement et
trés rapidement avec le picrate en milieu alcalin. En effectuant la lecture de densité optique aprés

20 secondes, on néglige cette interaction en I'utilisant comme blanc. Inversement, les protéines et
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le glucose interagissent trés lentement avec le picrate et une lecture relativement précoce élimine

en partie cette interférence (19).

Plus récemment, les méthodes de Jaffé dites corrigées ou compensées ont été mises au
point. Elles tiennent compte de I'impact de ces substances pseudo-chromogénes sur le dosage de
la créatinine. Ces méthodes ont été développées a partir de mesures comparatives avec la
méthode de référence qui repose sur la dilution isotopique associée a la spectrométrie de masse.
Une correction arbitraire est automatiquement appliquée selon le réactif et 'automate utilisés.

Dans la plupart des cas, la correction permet d’améliorer la précision du dosage (20).

Cependant, les substances pseudo-chromogénes sont trés variables d’un individu a l'autre.
Leur taux est imprévisible et leur correction, purement mathématique, peut étre responsable de
biais. Chez les patients qui présentent des concentrations faibles de protéines et de créatinine
(enfants, patients a faible masse musculaire), des résultats aberrants peuvent étre rendus et il est
méme possible d’'observer des concentrations de créatinine négatives avec les méthodes de Jaffé
corrigées/compensées. En effet, dans ces populations, les concentrations des substances pseudo-
chromogénes sont plus basses que dans la population ayant servi de base pour la détermination

des facteurs correctifs.

1.3.2.2. Méthodes enzymatiques

Pour compenser le manque de spécificité des méthodes colorimétriques, les méthodes
enzymatiques ont été développées. En 1937, Miller et Dubos ont décrit plusieurs souches de
bactéries capables de produire des enzymes dégradant la créatinine. lls mettaient en contact ces
bactéries avec le sang ou les urines et la créatinine était mesurée par la méthode de Jaffé avant et
aprés contact avec ces bactéries. La différence entre les deux concentrations correspondait aux
pseudo-chromogénes (21). Actuellement, il existe deux grands types de dosages enzymatiques
qui consistent en des cascades de réactions enzymatiques aboutissant a la formation d’un
chromogeéne qui est ensuite quantifié. Les méthodes enzymatiques sont moins sensibles aux
interférences que celles qui reposent sur la réaction de Jaffé et présentent d’excellentes
performances en terme d’exactitude et de reproductibilité. Cependant, les méthodes enzymatiques

demeurent plus colteuses que les méthodes de Jaffé.

De plus, il existe une grande hétérogénéité de résultats a lintérieur de chaque groupe de
techniques du fait de la multiplication des automates et des réactifs. La calibration par rapport a
des étalons de référence quantifiés par IDMS (Spectrométrie de Masse avec Dilution Isotopique)
permet une fiabilité accrue.

1.3.2.3. Méthodes chromatographiques couplées a la spectrométrie de
masse

Les méthodes de référence validées pour le dosage de la créatinine reposent exclusivement

sur la Dilution Isotopique associée a des meéthodes chromatographiques couplées a la
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Spectrométrie de Masse (IDMS). Ces méthodes de référence sont beaucoup plus sensibles et
spécifiques mais beaucoup plus colteuses et plus lourdes a mettre en ceuvre. De fait, elles sont
utilisées quasi-exclusivement au sein des laboratoires de référence et des laboratoires nationaux
de métrologie.
1.3.2.4. Comparaison des différentes méthodes de dosage de la
créatinine et recommandations
De nombreuses études analytiques ainsi que les résultats des contréles de qualité ont mis
en lumiére des biais non négligeables entre les différentes méthodes de dosage de la créatinine.
Conscientes de l'impact clinique de cette variabilité, les sociétés savantes de Biologie et de
Néphrologie, associées a 'HAS et aux industriels participent depuis plusieurs années a une

réflexion sur la standardisation du dosage de la créatinine (22).

Les recommandations HAS de 2011 pour le dosage de la créatinine se fondent sur les
résultats de I'étude de Delanghe et al. (23) et de celle de Miller et al. (24) complétée par
I'exploitation des résultats des évaluations externes de qualité réalisées par I'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) devenue depuis I'’Agence Nationale de
Sécurité du Médicament et des produits de santé (ANSM) et par ProBioQual (une association

organisant des contrdles de qualité des analyses de biologie médicale).

Le dosage de la créatinine plasmatique par la méthode enzymatique calibrée IDMS est
actuellement la méthode recommandée par 'HAS afin de pouvoir utiliser les formules du MDRD ou
CKD-EPI. Dans tous les cas, seules les techniques de dosage de créatinine tracable a I'IDMS
doivent étre utilisées. Selon ProBioQual, en 2011, la technique de Jaffé non standardisée, non
corrigée représentait encore 18,9 % des techniques utilisées dans les laboratoires, la technique de

Jaffé standardisée non corrigée 21,5 % et la technique de Jaffé standardisée et corrigée 40,9 %.

1.3.3. Variabilité interindividuelle de la créatinine
1.3.3.1. Facteurs anthropométriques
Il existe une variabilité interindividuelle de la créatinine plasmatique. En effet, la créatinine
est un produit de dégradation du muscle squelettique qui dépend donc trés fortement de la masse
musculaire. Par conséquent, la créatinine plasmatique est variable, méme en l'absence de
pathologie rénale, en fonction du sexe, de I'adge, de I'ethnie, du poids et de la masse musculaire.
La créatinine plasmatique peut également varier en cas d’exercice musculaire intense précédent le

dosage ou encore en fonction du régime alimentaire.

1.3.3.2. Sécrétion tubulaire de créatinine
Les traceurs utilisés pour la mesure du DFG doivent idéalement filtrer librement a travers les
glomérules et ne doivent subir aucun transfert tubulaire (ni sécrétion, ni réabsorption). Leur
excrétion rénale ne dépend donc que du DFG et de leur concentration plasmatique.

Malheureusement, et c’est une des limites de son utilisation, la créatinine est secrétée au niveau
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tubulaire. Cette sécrétion tubulaire est trés variable d’un individu a l'autre (entre 10 et 40 %) et
surestime donc le DFG de fagon plus ou moins importante selon les individus. En cas
d’insuffisance rénale chronique terminale, la sécrétion tubulaire peut étre de I'ordre de 50 % (25).
Ainsi, la clairance de la créatinine peut étre le double du DFG réel. Elle est moins importante chez
le sujet noir par rapport au caucasien (26). Par ailleurs, selon certains auteurs, une protéinurie
néphrotique pourrait majorer la sécrétion de créatinine, indépendamment du niveau de DFG (27)

mais ceci reste discuté (28).

Enfin, la sécrétion tubulaire de créatinine peut étre inhibée par la prise de certains
médicaments, entrainant ainsi une augmentation de la créatinine plasmatique sans modification du
DFG. Il s'agit par exemple de la Cimétidine, du Triméthoprime, de I'’Amiloride ou encore de la
Spironolactone. En ce qui concerne le Triméthoprime, 'augmentation de la créatinine est de I'ordre
de 10 a 20 % chez le sujet sain mais peut dépasser les 30 % en cas d’insuffisance rénale.
Cependant, il ne s’agit pas forcément de situations néphrotoxiques. Cela a été démontré par
Trollfors et al. dans une étude comparant 'augmentation de la créatinine avec la mesure du DFG
par la clairance du 'Cr-EDTA (29). Cependant, I'association classique du Triméthoprime et du
Sulfaméthoxazole (Bactrim®) peut réellement étre néphrotoxique, surtout lorsque sa posologie

n’est pas adaptée a la fonction rénale.

1.3.3.3. Réabsorption tubulaire de créatinine
A linverse, lorsque la clairance de la créatinine est supérieure a la clairance de l'inuline,
surtout chez des patients avec une insuffisance rénale sévére, il faut suspecter une réabsorption

tubulaire de la créatinine (30).

1.3.3.4. Excrétion extra-rénale de la créatinine
Chez le patient insuffisant rénal sévere, il semble que I'excrétion rénale ne soit plus le mode
exclusif d’élimination de la créatinine. Plusieurs auteurs ont évoqué que certaines bactéries du
tube digestif puissent, en présence d’'une concentration plus élevée de créatinine, induire I'activité

d’une créatininase et dégrader ainsi une partie de la créatinine (31).

1.3.4. Variabilité nycthémérale de la créatinine
La créatinine plasmatique varie selon le moment de la journée, selon le volume
extracellulaire ou encore selon la posture. Koopman a suggéré des coefficients de variation allant
de 12 4 17 % pour la mesure du DFG (32).

1.3.5. Différentes formules d’estimation basées sur la créatinine plasmatique
Comme Tillustre la figure 8, une créatinine plasmatique a 100 ymol.I"" peut aussi bien définir

un DFG supérieur a 90ml/min/1,73m? qu’'une insuffisance rénale sévere.

35



500 -
450 +
400 ~
350 +
300 ~
250 -
200 ~

Creatininémie (umol/l)

150 -
100 -

50 A

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

DFG (ml/min/1,73 m2)

Figure 8 : Variabilité de la créatinine plasmatique selon le DFG (EMC : Exploration de la

fonction glomérulaire rénale (1). Méthodes de référence et créatinine sérique 18-011-A-10)

C’est pour cette raison que des formules ont été élaborées pour évaluer le DFG a partir de
la créatinine plasmatique, en pondérant avec des facteurs anthropométriques. Actuellement, les
formules les plus utilisées en routine sont celles du MDRD simplifiée (MDRDs ; simplified
Modification of Diet of Renal Disease) et CKD-EPI (Chronic Kidney Disease-Epidemiology

Collaboration) qui ont remplacé I'ancienne formule de Cockcroft.

1.3.5.1. Formule de Cockcroft

La formule de Cockcroft a été développée dans les années 70 afin de donner une
approximation de la clairance de la créatinine (et non du DFG) en s’affranchissant du recueil
urinaire. L’étude était fondée sur une population de 249 patients européens hospitalisés, agé de
18 a 82 ans dont 96% étaient des hommes (33). La formule de Cockcroft et Gault prend en compte
l'age, le sexe et le poids. Elle a le mérite d‘étre simple et utilisable par calcul mental. Cependant,
elle surestime de fagon quasi systématique le DFG car elle ne prend pas en compte la sécrétion
tubulaire de créatinine.

La formule de Cockcroft : Clc, = 140 - dge x Poids x k
[Cr]
CICr : estimation de la clairance de la créatinine en ml.min-1
[Cr] : créatinine plasmatique en pmol.I-1
Age : en années
Poids : en kg

k : coefficient qui vaut 1,23 chez 'homme et 1,04 chez la femme
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1.3.5.2. Formule du MDRD

L’étude MDRD avait pour objectif principal d’étudier 'impact de la restriction protidique et du
contréle tensionnel sur la MRC chez 1 628 patients américains essentiellement Caucasiens (88
%), masculins (60 %), agés en moyenne de 50,6 ans, diabétiques dans 6 % des cas, avec un
Indice de Masse Corporelle (IMC) moyen de 28 kg.m? et un DFG mesuré moyen de 39,8
ml/min/1,73m?. La formule du MDRD a été développée a partir des données de 1 070 des 1 628
patients inclus dans I'étude MDRD avec pour objectif de prédire le DFG (et non plus la clairance
de la créatinine) par une formule d’estimation. Le DFG de référence était mesuré par la clairance
rénale de I''*l-iothalamate, normalisée a la surface corporelle. La formule développée initialement

prend le nom de MDRD 7 et comprend 6 variables (34).

Equation MDRD7 = 170 x [Créatinine plasmatique (mg/dl)] %°%° x [dge] %170 x [0.762 si
c’est une femme] x [1.18 si le patient est noir] x [Urée sanguine (mg/dl)] 17 x [albuminémie

(g/dl)].0'318

En 2000, I'équipe de Levey a publié une nouvelle formule simplifiée qui ne prend en compte
que 4 variables : la créatinine plasmatique, I'age, le sexe et I'origine ethnique. Il s’agit de la formule
du MDRD 186. Plus récemment, du fait de la généralisation de la standardisation du dosage de la
créatinine selon des références internationales (dilution isotopique et analyse par spectrométrie de
masse), la formule du MDRD a quatre variables a été réévaluée (MDRD 175) en intégrant une

valeur de créatinine standardisée (35).

Equation MDRD 175 = 175 x (Créatinine plasmatique % 0,0113)"1%% x Gge™%2% x (0,742 (si
femme) x 1,212 (si noir)

1.3.5.3. Formule CKD-EPI
Cette formule a été développée récemment pour corriger la sous-estimation systématique de
la formule du MDRD pour les DFG supérieurs a 60 ml/min/1,73m?. L’étude comprenait 5 504
patients de 26 cohortes différentes (dont celle de MDRD) avec un DFG moyen de 68
ml/min/1,73m?, un ge moyen de 47 ans et un IMC moyen de 28 kg.m2. Le DFG était mesuré par
la clairance urinaire de I''*l-iothalamate indexé sur la surface corporelle, en utilisant un dosage de

créatinine standardisé (36).

1.3.6. Comparaison de la performance globale des formules entre elles
Les DFG estimés par les formules de Cockcroft et MDRD ont été comparés a la clairance du
S1Cr-EDTA sur une population de 2 095 adultes Européens (863 femmes et 1232 hommes &gés de
53.2 ans d’age médian, avec 59.8 ml/min/1.73m? de DFG moyen) (37). En moyenne, la formule de
Cockcroft et Gault surestimait le DFG de 1,94ml/min/1,73m? et MDRD le sous-estimait de

0,99ml/min/1,73m?. Ces deux chiffres peuvent paraitre satisfaisants, cependant, I'étude mettait en
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évidence un manque de précision important avec des déviations standard de 15,1ml/min/1,73m?

pour la formule de Cockcroft et Gault et de 13,5ml/min/1,73m? pour MDRD.

Dans I'étude de Poggio et al. de 2005, les performances des formules de Cockcroft et MDRD
étaient comparées a la clairance du '?°l-lothalamate chez 828 patients insuffisants rénaux
chroniques et 457 donneurs de rein vivants potentiels, 8gés de 34 a 76 ans (a4ge moyen de 56
ans), féminins dans 41,9 % des cas, caucasiens dans 82,5 % des cas et avec un DFG compris
entre 10 et 70ml/min/1,73m? (DFG moyen a 36 ml/min/1,73m?). Le P30 (pourcentage de DFG
estimé se situant dans les 30 % autour du DFG mesuré) était a 60 % pour Cockcroft et Gault
contre 71 % pour MDRD (38).

Dans l'étude de Delanaye et al. les performances de CKD-EPI étaient globalement
meilleures que celle de la formule du MDRD avec un biais respectivement de -2,5 et -
5,5ml/min/1,73m? (39). L'exactitude a 30 % était a 84 % pour CKD-EPI versus 81 % pour MDRD.
L’amélioration des performances de CKD-EPI par rapport a la formule du MDRD concernait le

biais mais la précision restait comparable.

Cependant, les performances des équations varient en fonction de certaines caractéristiques
cliniques : I'age, le poids, I'ethnie mais aussi en fonction du DFG.
1.3.7. Performances des formules selon les caractéristiques cliniques des
patients
1.3.7.1. Age
L’avancée en age est souvent accompagnée d’une altération de I'état nutritionnel et d’'une
diminution de la masse musculaire. Ainsi, la production de créatinine est diminuée et, a créatinine
plasmatique équivalente, un sujet agé a un DFG plus faible qu’un sujet plus jeune. De fait, I'age
est intégré dans tous les estimateurs, a des degrés variables. Les études sur les performances

des formules d’estimation ont des résultats assez discordants.

Cockcroft vs MDRD
La pondération de I'adge dans la formule de Cockcroft est prépondérante. L’étude de Lamb et
al. en 2007, comportant 46 patients agés de 69 a 92 ans (4ge moyen de 80 ans) comparait les
formules MDRD et de Cockcroft avec la clairance du °'Cr-EDTA. Le biais était de -11,2

ml/min/1,73m? avec la formule de Cockcroft contre +6,3ml/min/1,73m? avec MDRD (40).

MDRD vs CKD-EPI
L’étude de Murata et al. (41) dont 20% de la population incluse avait plus de 70 ans,
retrouvait une surestimation du DFG plus importante avec MDRD qu’avec CKD-EPI. En effet, le
biais relatif de CKD-EPI était a 7,4 % pour les hommes et a 4,4 % pour les femmes contre 11,5 %
et 5,3 % pour MDRD.

38



A l'opposé, I'étude de Michels et al. (42) analysait l'influence de I'age, du poids et du DFG
sur les performances des équations d’évaluation de la fonction rénale dans une population de 271
patients, en comparaison avec la clairance plasmatique de I''?®l-iothalamate. Comme attendu, les
patients agés de plus de 60 ans présentaient un DFG plus bas que les patients plus jeunes
(diminution de 0,87ml/min/1,73m? par année). Il existait un biais et une précision meilleurs chez les

plus de 60 ans que dans les deux autres groupes de patients plus jeunes.

Formule BIS-1
Les formules BIS (Berlin Initiative Study) ont été développées pour I'évaluation du DFG chez

le sujet agé. BIS-1 est basée sur la créatinine, BIS-2 sur la créatinine et la cystatine C.

Dans I'étude de Koppe et al. portant sur 224 patients caucasiens agés de plus de 70 ans
(Age moyen = 75,3 £ 4,1 ans, avec un DFG moyen de 41,3 £ 17,3 ml/min/1,73 m?), MDRD, CKD-
EPI et BIS-1 étaient comparées a la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline (43). La formule BIS-1
était la plus précise avec un P30 a 75,56 % contre 70,67 % pour MDRD et 72 % pour CKD-EPI. La
formule BIS-1 avait également le biais le plus faible (4,1ml/min/1,73m? contre 5,8 pour MDRD et
5,4 pour CKD-EPI) et la précision la plus grande (déviation standard de 9,21 ml/min/1,73m? vs.
12,78 pour MDRD et 10,83 pour CKD-EPI).

Cependant, dans I'étude de validation externe de I'équation BIS-1 portant sur 609 patients
agés de 75,9 + 4,4 ans et ayant un DFG moyen de 40,6 + 1,8 ml/min/1,73m?, la précision et le
biais moyen de CKD-EPI et de BIS-1 étaient comparables aussi bien dans la population entiére
que dans l'analyse en sous-groupes en fonction de I'age. De plus, le biais moyen de BIS-1 était
trés variable selon le DFG : -11,95 ml/min/1,73m? pour les DFG supérieurs a 60 ml/min/1,73m?,
0,95 pour les DFG compris entre 30 et 60 ml/min/1,73m? et 3,95 pour les DFG inférieurs a 30

ml/min/1,73m?, rendant son utilisation délicate en routine (44).

A noter que Schaeffner et al. ont montré que I'équation BIS-2 présentait un biais plus faible
que la formule BIS-1 (45). Cependant, cette équation nécessite le dosage de la cystatine C qui

n’est pas réalisé en pratique courante car non standardisé et colteux.

En conclusion, aucune équation n’est validée chez le sujet &4gé et les formules actuelles sont
peu précises dans cette population. La formule de Cockcroft doit étre abandonnée car elle sous-
estime le DFG du fait d’'une pondération trop importante de I'age. Dans les études qui ont permis
de développer MDRD et CKD-EPI, peu de sujets &gés étaient inclus. Enfin, les équations MDRD et

CKD-EPI surestiment souvent le DFG chez les sujets agés.

De fait, a l'instar des formules BIS, il serait utile de développer un estimateur spécifique de la
fonction rénale du sujet agé, d’autant plus qu'il est particulierement concerné par l'insuffisance

rénale chronique.
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1.3.7.2. Poids

A poids équivalent, la composition corporelle (masse musculaire / masse grasse / poids
total) est trés hétérogéne. Chez I'obése, 'augmentation de la masse grasse n’entraine pas de
surproduction de créatinine musculaire. La formule de Cockcroft et Gault qui prend en compte le
poids surestime le DFG chez les patients obéses. Dans I'étude de Froissart et al. (37), 279 obéses
étaient inclus. Le DFG était sous-estimé avec MDRD et surestimé avec Cockcroft avec un biais a
—-2,8 + 9,9 ml/min/1,73m? pour les hommes et de -2,4 + 13,4 ml/min/1,73m? pour les femmes en ce
qui concernait MDRD versus 6,4 + 13,8 ml/min/1,73m? pour les hommes et 125 + 227
ml/min/1,73m? pour les femmes pour Cockcroft. Chez les patients obéses, la prise en compte du
poids par la formule de Cockcroft et Gault est donc excessive et surestime de fagon importante la

fonction rénale.

Dans I'étude de Bouquegneau et al., 366 patients avec un IMC moyen de 36 + 7kg/m
étaient inclus. P30 était a 80 % pour MDRD contre 76 % pour CKD-EPI avec un biais de 1,9 + 14,3
pour MDRD et 4,6 + 14,7 pour CKD-EPI (46).

Dans I'étude de Michels et al., la précision des formules de Cockcroft, du MDRD et CKD-EPI
était comparée a celle de la clairance rénale de '*l-iothalamate (47). Dans le sous-groupe de
patients présentant un IMC > 30 kg.m?, la précision était meilleure pour CKD-EPI avec un P30 a
85,7 %, contre 77,6 % pour MDRD et 57,1 % pour Cockcroft. A contrario, chez les patients
anorexiques, la formule de Cockcroft était la plus précise avec un P30 a 80 % ; la différence entre
MDRD et CKD-EPI n’était pas significative (66,7 % versus 60%). Dans I'analyse du sous-groupe
des patients dénutris (IMC < 18,5 kg.m™) de I'étude de Froissart et al., les formules de Cockcroft et
MDRD présentaient des performances médiocres avec une surestimation importante du DFG
(+12,2 ml/min/1,73m? pour MDRD et +6,2 ml/min/1,73m? pour Cockcroft) (37).

De plus, il est dans les pratiques de normaliser le DFG a la surface corporelle (pour une
surface corporelle de 1,73m?). Méme si cette indexation a la surface corporelle n’a pas de base
physiologique, elle est trés ancrée dans les pratiques voire réalisée de maniere systématique.
Initialement, la raison principale était de pouvoir comparer les DFG de sujets de gabarits différents.
La deuxiéme raison avancée était de pouvoir établir des valeurs de référence, communes que le
patient soit obése, anorexique, agé... Cette normalisation a peu d’effet chez les patients dont la
surface corporelle est proche de 1,73m? mais peut étre a I'origine d’un biais non négligeable chez
les sujets obéses. Ainsi, par comparaison avec la clairance du °'Cr-EDTA, le biais était de 14 + 18
ml/min/1,73m? avec le DFG estimé par la formule du MDRD indexée a la surface corporelle contre
-11 £ 20 ml/min/1,73m? pour la formule du MDRD non indexée (48).

1.3.7.3. Masse musculaire et sexe
Le principal inconvénient de la créatinine plasmatique est qu’elle est étroitement liée a la

masse musculaire et donc au genre. En effet, a DFG égal, 'homme présente une créatinine
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plasmatique supérieure a celle de la femme. De fait, toutes les équations d’estimation intégrent ce

facteur.

Froissart et al. ne retrouvaient pas de différences significatives entre les performances des
formules de Cockcroft et MDRD selon les genres, hormis une sous-estimation du DFG chez la
femme de moins de 65 ans par MDRD (37).

Dans I'étude de Michels et al., le biais absolu des 3 formules était plus important chez la
femme que chez 'homme : pour un biais absolu de 1 chez 'lhomme, celui de la femme était de
2,19 pour CKD-EPI, de 3,57 pour Cockcroft et de 7,77 pour MDRD. L’équation la plus précise chez
'homme était la formule du MDRD (P30 a 86,4 % contre 84,7 % pour CKD-EPI) alors qu’il
s’agissait de la formule CKD-EPI chez la femme (P30 a 84,3 % contre 77,1 % pour MDRD).

Cependant, les résultats n’étaient pas statistiquement significatifs (42).

La formule CKD-EPI présente un biais négatif moins important que la formule du MDRD
chez les patients jeunes, en bonne santé, sans insuffisance rénale, ce qui est cohérent avec le but
de son développement : améliorer I'évaluation du DFG chez les patients ayant un DFG supérieur a
60 ml/min/1,73m" (41).

1.3.7.4. Ethnie
L’ethnie est également un facteur de variation de la masse musculaire. Les sujets afro-
ameéricains ayant une masse musculaire plus importante que les sujets caucasiens, I'ethnie est
intégrée comme facteur correctif dans les formules du MDRD et CKD-EPI pour les patients noirs

dits « afro-américains ».

Il n’était pas retrouvé de différence statistiquement significative des performances de MDRD
et de CKD-EPI dans la population afro-américaine par rapport a la population caucasienne ayant
des DFG inférieurs a 60 ml/min/1,73m?2. Par contre, pour les DFG supérieurs a 60 ml/min/1,73m?,

le biais était moins important pour la population afro-américaine (49).

Il existe d’autres facteurs correctifs, par exemple pour la population japonaise. Les formules
integrent alors un facteur correctif de 0,808 pour MDRD et de 0,813 pour CKD-EPI modifiée (50).

Le plus souvent, les équations n’intégrent que le facteur correctif de I'ethnie afro-américaine
(« équation a 2 niveaux »). Dans I'étude de Stevens et al. (51), les auteurs ont développé une
équation d’estimation du DFG qui distinguait 4 ethnies différentes (« équation a 4 niveaux »). Le
P30 était alors a 84 % pour les caucasiens, 82 % pour les afro-américains, 85 % pour les
asiatiques et 81 % pour les hispaniques, aussi bien pour les formules a 2 et a 4 niveaux. Le biais

était seulement amélioré pour les asiatiques, chez qui il passait de 2,1 a 0,8ml/min/1,73m?2.
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1.3.7.5. Transplantés
Les patients transplantés rénaux sont des patients insuffisants rénaux chroniques
particuliers, notamment du fait de leur rein fonctionnel unique et de leurs traitements

immunosuppresseurs (52).
La formule de Nankivell a été développée a partir d’'une cohorte de transplantés rénaux (53).

Formule de Nankivell :

. , :
DFGe = 6,7 , poids (enkg) _urée (en mmol.I") 100

Créat. plasmat.(en mmol.I") 4 2 taille? (en m?)
+ 35 si homme ou + 25 si femme

Publiée en 1993, I'équation de Walser a été construite a partir d’'une cohorte de 85 patients.
Elle utilise les mémes variables que la formule de Cockcroft et Gault: I'age, la créatinine
plasmatique et le poids. Contrairement a la formule de Cockcroft, 'équation de Walser donne

d’emblée une estimation du DFG et non de la clairance de la créatinine (54).
Formule de Walser :
Hommes : DFGe= (7,57/ Créatininémie (mmol.I'')) — (0,103 x dge) + (0,096 x poids (kg)) — 6,66

Femmes : DFGe= (6,05/ Créatininémie (mmol.I'))) — (0,08 x dge) + (0,08 % poids (kg)) — 4,81

Dans I'étude de Poggio et al., 209 patients transplantés rénaux étaient inclus (traités par un
inhibiteur de la calcineurine pour 55 % d’entre eux et tous sous Bactrim) avec un DFG moyen de
44 + 26 ml/min/1,73m?. La formule du MDRD présentait des performances supérieures aux
formules de Nankivell avec une différence moyenne a 2,6 ml/min/1,73m? pour MDRD versus 8,1
ml/min/1,73m? pour Nankivell, en prenant pour référence la clairance rénale de '*l-iothalamate
(55).

En revanche, la formule de Walser apparait plus performante que celle du MDRD dans
plusieurs travaux. Dans I'étude de Gaspari et al., 81 patients transplantés rénaux avec un DFG
moyen de 56,1 ml/min/1,73m? (compris entre 21,8 et 86,1 ml/min/1,73m?)) ont été inclus a 6 mois
post-transplantation rénale, aprés une mesure de leur DFG par la clairance plasmatique de
l'iohexol (56). 12 formules différentes étaient comparées. Par ordre de performance décroissante
(erreur moyenne), on retrouvait notamment : les formules de Walser (3,43 + 20,48), MDRD (6,68 +
22,35), de Cockcroft (17,30 £ 23,70) et de Nankivell (21,70 + 26,56). Néanmoins, I'utilisation de la
formule de Walser demeure peu répandue. L’explication des mauvaises performances de la

formule de Nankivell, pourtant développée chez le transplanté rénal, n’est pas claire. Elle pourrait
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étre liée a la prise en compte de I'urée dans I'équation et au fait que cette formule n’a été établie

que chez des patients traités par ciclosporine.

En 2011, I'étude de Murata et al. incluait 1 375 transplantés rénaux parmi une population de
5 238 patients. CKD-EPI surestimait le DFG de fagon plus importante que MDRD, particulierement

chez les moins de 40 ans (biais relatif a 12 % vs 1 %) (41).

Ceci a été confirmé dans I'étude de Masson et al. ou MDRD était comparé a CKD-EPI chez
825 patients transplantés rénaux en conditions stables (DFG mesuré moyen a 50 + 19
ml/min/1,73m?). MDRD était plus précis que CKD-EPI (P30 a 80 % pour MDRD vs 74 % pour
CKD-EPI), méme pour les patients avec un DFG entre 60 et 90ml/min/1,73m?. Cette publication ne
mettait pas en évidence de différence statistiquement significative pour les patients ayant un DFG

supérieur a 90 ml/min/1,73m?2 (57).
1.3.7.6 Variation selon le DFG

Dans l'étude de Froissart et al., les performances (biais et précision) des formules de
Cockcroft et MDRD diminuaient avec I'augmentation du DFG (37).

Dans I'étude de Stevens et al. (58), 'équation CKD-EPI permettait une réduction du biais par
rapport a MDRD, pour tous les niveaux de DFG. Elle permettait surtout une amélioration des
performances en cas de DFG supérieur a 60 ml.min'. Ainsi, le biais moyen était de 14,3 % pour
MDRD et de 5,6 % avec CKD-EPI pour les DFG compris entre 60 et 90 ml/min/1,73m? confirmé
par I'étude de Murata et al. (41).

1.3.8. Cystatine C
Pour améliorer la précision des formules, certains auteurs ont proposeé, dés les années 80,
de fonder I'estimation du DFG sur la mesure de la cystatine C et non plus sur celle de la créatinine

plasmatique.

La cystatine C est une protéine non glycosylée qui joue un réle dans la protection des tissus
contre les destructions dues au relargage d’enzymes par les cellules mortes ou malignes. Elle est
produite a un taux constant par les cellules nuclées de I'organisme. Elle est filtrée librement du fait
de sa charge positive, de son PM (13 250 Da) et de l'absence de liaison aux protéines
plasmatiques puis elle est totalement réabsorbée par le tube proximal grdce a un processus
d’endocytose a l'issue duquel elle est totalement catabolisée. Cependant, le taux de cystatine C
dépend de la masse musculaire contrairement a ce qui était admis au départ (59). En effet, les
cellules nuclées les plus nombreuses de I'organisme sont les cellules musculaires. Le taux de

cystatine C dépend donc également du sexe et de I'age (60).

L’influence de la masse musculaire semble étre néammoins moindre que pour la créatinine.

D’autres facteurs de variations ont été identifiés : la consommation tabagique, certains facteurs
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hormonaux tels que I'hyperthyroidie mais aussi I'inflammation. Enfin, le gros inconvénient demeure

le prix de son dosage.

Dans I'étude de Poge et al., les auteurs comparaient trois formules (Larsson, Hoek, Filler)
basées sur la cystatine C et la formule du MDRD par rapport a la clairance du **"Tc-DTPA chez
108 patients transplantés rénaux (61). MDRD était la moins précise avec un biais relatif de +20,3
% et un P30 a 67 % alors que la formule de Hoek était la plus performante avec un biais relatif de
-4,4 % et un P30 a 77,1 %. Ces données sont corroborées par I'étude de Maillard et al., dans
laquelle quatre formules basées sur la cystatine C et la formule MDRD étaient comparées a une
mesure du DFG par la clairance rénale a I'équilibre de I'inuline chez 120 patients transplantés
rénaux. Les formules de Hoek, de Rule, de Le Bricon et de Filler, basées sur la cystatine C se
révélaient plus performantes que la formule du MDRD avec des P30 respectivement a 82 %, 81 %,
78 %, et 71 %, contre 58 % pour MDRD (62). Cependant ces données ne sont pas confirmées
dans le travail de Zahran et al., incitant donc a la prudence quant a l'utilisation de ces formules

d’estimation du DFG chez le patient transplanté rénal (63).
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Tableau 1 : Avantages et inconvénients des principales formules d’estimation du DFG

Formules

Avantages

Inconvénients

Cockcroft

Plus performante que MDRD
et CKD-EPI pour les IMC
<17kg/m-2

Moins bonnes performances

en population globale

Non directement normalisée

a la Surface Corporelle

Sous-estimation du DFG

chez le sujet agé

Surestimation du DFG en
cas d’obésité, de cirrhose ou

de MRC avancée

MDRD

Résultats normalisés a la SC

Bonnes performances chez

les patients IRC

Meilleure option pour les
plus de 65 ans, les obéses et

les transplantés rénaux

Inadaptée pour les
IMC<17kg/m2, les DFG

normaux, les afro-ameéricains

Sous-estimation lorsque

hypertrophie musculaire

Surestimation en cas
d’amyotrophie, d’amputation,
de régime végétarien ou de

cirrhose

CKD-EPI

Résultats normalisés a la SC

Adaptée aux DFG élevés

Complexité relative
Inadaptée si IMC<17kg/m2
Facteur ethnique ?

Sous-estimation lorsque

hypertrophie musculaire

Surestimation en cas
d’amyotrophie, d’amputation,
de régime végétarien, de

cirrhose hépatique
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Il semble raisonnable de penser qu’aucune formule ne permet d’étre précise dans toutes les
situations cliniques. Dans I'étude de Froissart et al. (37), 12 a 14 % des individus ayant une MRC
stade 3 (DFG inférieur a 60 ml/min/1,73m?) n’étaient pas classés comme tels par les équations
MDRD ou de Cockcroft. Plus grave encore, 20 % des patients MRC stade 2 étaient classés en
stade 3 et donc considérés a tort comme insuffisants rénaux. De fait, les formules de calcul de
Cockcroft, MDRD et CKD-EPI sont trés insuffisantes lorsque le DFG exact est recherché (don de
rein, transplanté, bilan pré-thérapeutique d’un traitement néphrotoxique, diagnostic d’insuffisance
rénale chez le sujet jeune ou « hors-norme »...). Ces situations nécessitent alors une mesure du
DFG.

1.4. Méthodes de mesure du DFG
1.4.1. Concept de clairance
La mesure du DFG fait appel au concept de clairance. Rappelons que les traceurs utilisés

pour la mesure de la fonction rénale doivent avoir les caractéristiques suivantes :
- pas de métabolisation par I'organisme (excrété par le rein sous forme inchangée) ;
- élimination rénale exclusive ;

- filtration libre a travers la membrane glomérulaire (c'est-a-dire étre de petit poids

moléculaire, et non-lié aux protéines plasmatiques) ;
- absence de réabsorption ou de sécrétion par les tubes rénaux ;

- absence d’action pharmacologique : pas de modification de 'lhémodynamique intrarénale ni
du DFG;

- non toxique.

Leur excrétion rénale ne dépend donc que du DFG et de leur concentration plasmatique.
Ainsi, le débit de cette substance dans l'ultrafiltrat glomérulaire est égal au débit de cette méme

substance dans l'urine.

La clairance est le volume de plasma totalement épuré de cette substance par unité de

temps : Clairance de x (ml.min™) = U, (umol.ml’) x V (ml.min™!)

Py (umol.ml)
Ou:
- Uy est la concentration urinaire de x ;
- Px la concentration plasmatique de x ;

-V le débit urinaire.
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1.4.2. Différents types de clairances
On distingue 2 types de clairances selon les types de prélévements réalisés. Les clairances
plasmatiques ne nécessitent que des prélévements plasmatiques. Les clairances urinaires

demandent des prélévements plasmatiques et urinaires.

1.4.2.1. Clairances plasmatiques
Aprés linjection d’un traceur dans l'organisme, sa concentration plasmatique diminue en
raison de deux phénomenes concomitants. En effet le traceur subit une diffusion dans son secteur
de distribution en méme temps qu’il commence a étre éliminé par filtration glomérulaire. Puis dans

une seconde phase, la diminution de la concentration plasmatique du traceur est influencée par la
seule élimination rénale.

Il existe deux équations permettant de calculer la clairance plasmatique totale du

médicament a partir de ces courbes de décroissance plasmatique :

Cl (tot) = Dose / AUC. Le calcul de l'aire sous la courbe est réalisé grace a des modéles
mathématiques de pharmacocinétique qui comportent un, deux ou plus rarement trois
compartiments selon la distribution du traceur.

Cl (tot) = Ke x Vd n'est valable que si I'élimination se produit a partir d'un compartiment
central selon un processus d'ordre 1.

1.4.2.1.1. Modéle unicompartimental

Dans le modéle a un compartiment, la phase de distribution du traceur est négligeable du fait
d’une diffusion instantanée.
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Figure 9A : Modéle unicompartimental Figure 9B : Modéle unicompartimental en

coordonnées semi-logarithmiques
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L’évolution de la concentration plasmatique de ce traceur en fonction du temps est

décroissante selon un modéle mathématique simple, mono-exponentiel (Figure 9A) :
Cwp=Co. eket
Ou:
- Cq = concentration du traceur a un temps donné ;

- Co = concentration maximale. Extrapolée a Ty (intersection entre la courbe de décroissance

du traceur et 'axe des ordonnées) ;
- ke = constante de vitesse d’élimination ;
-t =temps.

En coordonnées semi-logarithmiques (temps en unités normales, concentration plasmatique

en logarithme), cette courbe devient une droite (Figure 9B).

La constante de vitesse d'élimination (ke) est la constante de proportionnalité entre la vitesse
d'élimination et la concentration du traceur. Elle représente la fraction du traceur, présente dans
I'organisme, qui est éliminée par unité de temps. Elle varie avec la concentration plasmatique du
traceur. En effet, juste aprés l'injection du traceur, la concentration de celui-ci est élevée et sa
vitesse d'élimination est donc importante puis, au fur et a mesure de la baisse de la concentration

plasmatique, la vitesse d'élimination diminue également.

Pour simplifier des modéles a plusieurs compartiments et s’affranchir de la période de
diffusion initiale, il est possible d’utiliser un modéle unicompartimental et de commercer les
prélévements sanguins 1 a 2h apreés l'injection du traceur. Malgré cet avantage de simplification du
calcul, TAUC ne tient alors pas compte de la premiére phase de distribution et le DFG se trouve

surestimé.

Il existe donc différentes méthodes mathématiques de correction comme la méthode de

Brochner-Mortensen (64) qui s’applique comme suit :
Clp(corrigée) = 0.990778 . Clp(mesurée) — 0.001218 . Clp(mesurée)?

1.4.2.1.2. Modéle bicompartimental

Dans un modéle bicompartimental, la décroissance plasmatique du traceur suit deux
exponentielles différentes : la premiére dépend majoritairement de la distribution, la seconde de
I'élimination rénale. La détermination de 'AUC nécessite donc 4 préleévements au minimum (2 par

exponentielle).

1.4.2.2. Clairances rénales (ou urinaires) a I’équilibre
Le concept de clairance urinaire a été introduit en 1926 par Rehberg et al. (65). Le calcul du

DFG est réalisé grace a la mesure des concentrations plasmatiques et urinaires de la substance et
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en appliquant le formule clairance = U.V / P. Une dose de charge du traceur est réalisée, suivie
d'une perfusion continue. Aprés une période d’équilibration d’environ une heure permettant
d’obtenir une concentration plasmatique sensiblement constante, trois périodes sont déterminées
(durant entre 10 minutes et 1 heure). Des prélévements sanguins sont réalisés en milieu de
période, puis des prélévements urinaires sont réalisés a la fin de cette période (figure 10). Le
calcul du DFG est ensuite effectué grace a la formule U.V / P, en calculant la moyenne des

résultats retrouvés a chaque période.

Cette technique a une limite principale, celle de la difficulté d’obtention de recueils urinaires
fiables. Elle nécessite un sondage vésical dans sa réalisation la plus rigoureuse. Cependant, on
peut sursoir au sondage vésical si des périodes longues sont choisies (une heure) et si un bon

débit urinaire est assuré par une hydratation réguliére.
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Figure 10 : Clairance rénale a I'équilibre de I'inuline

1.4.3. Traceurs
1.4.3.1. Créatinine : un traceur endogéne

La mesure de la clairance de la créatinine est utilisée en routine et est souvent confondue a
tort avec le DFG. Lorsque la fonction rénale est normale, la créatinine est excrétée presque
exclusivement par le rein et a 90 % par filtration glomérulaire. La clairance de la créatinine est ainsi
proche du DFG mesuré par les techniques utilisant des traceurs exogénes. Cependant, la
clairance de la créatinine a 2 limites : une surestimation relative d’environ 10 % en rapport avec la
sécrétion tubulaire de la créatinine et une imprécision du débit urinaire, qui nécessite un recueil
urinaire sur 24 heures, complet de la part du patient et qui est mal réalisé dans la plupart des cas.
De plus, la surestimation du DFG augmente avec I'aggravation de la MRC du fait d’'une majoration

de la sécrétion tubulaire de la créatinine qui peut atteindre jusqu’a 50 %. En pratique clinique
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courante, elle doit étre abandonnée au profit de I'estimation du DFG a partir de la créatinine

plasmatique.

1.4.3.2. Traceurs exogénes
Inuline

Historiquement, les premiéres descriptions de l'utilisation de l'inuline comme traceur de
filtration glomérulaire datent du début du XXéme siécle avec les études de Shannon, qui ont été
reprises dans les années 50 par Smith (66). L’inuline est un polymére du fructose qui a un poids
moléculaire égal a 5200 Da. Elle possede les propriétés indispensables a tout traceur pour la
mesure de la fonction rénale : elle n'est pas liée aux protéines, est filtrée librement par le
glomérule, n’est ni métabolisée, ni sécrétée, ni réabsorbée par le rein. Son volume de distribution
est I'eau extra-cellulaire. La clairance rénale a I'équilibre de I'inuline est considérée comme le Gold
Standard.

Radiopharmaceutiques
Ce sont des substances qui répondent aux criteres des traceurs de la filtration glomérulaire,
marquées par un corps radioactif. Le principal avantage de ces substances repose sur I'exactitude
et la précision de leur mesure (courbes de décroissance de l'activité). Les radiopharmaceutiques
présentent les inconvénients de la manipulation de toute substance émettant des rayonnements
ionisants, qui doit étre réalisée de facon exclusive dans un service de médecine nucléaire et qui

pose le probléme du traitement des déchets radioactifs.

Le *'Cr-EDTA a un poids moléculaire de 292 Da et une période physique de 28 jours.
Plusieurs études ont été menées afin de valider la clairance plasmatique du °'Cr-EDTA et
permettent de la considérer comme une alternative a la clairance rénale a I'’équilibre de I'inuline
(67).

L''?5]-iothalamate a un poids moléculaire de 636 Da. Quand il est marqué, sa période

physique est de 60 jours. Il s’agit du traceur le plus utilisé aux USA pour la mesure du DFG.

Du fait de sa période physique courte, le ®*™Tc-DTPA a l'inconvénient d’étre trés dépendant

de sa stabilité et de la marque fournissant le traceur. Il est peu utilisé.

Produits de contraste iodés
L’iohexol est un produit de contraste iodé dont le poids moléculaire est égal a 821 Da. Dans
le cadre de son utilisation en imagerie médicale, il peut étre néphrotoxique, surtout lorsque
préexiste une insuffisance rénale. Cependant, les doses administrées pour la mesure du DFG sont
beaucoup plus faibles. Le deuxiéme inconvénient est de ne pas pouvoir étre utilisé chez les
patients allergiques a ce produit de contraste iodé. L’iohexol est considéré comme le 3™ traceur

de référence de mesure du DFG. Ainsi, en 1998, Brandstrom et al. ont comparé la clairance
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plasmatique de I'iohexol avec celle du 'Cr-EDTA et montré une excellente corrélation entre ces
deux méthodes (68).

1.4.3.3. Clairance rénale versus clairance plasmatique de l’inuline
Les études qui comparent les clairances rénales a I'équilibre et les clairances plasmatiques

de I'inuline sont contradictoires.

Dans I'’étude d’Orlando et al., les auteurs ont comparé la clairance plasmatique de l'inuline a
la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline chez 16 patients en bonne santé et 7 patients avec des
cedémes et de l'ascite (69). lls retrouvaient une excellente corrélation entre les 2 méthodes aussi
bien chez les sujets sains que chez les patients avec de I'ascite. Cependant, I'effectif était faible,
avec des situations volémiques trés différentes et il n’a pas été réalisé de représentation de Bland
et Altman permettant de déterminer la prédiction individuelle de la clairance plasmatique de
linuline.

Florijn et al. ont comparé la clairance plasmatique de l'inuline (14 prélévements sanguins) et
la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline dans une population de 14 patients polykystiques et de
3 patients diabétiques (70). Les auteurs retrouvaient alors une surestimation systématique du DFG
par la mesure de la clairance plasmatique de l'inuline (biais moyen a +13,4 ml/min/1,73m?). En
diminuant le nombre de prélévements plasmatiques a 6, il existait une excellente corrélation avec

la clairance réalisée avec la cinétique compléte (coefficient de Pearson r = 0,996).

Dans I'étude de Hellerstein et al., la clairance rénale a I'équilibre de I'inuline était comparée a
la clairance plasmatique de I'inuline chez 33 enfants et 5 adultes (71). Le coefficient de corrélation
r était a 0,976 mais avec une surestimation importante du DFG par la clairance plasmatique de
+13,8 + 8,8 ml/min/1,73m?2.

Malgré de nombreuses études dans la littérature, une revue systématique des méthodes de
mesures du DFG dans AJKD en 2014 n’a retenu pour analyse que deux études (72). En effet, tous
les autres travaux publiés n’avaient pas les critéres de qualité suffisants. Les auteurs retrouvaient
une bonne précision de la clairance plasmatique de I'inuline par rapport a la clairance rénale a
I'équilibre de I'inuline avec un P30 a 100 %. Parmi les deux études analysées dans cette revue
systématique, celle de Sterner et al. démontrait la comparabilité de la clairance plasmatique de
l'inuline (avec 16 prélévements) et de la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline chez 20 sujets en
bonne santé avec P30 a 100 % et P10 a 74 % (73).

1.4.3.3.1. Stratégies de préléevements limités

Les clairances plasmatiques s’affranchissent des prélévements urinaires qui sont une des
limites des clairances rénales. Cependant, elles nécessitent des prélévements sanguins multiples
pour étre fiables, sur une longue période de temps. Certaines études se sont attachées a diminuer

le nombre de prélévements plasmatiques, stratégie indispensable pour pouvoir envisager
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I'utilisation de la clairance plasmatique en pratique clinique courante, particulierement en pédiatrie

ou chez les sujets ageés.

Dans l'étude de Sterner et al., la diminution des prélévements plasmatiques a 4 (a T180,
200, 220 et 240 min), était associée a une sous-estimation significative du DFG : 89 ml/min/1,73m?
versus 117 ml/min/1,73m?2. A contrario, avec un seul prélévement a T240min, le DFG était
surestimé (+127 ml/min/1,73m?) (73).

Dans l'étude de van Rossum et al, différentes stratégies de préléevements étaient
envisagées: de 2 a 4 prélevements a des temps différents chez 154 enfants en utilisant un modeéle
Bayésien (74). La stratégie avec deux prélévements (T90 et 240 min) présentait un biais non
significatif (1,3 %) et une bonne précision (RMSE = 12,8 %) par rapport a la clairance plasmatique
de linuline. De méme, la stratégie avec un seul prélévement a T240min conservait une bonne

estimation du DFG malgré une Iégére perte de précision.

La revue de la littérature identifie trois publications utilisant un modéle bayésien pour 'étude
du DFG : celle de van Rossum et al. (74), celle de Benz-de Bretagne et al. (75) ainsi que I'étude
japonaise de Maeda et al. (76). Le travail de Maeda et al. incluait 27 patients et comparait 3
méthodes différentes de clairance plasmatique de l'inuline : une premiére méthode utilisant la
formule dose/AUC, une deuxiéme utilisant la formule d’excrétion urinaire de I'lnuline par 24h/AUC
et un modéle bayésien. Les trois méthodes étaient bien corrélées entre elles ainsi qu’avec la

formule d’estimation du MDRD.

Les stratégies de prélevements limités ont également été étudiées pour I'lohexol. Dans
I'étude de Benz-de Bretagne et al., un modéle bayésien de la clairance plasmatique de I'lohexol a
été développé a partir des données de 95 patients puis comparé a la clairance plasmatique de
I'lohexol corrigée selon la formule de Bréchner-Mortensen. Une stratégie utilisant 2 prélévements a
120 et 270 min avait été retenue avec la nécessité d’intégrer des covariables suplémentaires :

créatinine plasmatique, urée sanguine et age (biais a -3,7 % et ME a 7,8 %) (75).

Gaspari et al. ont comparé la clairance plasmatique de [I'lohexol avec 1 versus 6
prélévements chez 686 patients (77). Les temps de prélévements optimaux variaient en fonction
du DFG. Les résultats n’étaient cependant pas statistiquement significatifs. A noter que ces
résultats étaient discordants avec ceux de I'étude de Sterner et al. qui retrouvaient, chez 66
patients, une bonne corrélation entre la clairance plasmatique de I'lohexol corrigée selon la
formule de Brochner-Mortensen avec 4 prélévements sanguins et celle obtenue avec un seul
échantillon a T240min (78).

Enfin, Medeiros et al. ont montré la bonne précision de la clairance plasmatique du *'Cr-
EDTA avec une stratégie de 2 prélévements sanguins a H4 et H6 dans une population de 44

patients transplantés rénaux en comparaison avec la clairance rénale de I'lnuline a I'équilibre (67).
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Justification de I'étude

Ce ftravail était justifié par la nécessité de développer une alternative aux formules

d’estimation du DFG et aux méthodes de mesure de référence sous la forme d’'une méthode :

= Validée c’est-a-dire fiable et précise ce qui n'est pas le cas des méthodes

d’estimation courantes disponibles (MDRD et CKD-EPI) ;

= Plus simple car la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline nécessite des recueils
sanguins et urinaires multiples, a des temps précis ainsi que la position allongée du
patient pendant quatre heures. Cette méthode alternative s’affranchirait des recueils
urinaires qui peuvent étre difficilement réalisables en pratique courante sans

sondage vésical (vidange vésicale incompléte, incontinence urinaire...) ;

= Moins colteuse car la clairance rénale a I'équilibre de linuline qui nécessite une
hospitalisation de jour du fait du nombre de recueils. Cette méthode alternative

pourrait étre réalisée en consultation.
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Objectifs
L’objectif principal était :

Concevoir un modéle bayésien de la clairance plasmatique de linuline : le DFGBay, en
utilisant une stratégie de préléevements limités pour le calcul du DFG et évaluer sa validité par
rapport a la clairance rénale a I'équilibre de linuline (gold standard) dans une population de

patients devant bénéficier d’'une mesure exacte du DFG.

En pratique : un bolus d’inuline et deux prélévements sanguins a des temps pré-déterminés
permettraient de bénéficier d’'une évaluation fiable du DFG en pratique quotidienne, la précision
cible de la méthode était de pour pouvoir classer correctement le patient au sein des cing stades
de la MRC.

Les objectifs secondaires étaient :

- Evaluer les performances des formules d’estimation de la fonction rénale (MDRD,

CKD-EPI et Walser) par rapport au gold standard.

- Evaluer les performances de la clairance plasmatique de l'inuline (corrigée selon la

formule de Brochner-Mortensen) par rapport au gold standard.
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2. Matériel et méthodes

2.1. Population étudiée
2.1.1. Critéres d’inclusion
Ont été inclus dans I'étude DFGBay, de maniére prospective, tous les patients nécessitant
une mesure fiable de leur DFG. Il pouvait s’agir, par exemple (non exhaustif) : de sujets sains dans
une démarche de don de rein vivant, de patients devant bénéficier d’'une néphrectomie, de patient
nécessitant un traitement néphrotoxique ou encore chez tout patient dont I'évaluation de la
fonction rénale par les formules d’estimation courantes du DFG était imprécise, notamment les

patients greffés rénaux.

Les patients devaient étre agés de 18 a 80 ans inclus, étre en état d’euvolémie, affiliés a un
régime de sécurité sociale et avoir donné leur consentement éclairé aprés avoir eu une estimation

de leur fonction rénale par MDRD.

Tous les niveaux de fonction rénale devaient étre représentés dans la population avec une
répartition définie a priori : 3 patients avec un DFG estimé par MDRD inférieur & 15ml/min/1,73m?,
8 patients avec un DFG estimé entre 15 et 30ml/min/1,73m?, 8 patients avec un DFG estimé
entre 30 et 60ml/min/1,73m?, 8 patients avec un DFG estimé entre 60 et 90ml/min/1,73m? et enfin
3 patients avec un DFG supérieur a 90ml/min/1,73m?. La définition préalable du nombre de sujets
nécessaire est traitée dans le paragraphe « 2.7.1. Calcul de la taille d’étude » des Aspects

statistiques.

2.1.2. Critéres de non-inclusion

N’ont pas été inclus :
- Les patients ayant une hypersensibilité connue a I'inuline (Proinuline®) ;
- Les patients traités par Digitaliques ;

- Les patients ayant un antécédent ou une intoxication en cours au plomb ou a tout

autre métal lourd ;

- Les patients avec une variation aigué de la volémie documentée dans les 8 jours

précédents i.e. : perte ou prise de poids supérieure a 2kg ;
- Les patients ayant une pathologie rénale aigué (rejet aigu, pyélonéphrite aigué...) ;

- Les patients ayant un trouble de la vidange vésicale (résidu post-mictionnel,

incontinence urinaire) ;

- Les patients porteurs d'un trouble de la coagulation connu ou documenté (selon les

antécédents) ;
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- Les patients dont le capital veineux ne permettait pas la pose de 2 voies

périphériques de bon calibre ;

- Les sujets sous tutelle, curatelle ou en incapacité de donner leur consentement
éclairé ;
- Les sujets déja inclus dans un autre protocole de recherche interventionnel ou en

période d’exclusion ;
- Les femmes en age de procréer sans contraception efficace ;
- Les femmes enceintes ou allaitantes.

Le recrutement des patients était réalisé lors d’une consultation ou a l'occasion d’une

hospitalisation dans le service de Néphrologie du CHU de Limoges.

2.2. Traceur étudié
Comme nous l'avons vu précédemment, l'inuline est le traceur de la filtration glomérulaire

historique.

Elle est commercialisée sous le nom de PROINULINE SERB 25%® (DCI : Polyfructosan-S =
Sinistrine) par le laboratoire Serb (53 rue Villiers-de-I'lsle-Adam.75020 PARIS (01-44-62-55-00))
avec 'AMM : Z.Nr.12687 (20.10.1964) (ATC-Code: VO4CHO1). Elle est distribuée sous la forme
d’ampoules de 20ml contenant 5g de Polyfructosan. Les excipients sont le lactate de sodium,

I'hydroxyde de sodium, I'acide lactique et I'eau pour préparation injectable.

L'inuline (Proinuline®) était en stock a la pharmacie centrale du CHU de Limoges et était
utilisée dans le conditionnement délivré par le laboratoire pharmaceutique commercialisant le
produit. L’étiquetage des ampoules était réalisé par la Pharmacie de I'Hopital, conformément a la
réglementation en vigueur et le pharmacien avait la responsabilité de la comptabilité du produit, de
la vérification de la date de péremption et de sa conservation dans les conditions recommandées
(c'est-a-dire a température ambiante). Les unités thérapeutiques utilisées ou non étaient

rapportées a la pharmacie pour étre comptabilisées puis détruites aprés accord écrit du promoteur.

2.3. Schéma de la recherche
2.3.1. Visite de pré-inclusion
La pré-inclusion était réalisée a I'occasion d’'une consultation, aprés information du patient,
dans la mesure ou les critéres d’inclusion étaient remplis et ou le patient ne présentait pas de

critére de non-inclusion. Elle avait lieu au plus t6t 6 mois avant la visite d’inclusion.
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L’examen clinique permettait de colliger les informations suivantes : la justification de la
mesure du DFG, 'age, le sexe, le poids, la taille pour le calcul de I'lMC et de la surface corporelle
(selon la formule de Dubois), les antécédents importants, les traitements habituels et la pression

artérielle.

Au plan paraclinique, le bilan biologique effectué était le bilan standard réalisé lors des
consultations de suivi de transplantation rénale ou de néphrologie : créatinine plasmatique avec
calcul du DFG par MDRD, urée sanguine, ionogramme sanguin, réserve alcaline, calcémie,
phosphatémie, uricémie, albuminémie, pré-albuminémie, bilan hépatique (transaminases,
phosphatase alcaline, gamma-GT), Numération Formule Sanguine et plaquettes. Le bilan urinaire
était réalisé sur un échantillon et comprenait les dosages de la protéinurie, de la créatininurie, de la

natriurése et de la kaliurése.

Un délai de réflexion de quelques jours était laissé au patient qui était ensuite recontacté par
téléphone pour confirmer son accord et planifier la recherche. L’inclusion avait lieu le jour de la

recherche.

2.3.2. Visite pour la conception de I'estimateur bayésien
Les patients qui répondaient aux critéres d’inclusion et qui ne présentaient pas de critére de
non-inclusion étaient hospitalisés au Centre d’Investigation Clinique (CIC) durant une journée

d’hospitalisation de jour.

Avant tout examen clinique ou paraclinique lié a la recherche, un des investigateurs du
service de Néphrologie recueillait le consentement libre, éclairé écrit et signé du patient. Aprés lui
avoir rappelé l'objectif, les modalités de I'étude, la nature des contraintes, les risques prévisibles et
les bénéfices attendus ainsi que ses droits dans le cadre de la recherche biomédicale,
linvestigateur répondait aux différentes questions du patient. Un exemplaire de la note
d’information et du formulaire de consentement était remis au patient, un autre était conservé dans

le dossier médical, un troisiéme était transmis au promoteur.

L’examen clinique avait pour but de vérifier 'absence de contre-indication au démarrage du

protocole.

Le principe était de réaliser une dose de charge d’inuline puis de réaliser des prélévements
sanguins a des temps précis pour le dosage plasmatique de l'inuline et réaliser la mesure de la
clairance plasmatique de linuline. Dans un second temps, une nouvelle dose de charge était
réalisée puis le traceur était perfusé pour obtenir une concentration plasmatique-cible, dite « a
I'équilibre ». Le débit de perfusion était adapté au DFG estimé par la formule du MDRD. Des
prélévements plasmatiques et urinaires étaient réalisés a des temps donnés pour la réalisation de
dosages plasmatiques et urinaires de linuline et obtenir la mesure de la clairance rénale a

I'équilibre de l'inuline (figure 11).
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Puis, avec l'aide du service de Pharmacologie, Toxicologie et Pharmacovigilance de
Limoges, un estimateur bayésien de la clairance plasmatique de l'inuline a été développé afin de
simplifier la mesure du DFG en pratique clinique quotidienne avec uniquement 2 a 3 dosages
plasmatiques d’inuline (donc un nombre limité de prélevements sanguins et aucun prélévement

urinaire).

2.3.3. Déroulement en pratique

- L’admission du patient était réalisée a 8h, a jeun.

- Le patient était hydraté par 300ml d’eau per os (ce qui pouvait étre adapté par le médecin

selon I'état clinique du patient).

- Un cathéter était mis en place dans une veine de chaque avant-bras pour la réalisation des

injections d’inuline d’un coté et des prélévements sanguins de l'autre.

- Un premier prélévement sanguin était réalisé pour la mesure de la créatinine plasmatique,

de l'urée sanguine, du ionogramme sanguin et de PO d’inuline.

- Une premiére analyse urinaire était également réalisée pour la mesure de la protéinurie, de

la créatininurie, de la natriurése, de la kaliurése et de UO de l'inuline.

- Une bandelette urinaire pour détection des B-HCG urinaires était effectuée chez les

femmes en age de procréer.

2.3.3.1. Clairance plasmatique de l'inuline

La matinée était consacrée a la mesure de la clairance plasmatique de I'inuline.
La dose de charge d’inuline était effectuée a 8h30 selon la posologie suivante :
- inuline (Polyfructosan) : 40 mg.kg™" soit 0,16 ml.kg™.

L’inuline était diluée dans 20ml de NaCl a 0,9% puis injectée en Intra-Veineuse Lente (IVL)

sur 10 minutes en plagant un filtre de 22um sur le trajet de I'injection.

L’administration se faisait en présence d’'un néphrologue afin de vérifier 'absence de toute

manifestation allergique.

Le TO correspondait a la fin de la dose de charge. Un intervalle de temps de 60
minutes correspondant au temps de diffusion de I'inuline dans I'organisme était respecté. Puis des
prélévements sanguins pour les dosages plasmatiques (P) de linuline étaient effectués selon le

timing suivant :
- P1 aT90min;
- P2aT120min ;

- P3aT180min;
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- P4 aT240min ;
- P5aT270min;

De plus, le patient était hydrataté par 400ml d’eau per os en milieu de procédure (soit entre

P2 et P3). La phase des clairances plasmatiques s’achevait vers 13h.

2.3.3.2. Clairance rénale a I’équilibre de ’'inuline

L’aprés-midi était consacrée a la mesure de la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline.
Le patient était a nouveau hydrataté par 300ml d’eau per os.

A T280min, une 2°™ dose de charge d'inuline était réalisée, a la méme dose et selon les

mémes modalités que la 1°,

A T290min (a la fin de la dose de charge), la perfusion continue était débutée. Une ampoule
d’inuline était diluée dans 500 ml de G5% en plagant un filtre de 22um sur le trajet de perfusion. Le
débit de la perfusion était ajusté a la fonction rénale présumée (selon MDRD) pour compenser
I'élimination rénale des traceurs et obtenir une concentration plasmatique cible de 0,2 mg.ml" a

partir de la formule suivante : Débit du traceur a perfuser = Concentration cible x DFG.

En pratique, pour un DFG estimé a 60 ml/min/1,73m? selon la formule du MDRD, le débit a
perfuser était donc de 0,2 x 60 soit 12 mg.min™'. Une ampoule de 20 ml de Proinuline a 25% étant
diluée dans 500 ml de G5% (soit 5g de Polyfructosan dilués dans 500 ml de G5%, soit une
concentration de 10 mg.ml'), ce débit équivalait a 1,2 ml.min”' pour un DFG estimé a 60

ml/min/1,73m?2.

Un intervalle de temps de 60 minutes (90 minutes pour les DFG estimés a moins de 20
ml/min/1,73m? par MDRD) était respecté. Cet intervalle correspondait au temps de diffusion de
linuline dans l'organisme et était mis a profit pour prendre un déjeuner sans protéine. Puis le

patient devait vidanger complétement sa vessie par miction.

La perfusion d’inuline durait ensuite 3 heures. 3 périodes d’1 heure étaient déterminées une
1¢¢ période entre T350 et T410min, une 2" entre T410 et T470min et une 3°™ entre T470 et

T530min. Au début de chaque période, le patient devait boire 400ml d’eau.
Des prélévements sanguins (P) pour les dosages plasmatiques de l'inuline étaient effectués :
- P6 a T380min ;
- P7 aT440min;

- P8aT1500min;
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Les prélévements urinaires étaient réalisés a la fin de chaque période, par vidange compléte

de la vessie (miction) :
- U1 aT410min;
- U2aT470min ;
- U3 aT530min;
Le volume urinaire de chaque période était consigné.

Apres vérification de 'absence d’événement indésirable, le patient pouvait rentrer a domicile.
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Figure 11 : Résumé des prélévements plasmatiques et urinaires du protocole (valeurs

plasmatiques d’inuline données a titre d’exemple)
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Tableau 2 : Résumé du déroulement de la recherche
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2.4. Aspects reglementaires

Les patients pouvaient arréter le protocole sur leur simple demande, a la demande du
promoteur, en cas d’événement indésirable grave ou en cas de déviation majeure au protocole. Le
motif de la sortie d’étude devait étre précisé sur le carnet d’observation et dans le dossier médical
du patient. En cas de sortie du protocole d’'un ou plusieurs patients, d’autres patients étaient inclus

pour atteindre le nombre de sujets nécessaires qui avait été défini au préalable.

En l'absence d’événement indésirable, aucun suivi n’était nécessaire. Les patients ne
pouvaient participer a plusieurs protocoles simultanément. Aucun délai d’exclusion n’était
nécessaire en cas de sortie récente d’un autre protocole, sauf mention contraire du protocole

auquel le patient participait précédemment.

Si le patient ne pouvait pas étre inclus dans le protocole, il bénéficiait de la mesure habituelle
de la fonction rénale par la clairance rénale a I'équilibre de linuline en hépital de jour de
Néphrologie. Dans la mesure ou le protocole n’avait pas recours aux volontaires sains, aucune

indemnisation financiére n’était envisagée.

L’événement indésirable (article R.1123-39 du code de la santé publique) est défini comme
toute manifestation nocive survenant chez une personne qui se préte a une recherche
biomédicale, que cette manifestation soit liée ou non a la recherche ou au produit sur lequel porte
cette recherche. L'événement indésirable grave (article R.1123-39 du code de la santé publique et
guide ICH E2B) correspond a tout événement indésirable qui entraine la mort, met en danger la
vie de la personne qui se préte a la recherche, nécessite une hospitalisation ou la prolongation de
I'nospitalisation, provoque une incapacité ou un handicap importants ou durables, se traduit par
une anomalie ou une malformation congénitale ou tout événement considéré médicalement grave

et s'agissant du médicament, quelle que soit la dose administrée.

Les évenements indésirables graves attendus dans le protocole DFGBay étaient ceux liés a
l'inuline (RCP Proinuline®) ainsi que ceux liés aux prélevements sanguins. Il existait un risque rare

de survenue d’'une réaction d’hypersensibilité.

L’investigateur évaluait chaque événement indésirable au regard de sa gravité puis le
notifiait au promoteur, sans délai. L’investigateur devait suivre le patient ayant présenté un
événement indésirable grave jusqu’a sa résolution, une stabilisation a un niveau jugé acceptable

par I'investigateur ou le retour a I'état antérieur, méme si le patient était sorti de I'essai.

Le promoteur déclarait selon les délais en vigueur les effets indésirables a TANSM et au

Comité de Protection des Personnes compétent.

Pour cette étude, en raison des faibles risques encourus, la constitution d’'un comité de

surveillance n’était pas nécessaire
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Le promoteur et les investigateurs s’étaient engagés a ce que cette recherche soit réalisée
en conformité avec la loi n°2004-806 du 9 ao(t 2004, ainsi qu'en accord avec les Bonnes
Pratiques Cliniques (I.C.H. version 4 du 1er mai 1996 et décision du 24 novembre 2006) et la
déclaration d’Helsinki (qui peut étre retrouvée dans sa version intégrale sur le site

http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/).

2.5. Dosages

Les dosages de la créatinine plasmatique, de I'urée sanguine, du ionogramme sanguin, de
la protéinurie, de la créatininurie, de la natriurése et de la kaliurése étaient réalisés dans le service
de Biochimie du CHU de Limoges. Le dosage de la créatinine plasmatique était réalisé en
méthode de Jaffé (colorimétrique cinétique) compensée dite « IDMS traceable » jusqu’au
15/04/2015 (soit jusqu’au patient n°16 inclus) puis en méthode enzymatique (Créatinine dégradée

en glycine) a partir de cette méme date.

Le dosage de l'inuline était réalisé dans le service d'immunologie du CHU de Saint-Etienne
(tube conditionné a une température de 4°C pour envoi). Le dosage était réalisé grace a une

technique enzymatique (cf Annexe 1) puis par spectrométrie de masse.

2.6. Modeéle Bayésien

La pharmacocinétique de population (PKPOP) est une technique qui utilise des modéles
mathématiques pour décrire I'exposition @ un meédicament donné. A partir des concentrations
mesurées a différents temps de prélévement aprés la prise du médicament au cours d’'un essai
clinigue, un modele de PKPOP est construit. Ce modele consiste en un vecteur de paramétres
pharmacocinétiques et de leur facteur de dispersion (par exemple pour un modéle simple a 1
compartiment : le volume de distribution, la clairance d’élimination et leur variance respective dans
la population). Ce modéle peut ensuite étre utilisé pour réaliser des simulations ou pour estimer
'exposition chez un nouvel individu a partir d'un nombre trés restreint de concentrations
mesurées : 1 a 3 par exemple pour individualiser la posologie d’'un médicament. Cette estimation
est basée sur le théoréme de Bayes (probabilité conditionnelle), d’'ou le terme d’estimateur
bayesien. Ainsi, pour I'estimation de paramétres pharmacocinétiques individuels, les informations
pharmacinétiques de la population dans laquelle le modéle a été développé sont combinées aux
concentrations plasmatiques individuelles du médicament concerné. Selon le nombre
d’échantillons plasmatiques disponibles, le modéle s’appuie plus ou moins sur les données de la

population.

La modélisation a été réalisée par I'équipe de Pharmacologie du CHU de Limoges dans le

package R Pmetrics® (79) qui est une interface R pour le logiciel NPAG (Non Parametric
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Adaptative Grid). Du fait du choix, a priori de la répartition des patients selon leur DFG, la
distribution des DFG dans notre population ne remplissait pas la condition de normalité et donc
'approche non paramétrique (c’est-a-dire qui ne faisait pas d’hypothése a priori sur la normalité de
la distribution des parameétres pharmacocinétiques) était tout a fait adaptée. Différents modeles ont
été successivement testés (1 compartiment avec élimination d’ordre 1 et 2 compartiments avec
élimination d'ordre 1) ainsi que la transformation logarithmique des parameétres
pharmacocinétiques et comparés sur la base de leurs performances et des paramétres BIC

(Bayesian Information Criterion) et AIC (Akaike Information Criterion).

2.7. Aspects statistiques
2.7.1. Calcul de la taille d’étude
Les formules classiques de détermination du nombre de sujets nécessaire reposent sur la
normalité de la distribution des parameétres pharmacocinétiques. Cela n’était pas possible dans le
cas du protocole DFGBay, les DFG ayant été volontairement répartis dans les différents stades de
MRC.

Cependant, le Centre d'Epidémiologie, de Biostatistique et de Méthodologie de la Recherche
(CEBIMER) du CHU de Limoges a estimé préalablement le nombre de sujets a inclure. Un nombre
de 30 sujets évaluables permettait d’estimer un coefficient de corrélation intraclasse attendu de
0,95 avec une précision de 0,035 de son intervalle de confiance a 95 % (calcul réalisé au moyen
du logiciel Nquery Advisor V7.0) (80).

2.7.2. Méthodes statistiques employées

Les analyses statistiques ont été réalisées a 'aide du logiciel MedCalc® V14.8.1.

2.7.2.1. Analyse descriptive
Les variables quantitatives ont été décrites selon moyenne + écart type. Les variables

qualitatives ont été décrites par les effectifs et leur pourcentage.

2.7.2.2. Analyse du résultat principal
L’évaluation du DFGBay par rapport a la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline (Gold
Standard) était réalisée a I'aide du coefficient de corrélation intra-classe, du biais, de I'écart a la
moyenne (ME%), de la RMSE (Root Mean Square Error, racine carrée de l'erreur quadratique

moyenne), du P30 et du nombre de patients dont le stade de MRC était bien évalué.

2.7.2.2.1. Evaluation de la fiabilité

L’étude de la corrélation était réalisée par la détermination du coefficient de corrélation
intraclasse (ICC) associé a son intervalle de confiance a 95 % (Absolute agreement, single
measures) (81). Celui-ci mesurait la force de la relation existant entre deux variables. Plus

'ICC était proche de 1, plus la relation entre les deux mesures était forte. Classiquement, la
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corrélation est faible lorsque les coefficients de corrélation sont inférieurs a 0,5, modérée entre 0,5
et 0,75, forte au-dessus de 0,75 et excellente au-dela de 0,90 (82). Un test de Wilcoxon (test non

paramétrique) a été également réalisé pour ces échantillons appariés.

2.7.2.2.2. Evaluation de la justesse
Le biais correspondait a I'erreur systématique de I'estimation. Il était calculé par la moyenne
des différences entre le DFGBay et le DFG mesuré par le gold standard. Il permettait de conclure

a une sur ou a une sous-estimation de la méthode dans la population étudiée.

Le biais absolu étant souvent dépendant du niveau de DFG, le biais relatif exprimait I'erreur

systématique en pourcentage du DFG mesuré (ME%), ce qui correspondait a I'écart a la moyenne.

. 1 n
ME% = — > % 100,
T ; Pe:

(Prediction — Observation)

PE;

Observation

2.7.2.2.3. Evaluation de la précision
La précision était représentée par la dispersion de l'erreur autour du biais, évaluée par
I'écart-type du biais et la RMSE (Root Mean Square Error). Plus I'écart-type et la RMSE étaient

faibles, plus la dispersion de I'erreur était faible et plus la mesure était précise.

n 2

f _
RMSEY% = \/"/Mx 100.
2.7.2.2.4. Evaluation de I’exactitude
L’exactitude combinait la précision et le biais et était évaluée par le P30 qui représentait le
pourcentage de DFG estimé se situant dans les 30 % autour du DFG mesuré (écart a la moyenne
inférieur a 30%). Le P30 est reconnu par les KDOQI comme un critere d’évaluation de la
performance d’une formule, synthétique et aisément transposable pour le clinicien. Une méthode

est qualifiée d’exacte lorsque P30 est supérieur a 75% (83).

La représentation conjointe du biais et de la précision étre réalisée a I'aide d’'un graphique de
Bland et Altman avec en abscisses la moyenne des DFG mesurés et estimés et en ordonnées la
différence entre le DFG estimé et le DFG mesuré. Chaque mesure était représentée et le nuage
de points donnait I'impression visuelle de la dispersion des valeurs autour du biais figuré par une
ligne horizontale. La précision était représentée par deux lignes comprenant entre elles 95 % des

estimations (correspondant a 2 écarts-types).
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2.7.2.3. Analyses des résultats secondaires
Les performances des différentes formules d’estimation du DFG (MDRD, CKD-EPI et
Walser) et de la mesure du DFG par la clairance plasmatique de l'inuline (corrigée selon la formule
de Bréchner-Mortensen) étaient évaluées par rapport a la clairance rénale a I'équilibre de I'inuline

(gold standard) grace aux mémes paramétres que ceux de I'analyse principale.
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3. Résultats

3.1. Population

Entre le 14 janvier 2015 et le 13 juillet 2015, 30 patients ont été inclus dans I'étude DFGBay.
Le tableau 3 présente le recueil des données pertinentes. Le tableau 4 expose les caractéristiques
cliniques des patients notamment celles susceptibles d’influencer le DFG et son estimation par les
différentes formules : le sexe, I'age, le stade de la Maladie Rénale Chronique (selon MDRD et
selon la clairance rénale a I'équilibre de I'inuline), I'état nutritionnel (poids, IMC et Surface Cutanée
(SC) et albuminémie), le fait d’étre transplanté rénal ou diabétique et certaines thérapeutiques
(immunosuppresseurs, Sulfaméthoxazole-Triméthoprime (Bactrim®), IEC, ARAII). Les patients
inclus étaient majoritairement masculins (73,33 % d’hommes contre 26,67 % de femmes), agés de
23 a 77 ans (4ge moyen de 52 ans) et transplantés rénaux dans 70 % des cas. Sur les 9 patients
non transplantés rénaux, 5 d’entre eux bénéficiaient d'une mesure de le DFG dans le cadre du

bilan pour un don de rein vivant.
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Tableau 4 : Caractéristiques des patients de I'étude

Sexe
Femmes
Hommes

Age (ans)

Créatinine plasmatique (umol/l)
DFG estimé par MDRD (ml/min/1,73m’)

Stade de la MRC (MDRD)
I
Il
1l
%
\"
Stade de la MRC (Gold Standard)
I
Il
i
%
\"

Poids (kg)

IMC (kg/m°)

IMC < 20
IMC entre 20 et 30
IMC > 30

Surface Corporelle (mz) selon la formule de Dubois

Albuminémie
Albuminémie inf a 40g/I
Albuminémie sup a 40g/|

Diabétiques ?

Diabétiques
Non-diabétiques

Transplantés ?
Transplantés
Non transplantés

Dons de rein
Autre

Traitement immunosuppresseur (Transplantés)
Anti-calcineurines
MMF (Cellcept®)
Corticoides
Azathioprine (Imurel®)
MMF (Myfortic®)

Autres traitements
Bactrim ©
IEC ou ARAII

N
8
22

10
10

20

20

25

21

21
12

10

%
26,67%
73,33%

6,67%
26,67%
36,67%
20,00%
10,00%

3,33%
23,33%
33,33%
33,33%

6,67%

10,00%
66,67%
23,33%

28,57%
71,43%

16,67%
83,33%

70,00%

30,00%
55,56%
44,44%

100,00%
57,14%
38,10%
14,29%

4,76%

3,33%
33,33%

Moyenne

52

191

48

78

27

1,89

SD IC95%

+13 [47-57]

+139 [136-244]

+28 [37-59]
+19 [71-86]
5 [25-29]

+0,24 [1,79-1,98]
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Figure 12 : Diagrammes en boites de certaines caractéristiques démographiques
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3.2. Objectif principal: DFGBay versus Gold Standard

Le tableau 5 regroupe les résultats bruts des concentrations plasmatiques de linuline
nécessaires a I'élaboration du modéle bayésien de la clairance plasmatique de l'inuline : PO a TO,
P1 a T90min, P2 a T120min, P3 a T180min, P4 a T240min et P5 a T270min. Le Spaghetti plot
(figure 13) montre I'ensemble des concentrations plasmatiques chez les 30 patients. PO
correspondait au blanc et était retranché des concentrations P1, P2, P3, P4 et P5 pour
I'élaboration du modeéle. La mesure du DFG par le Gold Standard (clairance rénale a I'équilibre de
l'inuline) nécessitait 3 concentrations plasmatiques d’inuline : P6 a T380min, P7 a T440min et P8 a
T500min et 3 concentrations urinaires d’'inuline U1 a T410min, U2 & T470min et U3 a T530min
ainsi que les volumes urinaires pour appliquer la formule (U.V)/P sur les trois périodes de temps
prédéfinies. A noter que le volume du recueil urinaire de la 3°™ période de la clairance rénale a
I'équilibre de l'inuline de la patiente n°12 n’a pas été consigné. La mesure de la clairance rénale a
I'équilibre a donc été faite a partir de la moyenne des valeurs des deux premiéres périodes

uniquement.

Ohbseryation
100

10

Figure 13 : Spaghetti plot : décroissance des concentrations plasmatiques de l'inuline chez

les 30 patients
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Concentrations plasmatiques (PO a P8), concentrations

[tats bruts

ésu

R
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Le modéle final retenu était le modéle un compartiment et élimination du 1er ordre (premier
ordre, c'est-a-dire que la vitesse d'élimination du médicament était proportionnelle a sa

concentration dans le milieu intérieur) avec une transformation logarithmique des parameétres

pharmacocinétiques (Cl et Vd) : C = Co .e™
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Figure 14

A gauche : représentation des résidus en fonction des valeurs observées et du temps.

A droite : distribution des résidus
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Les résidus pondérés (weighted residual error) représentaient la différence entre les
concentrations plasmatiques observées et celles prédites par le modéle, pondérées par I'erreur de
mesure. |l s’agissait de vérifier qu’il n’existait pas d’erreur systématique (positive ou négative)
aussi bien selon les concentrations observées que selon le temps. Les résidus étaient répartis de

maniére homogéne aussi bien selon les concentrations prédites que selon le temps (figure 14).

La distribution des résidus (tests de d’Agostino, de Shapiro-Wilk et de Kolmogorov-Smirnov)

était gaussienne, ce qui est un autre critére de validation du modéle

La figure 15 illustre une trés bonne corrélation entre les valeurs observées et les valeurs
prédites par le modele, ce qui est corroboré par les courbes individuelles des patients (Figures 16,
17 et 18) ;
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Figure 15 : Valeurs prédites et valeurs observees
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La matrice de variance/covariance est reportée dans le tableau 6. Elle correspond a la

variabilité pour un paramétre donné (variance) et entre les paramétres (covariance).

Tableau 6 : Variance et covariance

mean sd CcVv var median
V |2.55443497065917 | 0.163121635895424 | 6.38582065188884 | 0.0266086680971993 | 2.60429687611759
CL | 0.75931176209259 | 0.380683824188123 | 50.1353782718965 | 0.144920173998494 | 0.751464843793656
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Figure 16 : Courbes individuelles (patients 1 a 9) : courbes prédites et valeurs observées
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Figure 17 : Courbes individuelles (patients 10 a 18) : courbes prédites et valeurs observées
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Le DFG moyen mesuré par la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline était de 44,8 + 25,2
ml/min/1,73m?, IC95 % = [35,4-54,2].

Le DFGBay moyen était de 35,8 + 15,2 ml/min/1,73m?, IC95 % = [30,2-41,5].
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Figure 19 : Corrélation entre le DFGBay et le Gold Standard

La fiabilité du DFGBay par rapport au Gold Standard était évaluée par un coefficient de
corrélation intra-classe a 0,72, IC95 % =[0,36-0,87]. Le test de Wilcoxon retrouvait un p = 0,02, ce

qui témoignait de différences statistiquement significatives entre les résultats des 2 méthodes.

En matiere de justesse, DFGBay sous-estimait le DFG avec un biais moyen absolu de -9

ml/min/1,73m?. L’écart a la moyenne était de 6,4 %.
La RMSE (qui rend compte de la précision) montrait une dispersion importante : 38 %.

L’exactitude, évaluée par P30, était de 73 %. Le pourcentage de patients bien classés dans
le stade de MRC était de 57 %.
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Figure 20 : Graphique de Bland-Altman DFGBay versus Gold Standard

Les performances du DFGBay ont été analysées en sous-groupes en fonction du DFG
mesuré par le Gold Standard. Malgré le faible effectif de patients et 'absence de prévision d’'une
analyse en sous-groupes dans le protocole, 3 sous-groupes ont été distingués: DFG < 30
ml/min/1,73m?, DFG compris entre 30 et 60 ml/min/1,73m? et DFG > 60 ml/min/1,73m?2.

Pour les DFG inférieurs a 30 ml/min/1,73m? le DFGBay surestimait le DFG avec un biais
moyen absolu de 2,7 ml/min/1,73m?. L’exactitude était évaluée par P30 et le pourcentage de sujets

bien classés dans le stade de MRC, qui étaient tous deux a 80 %.

Pour les DFG compris entre 30 et 60 ml/min/1,73m?, le DFGBay sous-estimait le DFG avec
un biais moyen absolu de -8,3 ml/min/1,73m?. L’exactitude était évaluée par un P30 a 75% et une

proportion de sujets bien classés dans le stade de MRC de 58 %.

Pour les DFG supérieurs a 60 ml/min/1,73m? le DFGBay sous-estimait le DFG avec un biais
moyen absolu de -24,5 ml/min/1,73m? L’exactitude était évaluée par un P30 a 50 % et une

proportion de sujets bien classés dans le stade de MRC de 25 %.
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3.3. Objectifs secondaires
3.3.1. MDRD versus Gold standard
Le DFG moyen mesuré par la formule du MDRD était de 47,6 + 27,9 ml/min/1,73m? ; IC95 %
= [37,2-58,0].
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Figure 21 : Corrélation entre MDRD et le Gold Standard

La fiabilit¢ de la formule du MDRD par rapport au Gold Standard était évaluée par un
coefficient de corrélation intra-classe de 0,90, IC95 % = [0,80-0,95]. Le test de
Wilcoxon déterminait un p = 0,27, témoignant d’une différence non statistiquement significative

entre les résultats des 2 méthodes.

En matiére de justesse, MDRD surestimait le DFG avec un biais moyen absolu de 2,8

ml/min/1,73m?2. L’écart a la moyenne était de 7,9 %.
La RMSE (qui rend compte de la précision) montrait une dispersion importante : 32,4 %.

L’exactitude était évaluée par P30, qui était de 76,6 %, et par le pourcentage de patients

bien classés dans le stade de MRC, qui était de 53 %.
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Figure 22 : Graphique de Bland-Altman MDRD versus Gold Standard

3.3.2 CKD-EPI versus Gold standard

Le DFG moyen mesuré par la formule de CKD-EPI était de 50,6ml/min/1,73m? +30,3 IC95 %
= [39,3-62].
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Figure 23 : Corrélation entre CKD-EPI et le Gold Standard

La fiabilité de CKD-EPI par rapport au Gold Standard était évaluée par un coefficient de
corrélation intra-classe de 0,89, IC95 % = [0,7521 -0,9497]. Le test de Wilcoxon déterminait un p =
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0,03, ce qui témoignait d’'une différence statistiquement significative entre les résultats de ces deux

méthodes

En matiere de justesse, CKD-EPI surestimait le DFG avec un biais moyen absolu de 5,8

ml/min/1,73m?2. L’écart a la moyenne était de 12,9 %.
La RMSE montrait une dispersion importante : 34,9 %.

L’exactitude était évaluée par P30, qui était a 73,3 %, et par le pourcentage de patients bien

classés dans le stade de MRC, qui était de 53,3 %.

40 |-
ol +1.96 SD
S 29,4
o o
n oo
o X . o o
g o
< o)
z o
»n 10
(SRS
2 o o Mean
Q o 5,8
I~ 0 o) o (0)
i S
) o o °
oo
S ok o o
-1.96 SD
20 o -17,8
30 [ ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1 ‘ 1
0 20 40 60 80 100 120

Mean of CKD-EPI and Gold Standard

Figure 24 : Graphique de Bland-Altman CKD-EPI versus Gold Standard

3.3.3 Formule de Walser versus Gold Standard
Le DFG moyen mesuré par la formule de Walser était de 50,3 + 27,7 ml/min/1,73m? 1C95 %
= [40,0-60,6].

La fiabilit¢ de la formule de Walser par rapport au Gold Standard était évaluée par un
coefficient de corrélation intra-classe de 0,87, IC95 % = [0,73-0,94]. Le test de Wilcoxon
déterminait un p=0,03, ce qui témoignait d’'une différence statistiquement significative entre les

résultats de ces deux méthodes.

En matiére de justesse, la formule de Walser surestimait le DFG avec un biais moyen absolu

de 5,5 ml/min/1,73m?. L’écart a la moyenne était de 17,5 %.

La RMSE montrait une dispersion importante : 39,1 %.
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Figure 25 : Corrélation entre la formule de Walser et le Gold Standard

L’exactitude était évaluée par le P30 qui était de 70 %, et par le pourcentage de patients bien

classés dans le stade de MRC qui était de 60 %.

40
o]
+1.96 SD
30 30,2
- o
o )
o 20 o
(1]
g i o o o
o]
% 10 5 PN
o a Mean
(3 o o °©° o o o 55
é O OO O O
s 2 ©
o)
= Lok o
i ° -1.96 SD
20} 7193
i o)
-30 ul L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
0 20 40 60 80 100 120

Mean of Walser and Gold Standard

Figure 26 : Graphique de Bland-Altman Walser versus Gold Standard
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3.3.4 Clairance plasmatique de l'inuline (corrigée selon la formule de
Brochner-Mortensen) versus Gold Standard

Le DFG moyen mesuré par la clairance plasmatique de l'inuline, corrigée selon la formule de
Bréchner-Mortensen était de 50,4 +24,5 1C95 % = [41,2-59,6].
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Figure 27 : Corrélation entre la clairance plasmatique (corrigée selon la formule de Bréchner-

Mortensen) de I'inuline et le Gold Standard

La fiabilité de la clairance plasmatique de l'inuline (corrigée selon la formule de Brdochner-
Mortensen) par rapport au Gold Standard était évaluée par un coefficient de corrélation intra-
classe a 0,91, IC95 % = [0,75-0,96]. Le test de Wilcoxon déterminait un p = 0,004, ce qui

témoignait d’une différence statistiquement significative entre les résultats de ces deux méthodes.

En matiére de justesse, la clairance plasmatique de l'inuline (corrigée selon la formule de
Brochner-Mortensen) sur-estimait le DFG avec un biais moyen absolu de 5,6 ml/min/1,73m?.

L’écart a la moyenne était de 23 %.
La RMSE montrait une dispersion importante : 43 %.

L’exactitude était évaluée par P30, qui était de 70 %, et par le pourcentage de patients bien
classés dans le stade de MRC, qui était de 53 %.
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CKD-EPI Walser

MDRD

Clairance plasmatique

DFGBay

Gold standard

N° Créatinine plasmatique

(Brochner-Mortensen)

umol/I

Tableau 7 : DFG mesurés par la clairance rénale a I'équilibre de l'inuline (Gold Standard) et
estimés par le DFGBay, la clairance plasmatique de I'inuline (corrigée selon la formule de

Brochner-Mortensen) et par les formules d’estimation (MDRD, CKD-EPI et Walser)

20
81
99
51
114
89
48
10
16
45
72
54
70
23
57
16
15
62
42
23
47
38
45
33
57
41
82
15
91
53

15
84
104
48
105
104
44
8
13
41
78
55
80
22
60
15
12
73
41
20
51
37
46
29
57
35
84
15
96
47

15
78
96
46
110
89
42
9
12
39
71
50
7]
22
56
15
11
65
40
20
47
35
44
29
54
34
78
15
88
48

26
86
89
44
89
78
34
20
19
37
78
45
81
27
54
23
24
67
34
30
63
34
52
19
64
50
90
24
80
Sl

19
53
68
30
68
59
25
19
19
33
50
37
49
23
37
20
22
55
24
21
37
22
36
21
40
32
57
24
45
31

16
68
80
39
77
86
23
8

10
32
59
44
86
25
54
17
20
27
70
30
54
34
57
39
70
22
95
30

21
51

355
88
58

137
51
67

114

556

513

120

101

103

105

256

121

387

381

117

158

279

146

184

148

205

125

137
88

361
81

127

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
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Tableau 8 : Performances des différentes méthodes d’estimation du DFG par rapport a la

clairance rénale a I'équilibre de l'inuline

ICC Biais absolu ME RMSE P30 |Stade IRC
DFGBay 0,721C95 % = [0,37 -0,87] | -9ml/min/1,73m> | 6,4%. 38% 73% 57%

CLP Inuline (B-M) |0,91 1C95 % = [0,75 -0,96]| 5,6ml/min/1,73m°| 23% | 43% | 70% | 53,30%
MDRD 0,901C95 % = 0,80-0,95] | 2,8ml/min/1,73m’| 7,9%. |32,40% | 76,60% | 53%

CKD-EPI 0,891C95 % = 0,75 -0,95] | 5,8ml/min/1,73m’ | 12,9%. | 34,90% | 73,30% | 53,00%
Walser 0,871C95 % = 0,72 -0,941| 5,5ml/min/1,73m’ | 17,5%. |39,1%. | 70% | 60%

3.4 Simulations

La simulation des temps de prélévements les plus informatifs (figure 29) par I'algorithme

mathématique du package R Pmetrics® suggérait deux temps de prélévements : un précoce (fin

de perfusion par exemple) et un plus tardif (vers 5 heures, soit T300min).

Output
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150
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50

Time (h)

Figure 29 : Simulation des temps de prélévements optimaux
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3.5 Tolérance

Aucun effet indésirable n'a été a déplorer pour les 30 patients.
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4 Discussion

La ou le cardiologue posséde I'échographie pour évaluer la Fraction d’Ejection du Ventricule
Gauche ou d’autres paramétres fonctionnels cardiaques et la ou le pneumologue évalue les
capacités respiratoires de son patient a l'aide des Explorations Fonctionnelles Respiratoires, le
néphrologue, en pratique clinique quotidienne, n’a en sa possession que des formules d’estimation
du Débit de Filtration Glomérulaire a partir de la créatinine plasmatique. Comme toutes les
estimations, celles-ci sont imparfaites pour des raisons multiples exposées dans les Généralités.
On retient notamment les variations dans le dosage de la créatinine plasmatique selon les
laboratoires ou les différents facteurs anthropométriques qui influencent la masse musculaire
(sexe, age, ethnie, perte de masse musculaire par maladie chronique, amputation, paraplégies
notamment) et qui sont intégrés a des degrés variables dans les différentes formules d’estimation.
D’autres paramétres physiologiques sont impliqués dans cette imprécision comme la sécrétion
tubulaire de la créatinine, variable d’'un patient a l'autre mais aussi sous l'effet de certains

médicaments.

Pour les patients qui nécessitent la connaissance précise du DFG, il existe deux types de
mesures : les clairances plasmatiques et les clairances rénales a I'équilibre. La clairance rénale a
I'équilibre de linuline est un des gold standard mais elle a I'inconvénient d’avoir une mise en
ceuvre complexe (hospitalisation de jour, position allongée, prélévements urinaires multiples...). La
clairance plasmatique de linuline s’affranchit des prélévements urinaires. Les différentes études
s’accordent sur le fait que la clairance plasmatique surestime le DFG mais qu’il existe néammoins
une bonne corrélation avec la clairance rénale a I'équilibre lorsque de nombreux prélévements

sanguins sont réalisés. Ainsi, elle est totalement incompatible avec la pratique clinique.

Afin de pouvoir utiliser la clairance plasmatique de linuline de fagon courante, certains
auteurs se sont attachés a réduire le nombre de prélévements plasmatiques tout en essayant de

maintenir une justesse et une précision satisfaisantes.

4.1 Objectif principal : DFGBay versus Gold standard
L’'idée de développer un modéle bayésien de la clairance plasmatique de linuline s’est
inspirée des méthodes pharmacocinétiques utilisées pour certains antibiotiques (comme les

aminosides) ou certains immunosuppresseurs (dont le Mycophénolate Mofétil ou Cellcept®).

A notre connaissance, seules trois études utilisent un modéle bayésien pour I'étude du DFG.
Dans les études de Benz et al.(75), de Maeda et al.(76) ainsi que de van Rossum et al.(74), les
stratégies de prélévements limités étaient bien corrélées aux clairances plasmatiques des
traceurs. Cependant, aucune de ces études ne comparait ses résultats a une méthode de

clairance rénale a I'équilibre.
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L’objectif principal de cette étude était de développer un modeéle bayésien de la clairance
plasmatique de l'inuline afin de disposer d’'une méthode d’évaluation du DFG plus précise que les
formules d’estimation courantes mais aussi moins contraignante que les méthodes de référence.
Le modele bayésien DFGBay a été ici comparé au gold standard de la clairance rénale a I'équilibre
de Tlinuline. La réalisation des différentes clairances ne s’est accompagnée d’aucun effet

indésirable.

La fiabilité du DFGBay par rapport a de la clairance plasmatique de linuline reste
insatisfaisante avec un coefficient intra-classe de 0,72, IC95 % = [0,36-0,87]. En matiere de
justesse, le DFGBay sous-estime le DFG avec un biais moyen absolu important de -9
ml/min/1,73m?2. En revanche, I'erreur a la moyenne de 6 % traduit une méthode plutét juste (6%).
Néanmoins, la précision de DFGBay est mauvaise (RMSE trés élevée) et méme moins bonne que
celle des formules d’estimation (MDRD, CKD-EPI et Walser) dans notre population. De méme,
'exactitude évaluée par un P30 de 73 % est insuffisante et seuls 57 % des patients sont classés
dans le bon stade de MRC.

Du fait de ces performances inacceptables du modéle DFGBay pour I'évaluation du DFG, la
stratégie de prélevements limités n’a pas été poursuivie car elle ne pourrait pas étre utilisée en

pratique en I'état actuel des choses.

41.1 Modele

Parmi tous les modeéles testés, celui qui se rapproche le plus de la clairance rénale a
'équilibre est un modéle a 1 compartiment avec une élimation d'ordre 1. Le modéle a 1
compartiment est cohérent avec le choix de débuter les prélévements a 90 minutes pour que
linuline ait diffusé en quasi-totalité dans son volume de distribution. L’élimination d’ordre 1 est
justifiée par le fait que la vitesse d'élimination du médicament est proportionnelle a sa
concentration dans le milieu intérieur. Enfin, une approche non paramétrique est employée du fait
d’une distribution non normale de notre population puisque définie a afin que tous les stades de la

MRC soient représentés dans I'échantillon malgré I‘effectif limité de patients.

La transformation logarithmique des paramétres a été choisie pour faciliter le choix des
valeurs initiales des paramétres pharmacocinétiques mais elle a pour conséquence de limiter
l'influence des valeurs extrémes. Cependant, l'utilisation d’'une approche non paramétrique permet
en théorie de détecter des patients extrémes la ou I'approche paramétrique aurait eu I'effet inverse
en rapprochant les patients extrémes vers la moyenne (= « shrinkage »). Il faut cependant avoir un
nombre de mesures de concentrations important pour pouvoir détecter de fagon adéquate ces

patients extrémes.
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Il existe plusieurs logiciels pour le développement de modéles bayésiens, utilisant des
algorithmes différents. Dans I'hypothése ou les résultats de DFGBay seraient influencés par un
algorithme inapproprié, la détermination du modéle a aussi été réalisée avec un algorithme
paramétrique (logiciel de modélisation NONMEM). L'utilisation de cet autre algorithme a produit

des résultats non significativement différents, ce qui a permis de réfuter cette hypothése.

Un premier critére de validité indispensable du modéle bayésien est la distribution normale
des résidus (différences entre les concentrations plasmatiques observées et celles prédites par le
modele), ce qui est bien le cas pour notre modele (tests de Shapiro-Wilk, de d’Agostino ou de

Kolmogorov-Smirnov). Cela signifie que le modéle d’erreur choisi est approprié.

Les courbes individuelles permettent de comparer les points prédits par le modéle aux points
observés lors des mesures. Les résultats obtenus sont trés satisfaisants puisque le modéle est

fidéle aux concentrations plasmatiques d’inuline réellement mesurées.

Cependant, malgré un modéle mathématique qui semble performant et les propriétés de
linuline qui en font un bon traceur de mesure de la fonction rénale, la clairance déterminée par

notre modéle bayésien n’évalue pas correctement le débit de filtration glomérulaire.

4.1.2 Pourquoi cela ne fonctionne-t-il pas ?
Sans méme avoir besoin de réaliser une étude en sous-groupes selon le DFG, la lecture des
représentations de Bland et Altman met directement en évidence un biais positif pour les DFG
inférieurs @ 30 ml/min/1,73m? et un biais négatif important pour les DFG supérieurs a 60

ml/min/1,73m?2.

Ainsi, DFGBay sous-estime le DFG des patients ayant des DFG supérieurs a 60
ml/min/1,73m?. L’explication la plus pertinente réside dans I'absence de réalisation de temps
précoce pour |'établissement du modéle. Chez les patients ayant une fonction rénale conservée
(MRC stades | et Il), la premiére phase de distribution du traceur dans le compartiment associe
probablement une élimination rénale plus importante que supposée. Par analogie avec le modéle
pharmacocinétique développé au CHU de Limoges pour les aminosides, un temps précoce (30

minutes apreés la fin de perfusion) serait donc nécessaire.

A contrario, DFGBay sur-estime le DFG des patients ayant des DFG inférieurs a 30
ml/min/1,73m?. Ce résultat pourrait également étre expliqué par linfluence des points précoces
mais souligne aussi I'importance des points tardifs. En effet, I'utilisation de points plus tardifs
permettrait d’affiner la faible pente de décroissance, de mieux estimer 'AUC (Aire Sous la Courbe)
et donc de prédire la clairance avec davantage de précision. De méme, chez les patients ayant
une fonction rénale trés altérée (MRC stade V), les études publiées prévoient I'ajout d’'un temps de

prélévement sanguin plus tardif.
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D’ailleurs, la simulation des points discriminants est en faveur de ces hypothéses avec deux
points qui sembleraient particulierement informatifs : un premier point situé entre la fin de perfusion
et T=30min et un second entre 5 et 6 heures. Effectuer davantage de prélevements, répartis tout
au long du profil, aboutirait logiquement a une meilleure estimation des paramétres
pharmacocinétiques (éventuellement avec l'utilisation d’'un modéle a deux compartiments) avec

une plus grande variabilité et donc une meilleure estimation des patients « extrémes ».

De plus, les résultats du modéle peuvent également découler du choix de ne pas se limiter a

un seul niveau de DFG mais d’englober I'ensemble des stades de MRC.

En effet, dans les deux études colligées dans la méta-analyse AJKD de 2014 (72) (ces
études correspondant a celle de Miiller et al. (84) et a celle de Sterner et al. (73)), aucun sujet
inclus n’avait un DFG inférieur a 60 ml/min/1,73m2. Leurs populations étaient homogénes, avec
des DFG normaux. Les auteurs retrouvaient alors d’excellents résultats en termes de P30 (100 %)
et méme de P10 (respectivement 74 et 70 %) dans leurs comparaisons des clairances

plasmatique et rénale a I'équilibre de I'inuline.

Le développement d'un estimateur bayésien ciblé sur chaque sous-groupe de DFG
(supérieur a 60, compris entre 30 et 60 et inférieur a 30 ml/min/1,73m?) pourrait étre une solution.
En effet, il existe un lien entre DFG et volume extra-cellulaire, ce qui pourrait expliquer des
différences dans la distribution et I'élimination de l'inuline en fonction des DFG. Ainsi, il existe des
modifications dans la composition corporelle de fagon précoce dans les stades de la MRC liés aux
déséquilibres de la balance sodée et a l'urémie qui intervient dans des modifications du

métabolisme protidique (85).

La détermination de trois modéles bayésiens différents selon le sous-groupe de DFG
apporterait donc probablement davantage de précision. Cependant, cette stratégie améliorerait
probablement les résultats statistiques de I'étude mais n’améliorerait en rien la pratique
quotidienne dans les cas difficiles d’estimation de la fonction rénale. En effet, une premiere
estimation du DFG serait nécessaire par MDRD ou CKD-EPI, estimation qui est prise en défaut
dans toutes les situations ou le DFG est mal évalué par ces formules d’estimation et qui
nécessitent justement une mesure du DFG. Il en résulterait une utilisation inadaptée d’'un des
estimateurs bayésiens. De fait, le choix de développer un seul estimateur bayésien pour

I'ensemble des fonctions rénales est la condition sine qua non pour une utilisation en pratique.

Dans les trois études qui utilisent un modéle bayésien pour I'estimation du DFG, les auteurs
integrent des co-variables a leurs modéles. Pour cela, ils évaluent la relation entre les paramétres
pharmacocinétiques (volume de distribution Vd, constante de vitesse d’élimination ke) et certains
paramétres démographiques ou biologiques. Les paramétres qui sont corrélés de fagon
statistiquement significative sont alors intégrés dans le modéle. Ainsi, le poids, la surface
corporelle, I'age, la créatinine plasmatique, I'urée sanguine ou encore I'albuminémie peuvent étre
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intégrés dans ces modeles. Ces artifices mathématiques témoignent de la difficulté d’évaluer le

DFG de maniére fiable avec des clairances plasmatiques par comparaison aux clairances rénales.

Une autre limite de notre étude est liée au choix de la répartition des sujets en fonction de la
faisabilté du recrutement dans chaque stade de DFG de patients qui nécessitent une mesure du
DFG et qui répondaient aux criteres de stabilité conformément au protocole. Ainsi, les stades Ill et
IV de MRC sont sur-représentés (60 % des patients entre 20 et 60 ml/min/1,73m?), ce qui pourrait
expliquer les bonnes performances du modeéle dans ce sous-groupe. Pour les études futures, il
sera important que I'ensemble des stades de DFG soient représentés de maniére égale afin de
tenir compte de linfuence des paramétres pharmacocinétiques des DFG extrémes dans la
construction du modéle bayésien. De plus, la réalisation d’'une transformation logarithmique des
données favorise « le shrinkage » (rétrécissement, resserrement) des résultats autour des valeurs

moyennes de DFG.

Enfin, la sur-représensation des transplantés rénaux dans la population étudiée constitue un
biais de recrutement. En effet, le transplanté rénal est un insuffisant rénal chronique a part puisque
certains paramétres propres peuvent faire varier son DFG comme le rein fonctionnel unique que
constitue le greffon, le traitement par les immunosuppresseurs (notamment les anti-calcineurines)
ou encore I'antibioprophylaxie fréquente par Bactrim® (Sulfaméthoxazole Triméthoprime) pour la
prévention des infections opportunistes, du moins au stade précoce de la greffe. Cependant, ces
facteurs n‘ont pas d'influence sur la distribution et I'élimination de [linuline. De fait, la
prépondérance des transplantés dans la population étudiée n’a probablement pas d’influence
significative dans le développement du modéle. Une analyse en sous-groupes aurait pu étre
intéressante mais aucun sujet transplanté n’était représenté dans le stade | de la MRC et un seul

d’entre eux était en MRC stade V.

Outre les caractéristiques du modele et de la population, celles du dosage de linuline
doivent étre analysées. En effet, les doses employées pour la réalisation des clairances
plasmatiques de l'inuline sont plus élevées dans les données de la littérature que celles réalisées
dans le cadre du protocole (72), et ce méme dans une population pédiatrique (74). Or le dosage
de linuline avec une extraction par méthode enzymatique et analyse en spectrométrie de masse
dans le laboratoire d'immunologie du CHU de Saint-Etienne a un seuil de détection < 1mg.I"!, avec
une précision identique quelles que soient les concentrations plasmatiques en inuline. Il est donc
possible d’écarter I'hypothése que le bolus d’inuline ait été insuffisant, associé a un dosage peu

précis des faibles concentrations plasmatiques d’inuline.
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4.2 Modele bayésien de la clairance plasmatique du Calcium
édétate de sodium

Le protocole DFGBay avait pour objectif principal initial de développer un modéle bayésien
de la clairance plasmatique du Calcium édétate de sodium par comparaison avec la clairance

rénale a I'équilibre de linuline.

L’EDTA est employé comme traceur pour la mesure du DFG sous forme de
radiopharmaceutique (°'Cr-EDTA) mais il n’existe pas de données dans la littérature concernant
l'utilisation du Calcium édétate de sodium. Il s’agit d'un médicament chélateur des cations
divalents et il constitue le traitement de référence du saturnisme (86). D’aprés la fiche
toxicologique de I'Institut National de la Recherche et de la sécurité (INRS), chez I'animal, aprés
injection parentérale, 95 a 98% de 'EDTA radiomarqué sont excrétés sous forme inchangée dans
les urines, en 6 heures avec une demi-vie d’élimination de 50 minutes et 0.1% dans l'air expiré
sous forme de CO2. Chez 'lhomme, 'EDTA n’est pratiquement pas métabolisé et est rapidement
excrété dans l'urine (environ 50% de la dose administrée par voie intraveineuse sont excrétés en
1h et 90% en 7h. L’éventuelle extension d’'usage de médicament comme traceur de la mesure de
la fonction rénale du Calcium édétate de sodium viendrait donc du fait qu’il est de bas poids
moléculaire, non métabolisé, éliminé par filtration glomérulaire exclusive, non réabsorbé et non
sécrété au niveau tubulaire. Il cumulerait les avantages d’un traceur froid (non ionisant), non-
néphrotoxique et peu-colteux. Malgré I'absence de données dans la littérature, ce traceur a déja
été utilisé dans une étude pilote au sein du service des explorations fonctionnelles physiologiques
du CHU de Toulouse (Tack.l et Allard.J données personnelles) et est en cours d’évaluation dans
un Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC) national qui étudie I'ensemble des
traceurs disponibles pour la mesure du DFG (Froissard.M). Une 1° visite comprenait une mesure
de la clairance plasmatique du Calcium édétate de sodium (bolus de Calcium édétate de sodium
5% a la dose de 5 mg.kg™") de fagon strictement paralléle a la clairance plasmatique de l'inuline.
Dans un 2°™® temps, la clairance rénale a I'équilibre du Calcium édétate de sodium était mesurée
simultanément a celle de l'inuline. Un 2°™ bolus était réalisé dans les mémes conditions que le 1°¢,
suivi d’'une perfusion continue dont le débit était calculé selon le DFG estimé par MDRD (afin
d’obtenir une concentration plasmatique cible de 0,025mg/ml). Afin d’évaluer la fiabilité de
I'évaluation du modéle bayésien du Calcium édétate de sodium, une 2°™ visite était réalisée. Elle
permettait de renouveler la mesure du modéle bayésien du Calcium édétate de sodium dans le
sous-groupe des transplantés rénaux qui bénéficient d’'un suivi régulier. Etaient inclus 20 patients,
transplantés rénaux ayant participé a la 1°* visite, avec un état clinique et une fonction rénale
stables et ayant donné leur consentement éclairé. La 2°™ visite se déroulait lors du bilan annuel
de transplantation rénale habituel, dans un délai idéal d’'une semaine + 48 heures, en conditions

cliniques stables. La mesure du DFG était réalisée grace a une dose de charge unique de Calcium
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édétate de sodium permettant ensuite la mesure de la concentration plasmatique de Calcium

édétate de sodium aux mémes temps prédéterminés que lors de la 1°* visite.

En ce qui concerne les effets indésirables du Calcium édétate de sodium, le Résumé des
Caractéristiques du Produit (RCP) décrit des réactions exceptionnelles a type de malaises, de
fievre, dhypotension artérielle, de vomissements, de céphalées, d’irritations et de
thrombophlébites veineuses, surtout observées en cas de perfusion trop rapide (< 1 h). Dans le
RCP du Calcium édétate de sodium, il est également rapporté un risque de nécrose tubulaire
aigué lors de son utilisation en tant que chélateur du plomb, ce qui le contre-indique pour le
traitement du saturnisme en cas d’insuffisance rénale pré-existante. Cependant, contrairement a
l'utilisation du Calcium édétate de sodium dans le cadre du saturnisme, il n’y avait pas
d’accumulation plasmatique ni tissulaire (notamment intra-rénale) de métaux lourds qui participent
habituellement aux tubulopathies. De plus, les patients étaient hyper-hydratés lors de la réalisation
des différentes clairances. Enfin, les doses cumulées de Calcium édétate de sodium et la durée de
traitement étaient inférieures a celles prévues dans le cadre d’une prise en charge du saturnisme
(5 a 10 fois inférieures). La toxicité tubulaire du Calcium édétate de sodium n’était donc pas un

effet indésirable attendu dans le protocole et n’a pas été observée.

Le dosage du Calcium édétate de sodium devait étre réalisé dans le service de
Pharmacologie du CHU de Limoges, en spectrométrie de masse. Cependant, le modéle bayésien
de la clairance plasmatique du Calcium édétate de sodium n’a pu étre développé du fait de
difficultés techniques non soupgonnées lors de la rédaction du protocole relatif au dosage du
Calcium édétate de sodium. En effet, il existe de grandes difficultés concernant I'extraction
plasmatique du Calcium édétate de sodium qui interagit avec de nombreux composants
plasmatiques cationiques. Des investigations complémentaires sont en cours dans le service de

Pharmacologie du CHU de Limoges.

Les principaux avantages du Calcium édétate de sodium comme traceur sont son co(t (le
prix d’'une ampoule de Calcium édétate de sodium est 30 fois moins élevé que celui d’'une ampoule
d’inuline) mais également un dosage qui devait, théoriquement, étre moins lourd que celui de
linuline (qui nécessite une longue phase initiale manuelle). La réalisation du dosage au CHU de
Limoges était également I'occasion de developper une expertise locale dans ce domaine comme

c’est déja le cas pour le dosage des immunosuppresseurs.

4.3 Objectifs secondaires

4.3.1 Formules d’estimation : MDRD, CKD-EPI et formule de Walser
versus gold standard

Dans la population étudiée, les 3 formules d’estimation MDRD, CKD-EPI et Walser
présentent également de mauvaises performances pour évaluer le DFG par rapport a la clairance

rénale a I'équilibre de I'inuline.
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Le fait que la méthode de dosage de la créatinine plasmatique ait changé en cours de
protocole rend compte de résultats probablement Iégérement différents mais reste négligeable au

vu des différences importantes avec le gold standard.

Le DFG est globalement surestimé avec des biais respectivement a 2,8, 5,8 et 55
ml/min/1,73m? pour MDRD, CKD-EPI et Walser. La formule du MDRD est la plus juste avec un
écart a la moyenne de 7,9 % contre 12,9 % pour CKD-EPI et 17,5 % pour la formule de Walser.
L’analyse du P30 retrouve des résultats concordants avec I'écart a la moyenne : 76,6 % pour
MDRD, 73,3 % pour CKD-EPI et 70 % pour la formule de Walser. La précision est également
insuffisante pour les trois formules avec une RMSE comprise entre 32 et 39 %. Ceci confirme
néammoins certaines données de la littérature chez le transplanté rénal pour lequel la formule du

MDRD demeure la meilleure formule d’estimation (55).

Dans la méme tendance que les résultats de I'étude de Gaspari et al. (56), ce travail montre
que I'exactitude de la formule de Walser est supérieure aux autres formules. De fait, c’est elel qui

classe le plus de patients dans le bon stade de la MRC.

En analysant les résultats de facon individuelle, I'exemple de la patiente n°17 est
démonstratif. En effet, il s’agit d’'une patiente obése (IMC = 32kg.m) présentant un DFG estimé a
11 ml/min/1,73m? selon MDRD contre 21 ml/min/1,73m? avec la clairance rénale a I'équilibre de
linuline. Une différence de DFG de 10 ml/min/1,73m? peut paraitre anodine mais elle est
particulierement importante dans les faibles fonctions rénales, que ce soit en termes de
complications liées a l'insuffisance rénale chronique qu’en terme de préparation aux techniques de
suppléance. Finalement, cette patiente a bénéficié d’'une greffe pré-emptive quelques mois aprés

la réalisation du protocole, avec un DFG vrai de 21 ml/min/1,73m?2.

La patiente n°6 est dans une démarche de don de rein vivant avec un DFG estimé a
110ml/min/1,73m? selon MDRD contre un DFG mesuré a 70 ml/min/1,73m? avec la clairance
rénale a I'équilibre de l'inuline. La mauvaise estimation peut étre expliquée par un IMC inférieur a
20kg/m? et une failble surface cutanée (1,51m?). Méme si sa fonction rénale initiale est normale, le
DFG post-don de cette patiente aurait été d’autant plus réduit qu’elle part non pas d’'un DFG de
110 mais de 70 ml/min/1,73m>.

Les patients 7 et 19, tous deux transplantés rénaux ont un DFG estimé aux alentours de 40
ml/min/1,73m? par la formule du MDRD mais un DFG mesuré a 20 ml/min/1,73m?. Ceci peut
conduire a un surdosage de tous les médicaments a élimination rénale, a un retard a la création
d’'une Fistule Artério-Veineuse ainsi qu’un retard a l'inscription sur la liste de greffe avec une

évolution vers le stade terminal probablement plus rapide que celle attendue.

A contrario, le patient n°21 a une fonction rénale meilleure que ne le laissent croire les

formules d’estimation (DFG mesuré de 70 ml/min/1,73m? versus DFG estimé a 47 ml/min/1,73m3),
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ce qui pourrait conduire a des traitements insuffisants car prescrits a posologie insuffisante (par

exemple, une prophylaxie anti-CMV par Rovalcyte® (Valganciclovir) inadaptée au long cours).

A noter par contre que le seul patient sous Bactrim® (Sulfaméthoxazole Triméthoprime)
présente un DFG parfaitement bien estimé par MDRD et CKD-EPI probablement expliqué par une
une compensation de 'augmentation de la sécrétion tubulaire de la créatinine due a l'insuffisance

rénale terminale par la diminution de la sécrétion tubulaire par le Bactrim®.

Malgré l'effectif limité, ces résultats secondaires confirment que les résultats des formules
d’estimation doivent toujours étre considérés avec prudence, en étant conscient de leurs limites en
fonction des différentes caractéristiques anthropométriques ou cliniques du patient. Peu de
meédecins y sont sensibilisés et il est probable que de nombreux patients nécessiteraient une
mesure de leur DFG exact pour optimiser leur prise en charge médicale.

4.3.2 Clairance plasmatique de I'Inuline corrigée selon la formule de
Brochner-Mortensen versus gold standard

La clairance plasmatique de linuline corrigée selon la formule de Brdéchner-Mortensen
présente les performances les plus médiocres des cing méthodes testées. L’écart a la moyenne
est de 23 %, la RMSE de 43% bien que le P30 reste a 70 %. Ceci témoigne de la difficulté
d’évaluer correctement le DFG par la clairance plasmatique avec un nombre Ilimité de
prélevements. De plus, cela confirme que la clairance plasmatique de l'inuline corrigée selon la
formule de Broéchner-Mortensen ne doit pas étre utilisée lorsque le DFG nécessite d’étre connu

avec précision.
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Conclusion

La mesure de la fonction rénale est un véritable challenge. En effet, les formules d’estimation
couramment utilisées sont inadaptées dans de nombreuses situations cliniques. Ceci est confirmé
dans notre échantillon de 30 patients avec les formules de MDRD, CKD-EPI et de Walser
inexactes et trés peu précises. Au contraire, les méthodes gold standard sont exactes et précises

mais de mise en ceuvre difficile et peu accessibles en pratique clinique courante.

Ce travail était justifié par la nécessité de développer une méthode d’estimation simple, peu
colteuse et fiable en classant le maximum de patients dans le bon stade de MRC, pour une

utilisation en pratique clinique quotidienne.

Cependant malgré un modéle mathématique qui semble excellent, le modéle bayésien de la
clairance plasmatique de l'inuline DFGBay n’évalue pas correctement le DFG par comparaison
avec le gold standard qu’est la clairance rénale a I'’équilibre de I'inuline. Or du fait des propriétés
de l'inuline, la clairance plasmatique de l'inuline devrait étre égale au DFG. Plusieurs hypothéses
peuvent étre avancées. La 1° dépend de la nécessité de choisir d’'inclure des sujets aux fonctions
rénales explorant tous les stades de MRC pour établir un seul modéle pharmacocinétique malgré
une composition corporelle potentiellement différente. La 2"% hypothése réside dans l'inégale
répartition des patients dans les différents stades de la MRC pour des nécessités pratiques
d’inclusion, avec une prépondérance des stades MRC II, lll et IV. La 3°™ hypothése est celle d’'un
profil pharmacocinétique de linuline incomplet avec un manque de points précoces (avant 90

minutes) et probablement d’'un point tardif pour I'élaboration plus fine du modéle bayésien.

Méme si elle n’a pas pu étre évaluée dans cette étude, la clairance plasmatique du Calcium
édétate de sodium constitue une piste prometteuse pour diminuer le colt de I'estimation

bayésienne de la fonction rénale et développer une expertise du CHU de Limoges.
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Annexe 1. Principe du dosage de I'inuline (Laboratoire
d’lImmunologie de Saint-Etienne)
Annexe 1.1. Généralités

Nom du produit : inutest
Code du produit : 802 267 produit Fresenius
Conditionnement : ampoule 25% 250000 mg/1

Annexe 1.2. Principes du dosage de l'inuline
1 Etape

Dégradation du glucose + hydrolyse du polyfructosan

GOD
Glucose + H20 + 02 ——* Gluconate + H202

H202 Catalase - H20 + % 02

Polyfructosan fructanase Fructose

v

2tme Etape

Dégradation de la PGI (phosphoglucose-isomérase) « parasite » d’origine plasmatique

3me Etape
Dosage (et dégradation) du glucose restant

Glucose + ATP hexokinase G6P + ADP

»
»

hexokinase
Fructose + ATP >  F6P + ADP

G6PDH
G6P + NADP » NADPH + 6 Phosphogluconate

Lecture DO1 a 340 nm
4™ Etape
Transformation FO6P en G6P et dosage glucose 6P (dosage polyfructosan : équivalent fructose)

F6P PGI G6P

»
»

G6PDH
{G6P + NADP » NADPH + 6 Phosphogluconate

Déja dans le milieu
Lecture D02 a 340 nm
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La DO finale correspond a DO2-D01

Annexe 1.3. Les réactifs
Tampon citrate 100mM

Acide citrique mono hydraté (C¢HsO7, H20) n°1’ :
MERCK, Ref 159 134- Ref CHU :  stocké armoire salle 1075
PM =210.14

Citrate trisodique dihydraté (C¢HsNa3O7, 2H20) n°1”’ :
MERCK, Ref 106 430: stocké armoire salle 1075
PM =294.10

Préparation Tampon citrate 100mM pH S :

- 2,2 gacide citrique QSP 100 ml eau = 100mM

- 7 gcitrate de sodium QSP 240 ml eau = 100mM
Soit 340 ml final

Mesur¢ a I’éprouvette

PH = 5 vérifié a la bandelette

Aliquoté en 9 ml et stocké a -20°C

Glucose oxidase (GOD):

SIGMA Ref. G 0543 stockée a + 4°C salle 1075

V¢érifier la concentration a chaque nouveau flacon refaire les calculs pour avoir une quantité finale :
4 U /puits = ~ 0,4 pl / puits

(calculé en fonction de la concentration du flacon : nombre d’unités/ unité de volume pl)

Catalase

SIGMA Ref C100 stockée a + 4°C salle 1075

V¢érifier pour chaque nouveau lot la concentration de catalase et refaire les calculs pour avoir une
quantité finale :

Quantité finale : 2 U/puits

(Exemple : 35 mg prot/ ml et 40300 u/mg prot soit 1410,5 uw/ul = 14 u/pl si dilution au 1/100
10pl de catalase + 1000ul d’eau

Quantité finale : 2 U/puits = 0,14 ul / puits)

La dilution se conserve 1 mois a +4°C salle 1075

Fructanase

LIBIOS Réf : E- FRMXLQ sous 40ml stocké des réception a — 20°C en aliquot de 1ml

Le jour de la manip sortir un aliquot, remettre en suspension en « aspirant-refoulant » (ne pas
vortexer)

Peut étre congelée décongelée 3 fois de suite au maximum

H20:3%
SIGMA Cat. : 32.338-1 en 25ml
Stockée a température ambiante armoire a réactifs

Tampon TRIS base 0.5SM
TRIS (Tris hydroxymethyl)-aminomethane (C4H11NO3)
MERCK Ref 108 382 PM =121.14 g

Préparation :
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24.2g TRIS + QSP 400ml eau
Aliquoter en 5 ml et conservation 6 mois a — 20°C

Tampon TRIS HCI 1M pH 8.1
TRIS (Tris hydroxymethyl)-aminomethane (C4H11NO3)
MERCK Ref 108 382 PM =121.14 g

Préparation :

48.4g TRIS

+ H20 QSP 300ml

+ 100 ml HCL 2M

» HCL2M:

500 ml d’H20

+ 100 ml d’HCL 37% (acide chlorhydrique MERCK réf 109063)
Conservation température ambiante
V¢érification du PH au papier PH = 8

Enzymes et coenzymes pour le dosage du glucose_:
ATP: adénosine 5’ triphosphate disodium salt — 1g
ROCHE Ref 10 519 979 001
PM = 605,2

NADP grade [ -1g
ROCHE Réf 10 128 058 001
PM =1787,4

MgCl: (anhydre) n° 34 bis armoire salle 1075
SIGMA, Ref M8266
PM =95.21

Préparation Solution « KIT » dosage de glucose

TRIS 1 M pH 8,1 200 ml

I
MgCI2 570 mg
ATP 900 mg
NAD 1000 mg si utilisation de NADP 1100mg >
Eau 40 ml
Vol total 240 ml 4

Répartir en tubes de 5 ml =»2 tubes pour 2 plaques
Conservation a —20°C 6 mois salle 1075

HK + G¢PDH:
hexokinase (from yeast/ glucose 6 phosphate deshydrogénase (from leuconostoc)
15mg = 5 ml soit
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ROCHE, Ref 10 127 825 001

340 u Hexokinase /ml et 170 u G6PDH/ml

0,2 u d’hexokinase /puits et 0,1 u de GOPDH /puits
Stocké a + 4°

Phosphogluco-isomérase (PGI) :

ROCHE Ref 10 127 396 001 (2mg=1ml) 350 U/mg
stockée au frigo salle 1075

2 mg/1 ml soit 700 U / ml =»dilution au 1/30°™

10 pl par puits (0,23 u/puits)

Tween 20

SIGMA Ref. P.1379 (100 ml)

Stocké salle 1078 sur la paillasse centrale
Dilution au 1/40 3900ul d’eau + 100ul tween 20
Dilution stockée a + 4°C

Microplaque Cliniplat 96 puits Thermo scientifics Réf 9502227 50 plaques

Annexe 1.4. Le matériel

Lecteur de plaque ELISA Biotek
Diluteur Hamilton

Pipettes de précision

2 étuves 47°C et 70°C

Agitateur

Annexe 1.5. Préparation de la gamme d’inuline et des CTR

Préparation de la gamme d’inuline :
A partir d’une ampoule d’inutest a 25% récupérée aupres des infirmieres de 1’hdpital de jour de
néphrologie

Faire une solution mére d’inutest a 1g/1 (dans fiole jaugée de 250ml)
Iml d’inutest a 25% + QSP 250 ML d’eau osmosée

Répartir dans des tubes de 5 ml selon le tableau suivant :

concentration | 50mg/l | 100mg/l | 200mg/l | 300mg/1 | 400mg/l | 500mg/l | 600mg/1
INUTEST 0.250 |0.500 1 1.5 2 2.5 3

1g/1 (ml)

Eau 4.75 4.5 4 3.5 3 2.5 2
osmose¢e

(ml)

Conservation a + 4°C pendant 1 mois

Préparation des contrdles de qualité : se reporter a la procédure CQ interne inuline
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A chaque série on passera un ctr a 250 mg/1 et un ctr 6250 mg/I dilu¢ au 1/25 avec le diluteur
hamilton. Si série avec 2 plaques passer ces CTR sur chacune des plaques

e Mode opératoire :

> Préparation des réactifs extemporanément

Se reporter aux tableaux annexe 5

> Dosage :

Programmer les étuves aux bonnes températures (46 et 70°C)

Préparer le plan de manip éditer le plan (a partir du poste informatique de la salle technique allez
dans dossier « technique » puis « inulinase » et « plan de manip ») : tous les dosages se font en
double 1 controle 250mg/1 et 6250mg/1 (dilué au 1/25 avec diluteur automatique) sont pass€s a
chaque série de dosage et sur chaque plaque si manip avec 2 plaques.

Les dilutions des urines sont déterminées selon le volume urinaire et la créatinémie (voir feuille de
demande des clairances) :

e Creéatinémie <200

» Volume urinaire <50 ml dilution au 1/50
> Volume urinaire de 50 2 120 ml dilution au 1/25
» Volume urinaire de 121 a 190 ml dilution au 1/10
> Volume urinaire > 190 ml dilution au 1/5

e Créatinémie > 200
Diviser par 2 les dilutions ci-dessus

Les dilutions seront effectuées a 1’aide du diluteur Hamilton (se reporter au mode opératoire
d’utilisation du diluteur Hamilton)

Etape 1 : Elimination du glucose par la glucose oxidase (GOD) et hydrolyse de
polyfructosan en fructose

Préparer les solutions 1 et 2 : solution 1 = tampon citrate 100Mm + GOD+ Catalase +fructanase)
solution 2 = Tampon citrate 100Mm + H202

Déposer dans chacun des puits :
25 ul d’échantillons, standards et contrdles
50 ul de la solution 1 (répartiteur eppendorf)
25 ul de la solution 2 (répartiteur eppendorf)

Agiter

Couvrir avec le papier collant

Incubation 1 h a 46°C

Etape 2 : Dégradation de la PGI « parasite » d’origine plasmatique
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Déposer dans chacun des puits :

50ul de tampon TRIS Base 0.5M
Agiter
Couvrir avec le papier collant
Incubation 30 min entre 65 et 70 °C

Etape 3 : Dosage (elimination) du glucose restant = DO1

Préparer la solution de dosage du glucose

Ajouter dans tous les puits 200ul de solution de dosage du glucose
Agiter Ne pas couvrir

Attendre 10 minutes a température ambiante

Lecture 1 (se reporter a la procédure spécifique de la lecture sur le lecteur de plaque)

Etape 4 : Dosage du fructose (provenant de 1’hydrolyse du polyfructosan) = dosage
du polyfructosan

Préparer la PGI en la diluant au 1/30°™ (cf tableau en annexe 1)
Ajouter dans chacun des puits 10 pl de PGI diluée (au répartiteur )
Agiter

Attendre 20 minutes a température ambiante

Lecture 2 a 340nm (se reporter a la procédure spécifique de la lecture sur le lecteur de plaque)
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Marie ESTEBE LECOMTE

Evaluation of Glomerular Filtration Rate by a bayesian model of plasma

clearance of inulin

DFGBay Study

Abstract :

Glomerular Filtration Rate (GFR) is the indicator used to assess renal function. It can be
either estimated by formulas (MDRD, CKD-EPI) which are false in many clinical situations or
measured by barely accessible methods in routine clinical practice. The objective of this study was
to design a Bayesian model of the plasma clearance of inulin (DFGBay) to calculate GFR and
evaluate its validity versus the gold standard of the renal clearance of inulin. In practice, a limited
sampling strategy should be developed to estimate GFR with one injection of inulin and two blood

samples.

This single-center prospective study was performed at the University Hospital of Limoges on
30 patients (including 21 kidney transplant patients) who needed an accurate measurement of
GFR. The patients were 52 + 13 years old and had a GFR of 48 + 28 ml/min/1.73m? (MDRD). After
a bolus of inulin, blood samples were taken at T90, T120, T180, T240 and T270min. The intraclass
correlation coefficient was 0.72 (95%Cl = [0,36-0.87]) compared with the gold standard. The
DFGBay underestimated GFR with an absolute bias of -9 ml/min/1.73m?; the deviation from the
average was 6.4%, RMSE 38% and P30 73%. The limited sampling strategy was therefore not

continued.

DFGBay did not assess GFR reliably in this study. A more complete kinetics with early time

samples and a larger population would probably improve the model.

Keywords : Glomerular Filtration Rate, renal function measurement, bayesian model, plasma
clearance of inuline, renal clearance of inuline
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Evaluation du Débit de Filtration Glomérulaire par un modéle bayésien

de la clairance plasmatique de I'inuline

Etude DFGBay

Résumé :

Le Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) est l'indicateur utilisé pour évaluer la fonction
rénale. Il peut étre estimé par des formules (MDRD, CKD-EPI) qui sont erronées dans de
nombreuses situations cliniques ou mesuré par des méthodes de référence peu accessibles en
pratique clinique courante. L’objectif de cette étude était de concevoir un modéle bayésien de la
clairance plasmatique de linuline (DFGBay) pour calculer le DFG et d’évaluer sa validité par
comparaison avec la méthode de référence de la clairance rénale a I'équilibre de linuline. En
pratique, une stratégie de prélévements limités devait étre développée pour estimer le DFG avec

une injection d’inuline et deux prélévements sanguins.

Cette étude prospective monocentrique a été réalisée au Centre Hospitalier Universitaire
de Limoges chez 30 patients (dont 21 transplantés rénaux) devant bénéficier d’'une mesure exacte
du DFG, agés de 52 +13 ans, avec un DFG moyen de 48 +28 ml/min/1,73m? (MDRD). Aprés un
bolus d'inuline, des prélévements sanguins étaient réalisés a T90, T120, T180, T240 et T270min.
Le coefficient de corrélation intra-classe était de 0,72 (IC95%= [0,36 -0,87]) par rapport au gold
standard. DFGBay sous-estimait le DFG avec un biais moyen absolu de -9 ml/min/1,73m? ; I'écart
a la moyenne était de 6,4%, la RMSE de 38% et le P30 de 73%. La stratégie des prélévements

limités n’a donc pas été poursuivie.

DFGBay n’a pas permis une évaluation fiable du DFG dans cette étude. Une cinétique plus
compléte avec des temps de prélevements précoces, sur une population plus large, permettrait

probablement d’améliorer le modéle.

Mots-clés : Débit de Filtration Glomérulaire, mesure de la fonction rénale, modéle bayésien,

clairance plasmatique de l'inuline, clairance rénale a I'équilibre de I'inuline
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