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L'incidence et la prévalence croissante (augmentation de 29,3 % entre 1990 et 2017) de
I'insuffisance rénale chronique (IRC), le colt élevé de son traitement et ses effets indésirables
sont des problémes de santé publique majeurs dans le monde. Cependant, c’est une maladie
méconnue, insidieuse, avec peu de symptdmes spécifiques. Au cours de 1’insuffisance rénale,
il se développe de nombreuses complications. Les anomalies du métabolisme minéral et osseux
sont importantes et accompagnées d’une morbi-mortalité non négligeable. La régulation du
métabolisme phosphocalcique est soumise a un contrdle particuliérement précis et complexe de
la parathormone (PTH) et de la vitamine D (25-hydroxyvitamine D). Le défaut d'activation de
la vitamine D est & I’origine d'une hyperparathyroidie secondaire. Les complications de
I'insuffisance rénale chronique sont également dues a un déficit de synthese de I'érythropoiétine
(EPO). C’est une fonction importante du rein trés souvent méconnue. La surveillance de ces
parameétres (PTH, vitamine D et EPO) est trés importante car, d’elles dépendent par la suite la
séverité des anomalies constatées ainsi que la vitesse de progression de cette pathologie. Notre

étude vise a contribuer a une meilleure prise en charge de I’insuffisance rénale chronique.

Ce travail a été mené au sein de I’ Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI), en collaboration avec
le laboratoire de Biologie-Santé de I’UFR Biosciences de I’Université Félix Houphouét-Boigny
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INTRODUCTION




Les maladies "non transmissibles"” sont des affections qui ne sont pas causées par un
agent pathogene particulier et de ce fait sont non contagieuses. Elles se distinguant ainsi des
maladies infectieuses dites "transmissibles". Ce sont des affections de longue durée, qui en régle
générale, évoluent lentement; d’ou leur appellation de maladies chroniques (Anonyme 1,
2011). Les maladies chroniques constituent actuellement la principale charge de morbidité dans
les pays développés et les tendances enregistrées dans les pays en développement annoncent
une situation tout aussi préoccupante. 1l en existe de plusieurs types parmi lesquelles se trouve
I’insuffisance rénale chronique.

L’insuffisance rénale chronique (IRC) est un probleme de santé publique crucial par
son taux de prévalence dans le monde (5 a 10 %) qui ne cesse d’augmenter et par ses
complications cliniques dévastatrices (Rottembourg, 2011). En effet pres de 500 millions de
personnes en souffrent et environ 80% d’entre elles résident dans des pays a revenu faible ou
intermédiaire (Mills et al., 2015). En Afrique, la prévalence de cette pathologie varie d'un pays
a un autre (Benja et al., 2016). En Cote d'Ivoire, I’'IRC se traduit par une prévalence de 2,1%
(Stanifer et al., 2014). L’insuffisance rénale chronique (IRC) est définie par la diminution
progressive et irréversible du débit de filtration glomérulaire (DFG) consécutive a la réduction
du nombre de néphrons fonctionnels. Les Iésions irréversibles entrainent une incapacité des
reins a assurer ses fonctions vitales d’homéostasie, d'excrétion et de synthése. Cela entraine une
perturbation des fonctions d'épuration, des fonctions endocrines du rein et 1’accumulation des
déchets du métabolisme cellulaire, conduisant ainsi a une destruction partielle ou totale de la
fonction excrétrice rénale et au stade terminal de la maladie rénale (Bourquin et Martin, 2006).

Le recours a la dialyse (hémodialyse ou dialyse péritonéale) s’avére indispensable a ce
stade car la mauvaise qualité de vie des patients est tres souvent associée a une augmentation
de la morbidité et de la mortalité (Chazot et Jean, 2014). La transplantation représente la
solution thérapeutique idéale, mais reste toujours la grande difficulté dans les pays en voie de
développement (Ceppa et Gidenne, 2000). Malgré la loi de 1993 autorisant 1’usage de tissus
et organes humains a but thérapeutique en Cote d’Ivoire, ¢’est seulement en 2012 que le décret
d’application (n°2012-18 du 30 janvier 2012) de cette loi a été adopté. En 2015, seulement dix
greffes de reins entre vivants ont été réalisées lors d’un projet pilote. Toutes ces greffes ont
donné de tres bons résultats en ce qui concerne la survie du patient et du greffon (Ackoundou-
N’Guessan et al., 2015).

Au cours de I’insuffisance rénale chronique, il apparait des troubles du métabolisme
minéral notamment phosphocalcique et osseux (Muschio et Oldri, 2000 ; Ribeiro et al., 2016).
Ces troubles sont dus a la perturbation des éléments régulateurs principalement la parathormone
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(PTH) et la vitamine D. La vitamine D est un régulateur important de I'noméostasie du calcium
et du phosphate et a également de nombreux effets extra-squelettiques sur le systéeme
cardiovasculaire, le systeme nerveux central, le systeme endocrinien, le systeme immunitaire
ainsi que sur la différenciation cellulaire et la croissance cellulaire (Bouillon, 2018). La
stimulation de la sécrétion de la PTH est caractérisée physiologiquement par une disponibilité
réduite de la vitamine D et une diminution du calcium sérique. La PTH stimule la réabsorption
du calcium au niveau des tubules rénaux, la résorption du calcium et du phosphate a partir du
tissu osseux et la synthése du calcitriol (le métabolite le plus actif de la vitamine D), qui
augmente l'absorption intestinale du calcium (Blaine et al., 2015). La production accrue de la
PTH joue un réle compensatoire clé dans le rétablissement des niveaux normaux de calcium et
de la vitamine D (Blaine et al., 2015). Ainsi, le terme d'hyperparathyroidie secondaire est
largement utilisé pour identifier un phénomeéne compensatoire, dont le but est de corriger une
biodisponibilité réduite du calcium et/ou de la vitamine D. L hyperparathyroidie secondaire
apparait au cours de I’insuffisance rénale et en I’absence de traitement elle entraine chez la
plupart des patients insuffisants rénaux des complications squelettiques (ostéodystrophie
rénale) et extra-squelettiques (calcifications des parties molles, vaisseaux et valves cardiagques)

potentiellement graves (Moe et Drueke, 2003).

Outre les complications phosphocalciques et osseuses, 1’insuffisance rénale chronique
favorise un déficit de synthése de 1’érythropoiétine (EPO). La production d'érythropoiétine
(EPO) est une fonction importante du rein treés souvent méconnue. L’EPO est une molécule de
signalisation qui stimule les globules rouges en réponse a la diminution des niveaux d'oxygeéne
dans le sang. En effet, ¢c’est une hormone anti-apoptotique qui favorise la survie, la prolifération
et la différenciation des précurseurs érythrocytaires (Atkinson et Warady, 2018). Tout
déréglement de ce processus favorise la survenue de l'anémie caractérisée par un niveau
d’hémoglobine infeérieur a la normale. L'anémie liée a lI'insuffisance rénale chronique prédispose
les patients aux maladies cardiovasculaires et est associée a une mauvaise qualité de vie, a une
augmentation des hospitalisations, a une altération de la cognition et a la mortalité (Babitt et
Lin, 2012). La détérioration de la fonction rénale semblerait influencer le niveau des marqueurs
inflammatoires, telles que la protéine C-réactive serique (CRP) ou interleukine 6 (IL-6)
(Panichi et al., 2001). La compréhension des mécanismes sous-jacents de I'anémie dans
I'insuffisance rénale chronique est importante en raison du fait que chez certains patients, le
traitement par des agents stimulant I'érythropoiese (ASE) pourrait étre pour le moins inefficace

ou méme délétére (Caldararu et al., 2017).



La perturbation de ces principaux régulateurs est due a un déficit de synthése de I’EPO,
un exces de la sécrétion de la PTH et un défaut d'activation de la vitamine D (Amrani, 2016).
Ce dysfonctionnement métabolique est a 1’origine de nombreuses complications au cours de
I’insuffisance rénale chronique notamment ’accumulation de « toxines urémiques », la
fragilisation de la structure osseuse, 1’ostéoporose (Wang et al., 2016), 1’aggravation de
l'anémie, I'hypertension et la formation des calcifications vasculaires et d’autres calcifications
extra osseuses (Moe et al., 2006). Ces complications sont encore plus accentuées et graves chez
les patients dialyés (Alem et al.,, 2000), notamment la calcification vasculaire, qui est
responsable de la mortalité chez cette population déja a haut risque (Raggi et Kleerekoper,
2008 ; Moe et Chen, 2008). L’anticipation de la survenue des complications de I’IRC implique
la surveillance biologique basée sur le dosage de certains paramétres parmi lesquels la PTH, la
vitamine D et I’EPO. Toutefois les colts élevés de ces examens biologiques restent

problématique ce qui rendent inefficace cette anticipation.

Dans les pays a faible développement économique comme la Cote d’Ivoire, la prise en
charge de l’insuffisance rénale chronique est particuliérement couteuse (Jacquelinet et
Briancon, 2005). Plusieurs travaux lui ont été consacrés, cependant pratiqguement aucune étude
n’a été réalisée sur le mécanisme des troubles phosphocalciques et de I’anémie de I’insuffisance
rénale. L’évaluation de la PTH, de la vitamine D et de 1’érythropoiétine pourrait t’elle aider a
mieux comprendre les troubles métaboliques occasionnés par I’insuffisance rénale? Cette
évaluation contribuerait-elle a une meilleure prise en charge biologique des insuffisants rénaux
chroniques et une amélioration de la qualité de vie des hémodialysés? L’objectif général de
cette étude est de contribuer a la prise en charge des insuffisants rénaux chroniques et les

patients hémodialysés afin de contribuer a une meilleure qualité de vie de ceux-ci.
De fagon spécifique, il s’agit de :

» Déterminer les concentrations biochimiques, hormonales (parathormone, vitamine D et
I’érythropoiétine) hématologiques ainsi que le taux des réticulocytes des patients
insuffisants rénaux chroniques et des patients hémodialysés.

> Etablir la relation entre les troubles métaboliques et 1’altération de la fonction rénale

chez les insuffisants rénaux chroniques et les patients hémodialyseés.
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.1 RAPPEL ANATOMO-PHYSIOLOGIQUE DU REIN
1.1.1 Embryologie et Anatomie du rein
1.1.1.1 Embryologie du rein

Le développement du rein est séquentiel par la mise en place de structures cytologiques ayant
des formations particulieres qui se succédent et se chevauchent dans le temps et 1’espace :
Le pronéphros est la premiére structure cytologique qui se met en place, il se développe et se
différencie pour donner le mésonéphros a la quatrieme semaine de développement. Ce dernier
assure la filtration glomérulaire et sera a 1’origine du bourgeon urétral et du trigone vésical. Le
métanéphros représente la structure définitive qui apparait au cours de la dixiéme semaine et va
assurer les fonctions de filtration et d’excrétion des la douziéme semaine (Chabane et
Benzenati., 2017). Il s’en suit un processus de maturation du bourgeon urétéral et de
I’entoblaste de I’intestin postérieur a I’issue duquel apparaitront respectivement les voies
urinaires hautes que constituent I’uretére, le bassinet, les grands et petits calices, et les tubes
collecteurs, mais également des voies urinaires basses que sont la vessie et ’uretre (Chabane
et Benzenati., 2017).

1.1.1.2 Anatomie du rein
1.1.1.2.1 Rappel général sur le rein

Les reins sont des organes pairs de couleur rouge foncé, localisés a 1’arriere des organes
abdominaux de chaque c6té du corps. lls se situent en arriére du péritoine, contre les cotes au
milieu de la partie inférieure du dos.

La structure du rein est complexe. Sa coupe frontale permet de distinguer la partie corticale
externe et la partie médullaire interne. La partie médullaire est formée par les pyramides de
Malpighi dont le sommet des pyramides forme les papilles rénales (Marieb et Hoehn., 2010).
La partie corticale comprend la capsule rénale, les colonnes de Bertin et les néphrons
(Figure 1). Chaque néphron est composeé de deux parties, le corpuscule de Malpighi et le tubule
urinaire, qui assurent la filtration, la réabsorption et la sécrétion, conduisant a la formation de
I’urine (Floege et al., 2010). L'appareil urinaire se compose des reins, des ureteres, de la vessie
et de I’urétre qui sont situés de part et d’autre de la colonne vertébrale, sous les derniéres cotes,
en arriere du péritoine. Les reins, en forme de haricot mesurent environ 12 centimétres de
longueur, 6 centimetres de largeur, 3 centimetres d’épaisseur et pésent environ 150 grammes
chacun. La présence du foie fait que le rein droit est légérement plus bas que le rein gauche

(Antic et Taxy., 2014). Les reins sont enveloppés d’une capsule fibreuse trés résistante.
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Figure 1: Coupe sagittale du rein

(Combaz., 2011)



La coupe sagittale du rein montre le parenchyme rénal qui est constitué de 3 parties :
périphérique, le cortex ; médiane, la médulla et centrale, le bassinet (Chabane et Benzenati.,
2017). La médulla est constituee de pyramides de Malpighi et séparéees entre elles par du tissu
cortical (colonnes de Bertin). Les bases de ces pyramides sont recouvertes par le cortex alors
que les sommets, appelés papilles rénales, se projettent vers le centre du rein dans une sorte
d'entonnoir, le calice mineur. L’urine produite dans les pyramides se déverse a travers les pores
des papilles dans les calices mineurs, elle est ensuite collectée dans le calice majeur puis dans

le bassinet (ou pelvis) et enfin dans I’uretére (Combaz., 2011).

1.1.1.2.2 Vascularisation rénale

Chaque rein est vascularisé par une arteére rénale provenant de 1’aorte dans laquelle le sang,
chargé de déchets, va étre épuré avant de ressortir par la veine rénale qui se projette ensuite
dans la veine cave inférieure. On appelle « hile » la partie concave du rein par laquelle entre
I’artére rénale ainsi que les vaisseaux lymphatiques et par laquelle sort la veine rénale et

’uretére qui transporte 1’urine jusqu’a la vessie (Shi et Luo., 2017)

1.1.1.2.3 Néphron

Le néphron est 1’unité fonctionnelle du rein. Chaque rein en compte environ 1,3 million de
néphrons (Thomas et al., 2018). Ces néphrons permettent aux reins d’exercer leurs fonctions
d’¢limination des déchets, de syntheése de substances, de maintien de I’équilibre électrolytique
et du volume sanguin. Il existe deux types de néphrons, les néphrons corticaux (85 %) qui sont
situés dans le cortex superficiel et moyen, et qui ont des tubules qui ne pénétrent que tres peu
dans la médulla et les néphrons juxtamédullaires (15 %) situés dans le cortex profond et dont
les tubules pénetrent profondément dans la médulla (Layton et Edwards., 2016).
Le néphron est composé de deux parties : le corpuscule rénal qui permet la filtration du sang et
les tubules rénaux qui permettent d’une part de transporter I’urine du glomérule vers le tube

collecteur et d’autre part la réabsorption et la sécrétion de certaines molécules (Figure 2).
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1.1.2 Fonctions du rein
1.1.2.1 Fonctions excrétrices

Les reins assurent la formation de l'urine et la purification du sang de ses déchets. Ils filtrent
environ 180 litres de sang par jour au niveau du glomérule, il en résulte la formation de I'urine
primitive qui va subir des transformations a l'intérieur du tubule en réabsorbant certaines
substances et en excrétant d'autres aboutissants a la formation de I'urine définitive et assurant
ainsi un équilibre hydro électrolytique, un équilibre acido-basique et éliminant les substances
toxiques du corps humain a savoir essentiellement 1’urée, la créatinine et I’acide urique (Houat.,

2015).

v" Filtration glomérulaire

C’est la premiére étape de la formation de 1’urine qui consiste en une ultrafiltration du
plasma. Cette filtration se produit au niveau des capillaires. Le sang est donc filtré a travers une
membrane de filtration constituée de 3 couches : 1’endothélium vasculaire, la membrane basale
et I’épithélium viscéral de la capsule de Bowman (constitué de podocytes). Cette membrane
semi-perméable permet le passage de l'eau et des petites molécules, mais empéche celui des
molécules de poids moléculaire supérieur a 70 kDa comme la plupart des protéines
plasmatiques (Pollak et al., 2014). L'endothélium vasculaire, de par la taille importante de ses
pores cytoplasmiques, ne retient que les éléments figurés du sang et ne constitue pas un filtre
efficace. Par conséquent, la semi-perméabilité de la membrane de filtration est donc attribuée a
la membrane basale. Cette derniére est constituée de glycoprotéines anioniques (chargées
négativement) formant de petites fentes (Miner., 2012).

e Débit de filtration glomérulaire (DFG)

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) est le parametre par excellence qui permet d’évaluer
la fonction rénale. La diminution de ce débit pourrait entrainer 1’insuffisance rénale (Ahmed et
al., 2017). La fraction de filtration, c'est-a-dire la quantité de plasma qui est filtrée a chaque
passage correspond a 20 % du plasma total. Avec un débit plasmatique rénal de 625 mL/min,
on obtient un débit de filtration glomérulaire de 125 mL/min (la quantité de plasma filtrée
chaque minute). Tous les jours, 180 litres de filtrat traversent la barriére glomérulaire, soit 180
litres d’eau. Le plasma, d’un volume d’environ 3 litres, est donc filtré plus de 50 fois par jour

(Gougoux., 2005).

e Régulation de la filtration glomérulaire

Cette régulation se fait essentiellement en modifiant la pression hydrostatique dans les
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capillaires glomérulaires. Elle permet de maintenir un débit sanguin rénal stable lorsque la
pression artérielle varie en jouant sur la résistance artériolaire. En effet, une vasoconstriction
de P’artériole afférente ou une vasodilatation de I’artériole efférente va conduire a une
diminution de la pression hydrostatique dans les capillaires glomérulaires et donc a une
diminution du DFG. A I’inverse, ce dernier augmente lors d’une vasodilatation de 1’artériole

afférente ou d’une vasoconstriction de I’artériole efférente (Gougoux., 2005).

v' Réabsorption et sécrétion tubulaire

La réabsorption et la sécrétion tubulaire nécessitent plusieurs mécanismes de transport des
molécules entre la lumiere du tubule et les capillaires péritubulaires (Marieb et Hoehn., 2010).

Le transport actif nécessite de 1’énergie (sous forme d’ ATP) car il agit contre le gradient
de concentration, c'est-a-dire que la substance va d’un milieu moins concentré vers un milieu
plus concentré. De plus, comme il y a un nombre limité de transporteurs, c’est un mécanisme
qui est saturable. On peut donc calculer pour chaque substance le taux maximal de réabsorption
(Tm). On distingue le transport actif primaire (pompe Na*/K* ATPase) du transport actif
secondaire (glucose) qui s’apparente aussi a certains types de diffusion facilitée (Bare et al.,
2011).

Le transport passif différe principalement du transport actif par le fait qu’il ne nécessite
pas d’énergie. Il y a trois types de transport passif : la diffusion simple correspond au
mouvement d’une molécule d’un milieu fortement concentré¢ vers un milieu faiblement
concentré au travers d’une membrane perméable jusqu’a I’équilibre ; la diffusion facilitée qui
differe de la précédente par le fait que le transport nécessite soit des canaux ioniques, soit des
transporteurs (symports, antiports). C’est donc un mécanisme saturable et qui peut se faire
contre le gradient de concentration (transport actif secondaire) et I’osmose qui, grace
notamment aux aquaporines, correspond au mouvement de I’eau du milieu le moins concentré

vers le milieu le plus concentré (Bare et al. 2011).

1.1.2.2 Fonctions endocrines

Le rein est le seul organe capable de libérer dans la circulation sanguine de la rénine active. Elle
est libérée avec son précurseur, la pro-rénine a partir des cellules juxtaglomérulaires localisées
dans les artérioles afférentes glomérulaires (Lacoura., 2013). Le rein est également responsable
de la synthése d’érythropoiétine (EPO). Cette molécule est essentielle pour la production des
érythrocytes. Il assure aussi la synthese du calcitriol (Lacoura., 2013). Les reins remplissent
¢galement d’autres fonctions physiologiques importantes comme le maintien de la teneur en

eau et en sel du corps a un niveau d’équilibre (Kaouther et Safia., 2016). Le rein intervient
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également dans un certain nombre d'interconversions metaboliques tels que la néoglucogenese,
le métabolisme des lipides ou de I'homocystéine et assure aussi la synthese de facteurs de
croissance agissant selon un mode autocrine ou paracrine (Houat., 2015).

Il intervient dans la production et dans la sécrétion d’hormones :

- La rénine, hormone exclusivement synthétisée par le rein, est a l'origine de la production de
I'angiotensine |1 & partir de l'angiotensinogéne et de I'aldostérone, hormones intervenant dans
la régulation de la pression artérielle.

- L’¢érythropoiétine (EPO) autre hormone synthétisée par les reins, stimule la production
médullaire des érythrocytes et régule la masse globulaire. Elle est sécrétée par certaines cellules
péritubulaires spécialisées (fibroblastes interstitiels) en réponse a la baisse de la pression en
oxygene dans le rein.

- La formation du calcitriol (1 alpha 25 dihydroxycholécalciférol) : 1 alpha, présente
exclusivement au niveau des cellules tubulaires proximales, synthétise la forme active de la

vitamine D.

1.2 INSUFFISANCE RENALE CHRONIQUE
1.2.1 Définition
L’insuffisance rénale chronique est définie par une diminution prolongée et définitive,
mais aussi irréversibles des fonctions excrétrices rénales. A partir d’un certain degré de
destruction de néphron, I’insuffisance rénale chronique évolue vers une insuffisance rénale

terminale ou le rein ne fait plus face aux besoins de 1’organisme (Muschio et Oldri., 2000).

1.2.2 Epidémiologie
L’insuffisance rénale chronique (IRC) est une affection chronique "non transmissible
et non contagieuse " et représente un probléme de santé publique crucial par son taux de
prévalence dans le monde (5 a 10 %) qui ne cesse de croitre et par ses complications cliniques
dévastatrices (Rottembourg., 2011). En Afrique, la prévalence de cette pathologie varie d'un
pays a un autre (Benja et al., 2016). En Cote d”Ivoire, cette affection courante et grave, dont
la prévalence est de 2,1% représente la deuxiéme cause de mortalité dans le service de

médecine interne, apres les cancers (Stanifer et al., 2014).

1.2.3 Etio-pathogenie de ’insuffisance rénale chronique

La diminution progressive et irréversible du débit de filtration glomérulaire (DFG)
consécutive a la réduction du nombre de néphrons fonctionnels entraine une perturbation des

fonctions d'épuration, des fonctions endocrines du rein et 1’accumulation des déchets du
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métabolisme cellulaire, conduisant ainsi a une destruction de la fonction excrétrice rénale et au
stade terminal de la maladie rénale (Bourquin et Martin., 2006).

Au cours de I’insuffisance rénale, 1’on observe des troubles du métabolisme minéral
affectant ainsi 1’équilibre du bilan phosphocalcique (Ribeiro et al., 2016 ; Gallant & Spiegel.,
2017). Le bilan phosphocalcique est un paramétre important dans 1’homéostasie du calcium et
du phosphore de 1’organisme humain (Milovanova et al., 2012). Les troubles du métabolisme
des minéraux conduisent a des Iésions osseuses et a des calcifications vasculaires qui affectent
le pronostic vital et fonctionnel (Lafage-proust., 2012). En effet, la qualité de 1’os des patients
souffrant de la maladie rénale chronique est sévérement altérée, avec une fragilité dont
témoigne la fréquence trés élevée des tassements vertébraux et des fractures, notamment de la
hanche. Les calcifications vasculaires sont fréqguemment observées, les calcifications des
parties molles sont devenues exceptionnelles (Combe et Kourilsky, 2014). La régulation
phosphocalcique fait intervenir I’hormone parathyroidienne (parathormone), la vitamine D3
(25-hydroxy-calciférol) et la calcitonine (Akesson., 2003).

Les complications hématologiques sont également rencontrées chez les patients
insuffisants rénaux. L’anémie est la complication hématologique majeure au cours de I’IRC.
Elle apparait habituellement lorsque le débit de filtration glomérulaire avoisine 60 ml/minute
et évolue de facon parallele a la réduction néphrotique. Elle est essentiellement liée a la baisse
de sécrétion d’érythropoiétine (EPO). L’érythropoiétine est une hormone synthétisée dans le
rein par les fibroblastes de la médullaire rénale qui stimule la production des érythrocytes par
la moelle osseuse (Amrani., 2016). Mais d’autres facteurs pourraient également contribuer a
I’anémie des insuffisants rénaux : I’inhibition de I’érythropoiese par des toxines urémiques
telles que les polyamines, et certaines cytokines pro-inflammatoires, 1’hyperparathyroidie
secondaire, la carence martiale et les carences en vitamines B12 et folates. Cette anémie
contribue a la prévalence accrue de la morbi-mortalité cardiovasculaire chez ces patients et joue

un réle majeur dans I’hypertrophie ventriculaire gauche (Fitsum et Denis, 2004).

1.2.4 Diagnostics de I’insuffisance rénale chronique
1.2.4.1 Diagnostic clinique
L’insuffisance rénale est caractérisée par un ensemble de signes cliniques qui
apparaissent a partir d’une réduction de 30% de la valeur normale de la fonction rénale. Parmi
ces signes, nous pouvons citer les signes hématologiques, les signes osseux, les signes
cardiovasculaires, les signes digestifs et les signes neurologiques et métaboliques (Kone.,
2014).
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1.2.4.2 Diagnostic Biologique

Le diagnostic de I’insuffisance rénale est fait avec certitude sur les critéres biologiques

suivants : ¢élévation du taux de 1’urée plasmatique ; élévation de la créatininémie ; diminution
de la clairance de la créatinine (Kamal., 2014).
Pour diagnostiquer une insuffisance rénale chronique chez 1’adulte, la fonction rénale doit étre
¢valuée en pratique, a partir de la créatininémie, par 1’estimation du débit de filtration
glomérulaire (DFG) et non plus par 1’estimation de la clairance de la créatinine selon la formule
de Cockcroft et Gault (Allaire et al., 2011). Cependant, il n'y a pas une seule équation
d'estimation du DFG qui I’estime avec précision et prédit de maniére optimale les résultats de
I'IRC (Legris et Desforges 2017).

1.2.4.3 Diagnostic étiologique

L’insuffisance rénale chronique succede toujours a une néphropathie dont les origines
peuvent étre multiples telles que le diabéte et I’hypertension artérielle, les glomérulonéphrites
primaires ou primitives, la polykystose rénale, la pyélonéphrite, le syndrome d’Alport et les
maladies de systeme immunitaire comme le lupus érythémateux disséminé (Nguyen, 2009 ;
Brel, 2015).

1.2.5 Traitement

> But

L’objectif est de retarder de plusieurs mois ou années 1’évolution de I’insuffisance rénale vers
le stade terminal. Cependant, I’insuffisance rénale dans les pays d’Afrique noire reste encore
diagnostiquée tres tardivement (stade terminal) c’est-a-dire au moment ou la dialyse, le cas

échéant la transplantation est indispensable (Ackoundou-N’Guessan et al., 2014).

» Moyen

Les reins n’étant plus fonctionnels, les seuls traitements possibles sont la dialyse ou la
transplantation. Cette derniere, représente la solution thérapeutique idéale, mais elle est offerte
a un nombre limité de patients et reste toujours la grande difficulté dans les pays en voie de
développement (Ceppa et Gidenne., 2000).

Quant a la dialyse, c’est un systéme d’Epuration Extra-Rénale (EER) du sang (Figure 3). C’est
en fait un échange entre le sang de la personne dialysée, et une solution appelée dialysat.
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Des méthodes d’épuration extrarénale susceptibles de débarrasser le sang du malade atteint
d’insuffisance rénale des déchets azotés et de corriger, au moins partiellement, les troubles
hydro-électrolytiques, phosphocalciques et acido-basiques qui résultent de la défaillance
de la fonction rénale (Lacoura et Massy., 2013). Cet échange se fait au travers d’une membrane
de filtration semi-perméable qui permet le transport des solutés via trois mecanismes a savoir
la diffusion, I'ultrafiltration encore appelée la convection et I’adsorption. L’hémodialyse est le
traitement le plus utilisé dans les cas d’IRC terminale. Elle permet de suppléer aux fonctions
d’épuration rénale méme s’il est impossible d’éliminer la totalité des toxines. Elle a pour but de
restaurer I’environnement intra et extracellulaire. Elle consiste a épurer le sang a travers un
filtre semi-perméable artificiel branché & une machine appelée hémodialyseur. Les séances
durent généralement quatre heures et doivent étre effectuées au moins trois fois par semaine.
Deux types d’accés vasculaires sont utilisés, un cathéter central ou une fistule artério-veineuse.
Le sang du patient est pompé hors du corps par I’hémodialyseur. Ce sang circule pour entrer
dans le filtre, ou il est en contact avec une membrane semi-perméable. Dans le filtre, le sang et
le dialysat circulent dans deux compartiments distincts. Les deux compartiments sont séparés
par la membrane. C’est dans ce filtre que s’effectuent les échanges de molécules a excréter et
les électrolytes du dialysat. De plus, le sang circule a contre-sens du dialysat pour augmenter
les échanges. Le sang épuré est alors retourné dans la circulation sanguine du patient
(Himmelfarb et Ikizler 2010, Clase 2012). Les fonctions endocrines ne peuvent étre rétablies,

d’ou la nécessité d’un traitement substitutif de I'érythropoiétine (EPO) et de la vitamine D.

1.3 PARATHORMONE

La parathormone également appelée hormone parathyroidienne est une hormone
produite et sécrétée par les glandes parathyroides en réponse a une baisse de la calcémie
(Marron et Mac., 2001). Elle joue un réle central dans la régulation du métabolisme du calcium

et du phosphate ; c’est une hormone hypercalcémiante (Portillo et Rodriguez-Ortiz., 2017).

1.3.1 Origine - Structure - Biosynthése

La parathormone est une hormone peptidique monocaténaire de 84 acides aminés,
produite par quatre glandes parathyroidiennes situées dans le cou, a c6té de la glande thyroide
et est mise en réserve dans des vésicules de stockage (Mohebati et Shaha., 2012). Cette
hormone a été décrite pour la premiére fois par Collip en 1925, purifiée et isolée pour la
premiere fois en 1959 (Rasmussen et Craig., 1959). L’hormone intacte pése 9500 daltons et

elle comprend trois zones : une extrémité amino-terminale, une zone intermédiaire et une
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extrémité carboxyl-terminale (Figure 4) (Houillier., 2008). L’ extrémité N-terminale de laPTH
est celle qui porte les activités biologiques de I’hormone. Chez ’homme, le géne qui code pour
la parathormone est situé sur le bras court du chromosome 11 (Zabel et al., 1985). Ce géne est
transcrit en un précurseur d’ARN messager (ARNm). Des remaniements de ce précurseur
donnent naissance a I’ARNm, qui passe alors dans le cytoplasme. Cet ARNm est traduit dans
les ribosomes du réticulum endoplasmique granuleux (REG) en un premier précurseur,
la pré-proparathormone, une molécule de 115 acides amines, de poids moléculaire de 13000 D.
Ce polypeptide traverse la paroi du REG et est transformé rapidement en un deuxieme
précurseur, la proparathormone. La proparathormone, composée de 90 acides aminés, migre
dans I’appareil de Golgi et subi un dernier clivage enzymatique, donnant naissance a la PTH
active 1-84 N-terminale (Figure 5) (Zabel et al., 1985). De I’appareil de Golgi, se détachent
des grains de sécrétion dans lesquels la PTH est stockée dans des granules sécrétoires. Ces
granules fusionnent avec la membrane cellulaire et libérent la PTH par exocytose dés que la

calcémie diminue.
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1.3.2 Sécrétion - Distribution - Catabolisme

La synthése et la sécrétion de la PTH sont régulées par le calcium ionisé extracellulaire,
par un mécanisme de rétroaction négative, les métabolites de la vitamine D, surtout le calcitriol
et le magnesium extracellulaire. Le principal élément régulateur de la sécrétion de la
parathormone est la concentration de calcium ionisé (Ca?*) du liquide extracellulaire. En effet,
les variations de la calcémie sont détectées par un récepteur sensible au calcium (CaSR) présent
notamment surface des cellules parathyroidiennes, dans le tissu rénal, mais également dans
d’autres tissus (Brown et MacLeod., 2001). Lorsque la calcémie ionisée s’éléve, le CaSR est
activé ce qui induit la dégradation de la PTH dans les vésicules de stockage, tandis que la baisse
de la calcémie ionisée (en cas d’hypocalcémie) entraine une inactivation du CaSR et la sécrétion
de PTH intacte, permettant une augmentation de la calcémie ionisée.

Le calcitriol a un effet direct sur la synthese et la sécrétion de la PTH. Aux doses
physiologiques, le calcitriol inhibe, indépendamment des variations de la calcémie, la sécrétion
de la PTH. Quant au magnésium extracellulaire, il existe une relation inverse entre la
concentration plasmatique du magnésium et la sécrétion de la PTH. Une concentration
minimale de magnésium est nécessaire a la sécrétion de PTH ; sa carence peut entrainer un
défaut de sécrétion de PTH. En effet, une hypomagnésémie profonde inhibe la sécrétion de PTH
indépendamment des variations de la calcémie.

La PTH est une hormone hypercalcémiante et hypophosphatémiante, sa demi-vie est
trés breve (inférieure a 4 minutes) (Murray et al., 2005). Elle agit par différents mécanismes
en se liant, via les acides aminés de sa portion 1-34 N-terminale, a un récepteur a sept fragments
transmembranaires (Mannstadt et al., 1999) appartenant a la famille des récepteurs couplés
aux protéines G.

1.3.3 Récepteurs de la parathormone

Le récepteur de la parathormone (R-PTH1) est un récepteur couplé aux protéines G de
classe Il. Ce récepteur a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G, son
domaine N-terminal extracellulaire large (150 acides aminés), présente des sites potentiels de
glycosylation ; sept hélices transmembranaires reliées entre elles par des boucles hydrophiles
d’environ deux cent quatre-vingts (280) acides aminés, des résidus de cystéine hautement
conservés (huit) ; des boucles extracellulaires.

De par leur localisation extracellulaire, ces cystéines sont impliquées dans la formation de ponts

disulfures ; d’autres résidus hautement conservés (environ 40 acides aminés). Son extrémité
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C-terminale cytoplasmique (130 acides aminés) presente des sites de phosphorylation pour les
kinases.

Le récepteur de la PTH a deux fonctions biologiques principales a savoir le contrdle du
métabolisme phosphocalcique et la régulation du développement osseux. La PTH se lie a son
récepteur (R-PTHL1), ce qui active, plusieurs voies de signalisation comme la voie de
I’adénylcyclase qui passe par 1’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), la voie de la
Phospholipase C (PLC), la voie des MAPKSs (Protéines kinases activées par les mitogenes) et
de la phospholipase D (Hohenstein et al., 2014). L’activation de la voie de I’AMPc passe par

la protéine Gsa et celle de PLC passe par la protéine Gga (Gensure et al., 2005).

1.3.4 Mode d’action de la parathormone

La parathormone participe au métabolisme du calcium et du phosphate. Elle agit au
niveau de plusieurs organes pour accomplir cette tiche notamment au niveau de trois organes
que sont l'intestin, le rein et I'os. De plus, elle est primordiale pour I’homéostasie osseuse
(Hohenstein et al., 2014).

Au niveau du rein

La Parathormone exerce principalement trois actions
- elle stimule la synthése et 1’activité de la 1-alpha hydroxylase, enzyme qui catalyse la
transformation de la 25(OH) D en 1,25(0OH). D (métabolite le plus actif) dans les cellules du
tubule proximal ;

- elle augmente la réabsorption rénale du calcium principalement au niveau du tubule contourné
distal. Ce processus réduit 1’excrétion fractionnelle du calcium (Bacic et al., 2006)
- et diminue la réabsorption rénale des phosphates, ce qui abaisse la phosphatémie et augmente
la phosphaturie (Hohenstein et al., 2014) par inhibition de I’expression de NPT2a, un
cotransporteur sodium-phosphate, au niveau de la membrane apicale des cellules du tubule
proximal (Bacic et al., 2006).

Au niveau de I’os

La parathormone favorise la résorption osseuse en agissant sur deux types de cellules :
les ostéocytes et les ostéoclastes. Les ostéocytes sont des ostéoblastes différenciés, logés au
sein de 1’os minéralisé, qui jouent notamment un rdle dans la régulation de la minéralisation
osseuse. La PTH agit en stimulant les ostéocytes a libérer du calcium osseux vers la circulation
sanguine modifiant ainsi le remodelage osseux (Hohenstein et al., 2014). La quantité de
calcium libérée est assez réduite, mais cette action de la PTH permet une hausse rapide de la

calcémie.

21



Les osteoclastes sont les cellules responsables de la lyse du tissu osseux minéralisé. La
PTH agit en stimulant le nombre et I’activité des ostéoclastes. La lyse osseuse permet la
libération du calcium, qui constitue le tissu osseux, dans la circulation sanguine. De plus, la
PTH inhibe I’accrétion osseuse en réduisant la fixation du calcium sur 1’os (Lu et al., 2014).
Au niveau de ’intestin

La PTH n’a pas une action directe sur I’intestin. Elle favorise la synthése du calcitriol
par le rein, qui lui, stimule I’absorption intestinale du calcium. En effet, la PTH stimule
I’activit¢ de I’hydroxylase dans le tubule proximal et qui a son tour transforme la 25-
hydroxyvitamine D en calcitriol. Ce dernier stimule directement plusieurs protéines intestinales
transporteuses de calcium (Souberbielle et al., 2014).

Toutefois, au cours de I’insuffisance rénale chronique, la parathormone est sécrétée de
facon inappropriée (augmentation de la production de la PTH), ce qui entraine
I”'hyperparathyroidie secondaire (Hagstrom et al., 2010). L’hyperparathyroidie secondaire est
due a I’hypocalcémie et a une déficience en vitamine D. Le taux élevé de PTH augmente
I’inflammation et le risque d’événements cardiovasculaires (Lee et al., 2008). Par ailleurs, ce
taux elevé est associ¢é au développement de calcification vasculaire qui augmente la
morbi-mortalité (Ketteler et Biggar., 2009).

1.4 VITAMINE D

1.4.1 Origine - Structure - Biosynthése

La vitamine D est un stéroide qui présente une double origine : exogéne, qui correspond
a I’apport alimentaire mais aussi endogene, résultant d’une néosynthése intervenant au niveau
de I’épiderme (Holick., 2007). La vitamine D présente dans 1’alimentation est sous deux formes
. la vitamine D2 ou ergocalciférol d’origine végétale et la forme de vitamine D3 ou
cholécalciférol d’origine animale (Figure 7). La vitamine D d’origine alimentaire est
incorporée dans les micelles mixtes et absorbée dans la partie proximale de I’intestin gréle
(Reboul, et al., 2011). La vitamine D3 ou cholécalciférol est la forme principale de la vitamine
D. Elle provient principalement de la synthése au niveau de la peau et de sources animales (Pilz
et al., 2011). La synthese de la vitamine D3 endogéne se déroule au niveau de 1’épiderme apres
une exposition aux rayonnements ultraviolets B (UVB) fournis par 1’ensoleillement. Elle est
réalisée a partir du 7-déhydrocholestérol, un intermédiaire de synthese du cholestéerol, présent
dans les membranes des cellules du derme et de I’épiderme. L’énergie fournie par les rayons
UVB permet sa transformation en provitamine D, elle-méme rapidement convertie sous 1’effet

de la chaleur en vitamine Ds, libérée dans la circulation (Heaney et al., 2013). Quelle que soit
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son origine, la vitamine D est stockée dans différents tissus dont les adipocytes et les cellules
musculaires a la fois sous forme de vitamine D et de 25 (OH) D (Heaney et al., 2009 ; Landrier
et al., 2012) en faisant intervenir la mégaline (Abboud et al., 2013). Le plasma constitue
également un réservoir quantitativement important de 25 (OH) D.

Apreés son absorption, la vitamine D liée aux chylomicrons ou a la Vitamin D Binding
Protein (VDBP) est transportée dans la circulation sanguine ou elle est captée au niveau
hépatique (Figure 8) puis hydroxylée sur le carbone 25 pour former la 25-hydroxyvitamine D
[25 (OH) D] dont la demi-vie est relativement longue (3 a 4 semaines). Cette hydroxylation en
position 25 est assurée par plusieurs enzymes de la famille des cytochromes P450 que sont :
CYP2R1, CYP27A1, CYP3A4 et CYP2J2 (Schuster., 2011) dont la principale enzyme est le
CYP2R1 (Girgis et al., 2013 ; Bouillon et al., 2008). Aprés la premiére hydroxylation, la 25
(OH) D circule dans le sang, majoritairement liée a la VDBP. Ce complexe VDBP-25 (OH) D
est endocyté au niveau des cellules du tubule proximal rénal, apres filtration glomérulaire, par
une protéine de surface appelée mégaline (Speeckaert et al., 2006 ; Nykjaer et al., 1999). Une
fois dans la cellule, la VDBP est dégradée et le transport intracellulaire de la 25 (OH) D fait
intervenir des transporteurs intracellulaires, intracellular vitamin D binding protein (IDBP).
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La 25 (OH) D est ensuite soit réexcrétée dans la circulation sanguine, soit transloquée a la
mitochondrie pour subir une hydroxylation en position 1, aboutissant ainsi a la synthése du
1,25-dihydroxyvitamine D ou calcitriol, qui est la principale forme active de la vitmaine D
(Dusso et al., 2005). Cette hydroxylation en position 1 est assurée par le cytochrome p 450 27B1
(CYP27B1), fortement exprimé au niveau du rein (Schuster., 2011). L’activité du CYP27B1
est trés étroitement régulée par différents parametres du métabolisme phosphocalcique. Elle est
principalement stimulée par la parathormone (PTH) et une calcémie basse, tandis qu’elle est
inhibée par le fibroblast growth factor 23 (FGF23) et la concentration circulante de 1,25 (OH)z
D selon un mécanisme de rétrocontréle négatif. La demi-vie de la 1,25 (OH)2 D est tres courte
(environ 4 h) et sa concentration tres inférieure a celle de 25 (OH) D. La 1,25 (OH)2 D exerce
des effets endocrines lorsqu’elle est produite par le rein puis transportée via la circulation
jusqu’a ses tissus cibles. Cette 1,25 (OH)2 D peut également avoir des effets autocrines,
paracrines, etc. En effet de nombreux tissus et types cellulaires expriment la CYP27B1. C’est
notamment le cas des lymphocytes, des macrophages, des adipocytes. Dans ce cas, la 25 (OH)
D internalisée dans ces types de cellules peut y étre hydroxylée en 1,25 (OH)2 D qui y agit
localement (Bouillon et al., 2008). Contrairement & la synthese rénale, la synthése extrarénale

de 1,25 (OH). D ne semble pas étre régulée par la PTH ou la calcémie (Girgis et al., 2013).

1.4.2 Métabolisme-Régulation

La 1,25 (OH)2 D produite par le rein est transportée par la circulation sanguine jusqu’aux
cellules-cibles, y pénétre puis se lie a son récepteur cytosolique le VDR présent dans de
nombreux tissus (Holick., 2007). Le complexe hormone-récepteur migre alors jusqu’au noyau
de la cellule ou il s’associe au récepteur de 1’acide cis-rétinoique (RXR). La liaison du complexe
trimériqgue RXR-VDR-1,25 (OH)2 D aux éléments de réponse a la vitamine D (VDRE) de
I’ADN stimule ou inhibe la synthése de nombreuses protéines (Holick., 2007). Les effets
endocrines les mieux connus de la 1,25 (OH)2 D concernent le maintien de 1’homéostasie
phosphocalcique par action sur I’intestin, 1’0s et le rein : lors d’une baisse de la calcémie, la 1-
25 alphahydroxylase rénale est stimulée par la parathormone thyroidienne dont la sécrétion est
induite par I’hypocalcémie. L hyperphosphorémie diminue 1’activité de 1-25 alphahydroylase
rénale.

Le métabolisme de la vitamine D est autorégulé via une voie d’inactivation (Schuster.,
2011). En effet, le calcitriol induit I’expression de la 24-hydroxylase (CYP24A1) qui convertit
la 25 (OH) D3 et la 1,25(0OH). D en métabolites inactifs (24,25 (OH). vitamine D et 1,24,25

(OH)3 vitamine D) transformés ensuite en acide calcitroique inactif (Holick., 2007). D’autres
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enzymes de la famille des cytochromes P450 comme le CYP3A4 peuvent également dégrader

le calcitriol dans le foie et I’intestin (Zhou et al., 2006).

1.4.3 Récepteurs de la vitamine D

Le récepteur de la vitamine D fait partie de la super famille des récepteurs nucléaires
(Tissandié et al., 2006). Sa structure comprend une région N-terminale, une région C- terminale
et une région intermédiaire. La région N-terminale est la moins conservée dans la super famille
des récepteurs nucléaires comprend vingt acides aminés pour le récepteur de la vitamine D.
Cette région contient un activateur de la transcription AF1; la région C- terminale comprend
huit cystéines en position stable qui permettent la formation de deux doigts de zinc. Ce domaine
est essentiel a l'activation de la transcription. La fixation de la vitamine D entraine un
changement dans la configuration du récepteur permettant la liaison a HRE sur le gene cible.
La spécificité de liaison du récepteur a son HRE est déterminée par le premier doigt de zinc. Le
deuxieme doigt de zinc permet la dimérisation du récepteur et la région intermédiaire concerne

le domaine de fixation de I'hormone (vitamine D) (Hsieh et al., 1998).

1.4.4 Mode d’action de la vitamine D

Le calcitriol est donc synthétisé en réponse a une hypocalcémie.
Au niveau de ’intestin

La 1,25 (OH)2 D augmente 1’absorption intestinale du calcium et du phosphate en
stimulant 1’expression et la syntheése des protéines qui assurent le transport du calcium dans
I’entérocyte et son extrusion dans le compartiment sanguin dont les canaux TRPV®, la
calbindine 9K et la pompe a calcium ATP dépendante. La vitamine D active (1,25 di OH
vitamine D), par un effet direct sur I’ostéoclaste et indirect via les ostéoblastes ;
Au niveau 0sseux

Elle stimule la production ostéoblastique de RANKL, cytokine qui stimule la résorption
osseuse par augmentation de la différenciation ostéoclastique (Jurutka et al., 2007) et stimule
également la formation et la minéralisation osseuses ;
Au niveau du rein

Le calcitriol contribue, en synergie avec la PTH, a la reabsorption du calcium au niveau
du tubule distal. Par ailleurs, le calcitriol agit directement sur les glandes parathyroidiennes en
inhibant la synthése de I’ARN messager de la PTH, et de ce fait exerce un rétrocontréle négatif.
Cependant, la carence en vitamine D est observée au cours de I’insuffisancerénale chronique.
Cette carence en vitamine D est associée au risque d’hypocalcémie et d’hyperparathyroidie

secondaire (HPTS) qui constitue la cause principale d’ostéoporose secondaire. Le risque est
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encore plus multiplié chez les dialysés (Alem et al., 2000). Au stade de la dialyse, I’insuffisance
en vitamine D est trés fréquente, entre 81 et 96 % selon les études (Garcia-Canton et al., 2011 ;
Krassilnikova et al., 2014).

1.5 ERYTHROPOIETINE
1.5.1 Origine - Structure - biosynthése

L’érythropoiétine (EPO) est une glycoprotéine de 34 000 daltons, purifiée pour la
premicre fois en 1977 a partir d’urine de patients anémiques (Miyake et al., 1977 ; Porter et
Goldberg., 1994). Sa structure est formée de 4 hélices a et de deux ponts disulfures (entre les
cystéines 7 et 161, ainsi qu’entre les cystéines 29 et 33). Chez ’homme, le géne qui code pour
I’EPO se situe sur le chromosome 7 (7922). Au cours du développement embryonnaire, I’EPO
est d’abord produite par le foie puis par le rein pour agir sur les progéniteurs érythroides dans
la moelle osseuse (Jelkmann., 2011). Cependant, I’EPO circulante plasmatique est
principalement synthétisée par le rein, au niveau des fibroblastes interstitiels. La synthése
d’EPO s’effectue également dans de plus faibles quantités au niveau de nombreux tissus de
I’organisme : cerveau, poumon, cceur (Morishita et al., 1997 ; Sakanaka et al., 1998 ; Maiese
et al., 2009 ; Soliz., 2013), mais aussi au niveau du foie (Benaisa., 2014). L’EPO est sécrétée
sous forme de pro-hormone, d’une taille de 193 acides aminés, qui subit un clivage au niveau
de I’arginine C-terminale pour aboutir & une molécule finale de 165 acides aminés (chaine
monocaténaire). La forme active de cette hormone possede, avec un poids moléculaire de 184
000 daltons, deux ponts disulfures et quatre sites de glycosylation. Seule la forme glycosylée
est active in vivo.
Elle s’effectue sur quatre sites différents : trois sites de N-glycosylation (sur les asparagines 24,
38 et 83) et un site de O glycosylation (sur la sérine en position 26). La glycosylation joue un
réle important dans la conformation, la sécrétion, la demi-vie de la molécule et dans I'activité
biologique de I'EPO (Jelkmann., 1997).

1.5.2 Métabolisme de I’érythropoiétine

La synthése d’EPO est sous la dépendance d’un facteur transcriptionnel appelé hypoxia
inductible factor (HIF) constitu¢ d’un dimére. Ce dimeére est composé d’une partie constitutive
et stable dans la cellule et d’une autre partie instable et dégradée par I’oxygene. L’ensemble de
la partie constitutive et stable et I’autre partie instable se fixe sur son promoteur d’activation au
niveau de I’ADN conduit a la synthése de nombreux transcrits de protéines, dont I’EPO (Jewell
etal., 2001 ; Sirén., 2001). La régulation est étroite entre le taux d’oxygéne délivré aux tissus,
la concentration d’EPO sérique et le nombre de globules rouges circulants. En cas d’hypoxie
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tissulaire, la synthese d’EPO augmente, entrainant ainsi 1’augmentation de la production
d’érythrocytes (globules rouges) (Figure 9). L’augmentation de la production des globules
rouges va en retour favoriser 1’oxygénation rénale, et ainsi exercer un rétrocontrole négatif sur
la synthése d’EPO. L’érythropoiétine est normalement libérée dans la circulation systémique
en réponse a une diminution de la pression en oxygene percue par les cellules sécrétrices du
tissu rénal (Eckardt et al., 1989). Sa dégradation est hépatique, 5 a 10% de I’hormone est

éliminé par le rein.
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Figure 8 : Régulation de la synthése de 1’érythropoiétine sous I’influence de I’hypoxie tissulaire

(Frossard, 2012)
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1.5.3 Récepteurs de I’érythropoiétine

Pour avoir une action cellulaire, I’EPO se lie a son récepteur (EPO-R) (Noreau., 2002).
Chez I’homme, le géne qui code pour EPO-R est de petite taille (environ 5500 bases), il est
localisé sur le chromosome 19 et est composé de 8 exons et de 7 introns (Youssoufian et al.,
1993).

Le récepteur de I’EPO (EPO-R) est une protéine appartenant a la famille des récepteurs
aux cytokines de classe | (Bazan., 1990). Il est composé de deux monomeres
transmembranaires : le domaine intra-membranaire et le domaine extra-membranaire sur lequel
se situe le site de fixation de I’EPO. La liaison de I’EPO sur son récepteur entraine un
changement conformationnel, conduisant ainsi a [’activation des protéines JAKZ2 par

transphosphorylation.

Les protéines JAK2 activées vont phosphoryler les tyrosines du domaine intracellulaire de
I’EPO-R qui servent d’ancrage a plusieurs protéines (STATS, SHP1, SHP2, SHIP, sous-unité
de la PI3K, Grb2, la tyrosine kinase et SOCS). Ces protéines sont a leur tour activées par
phosphorylation, entrainant 1’activation de plusieurs voies de signalisation intracellulaire (voies
STATS5, Ras/MAPK, et PI3K/Akt). Le couple EPO/EPO-R induit la prolifération, la survie et
la différenciation cellulaire via diverses voies de signalisation (Figure 10) (Lefevre., 2013).
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Figure 9 : Principales voies de signalisation activées
(Lefevre., 2013)
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v phosphorylation des :
@ : JAK?2 et résidus Tyrosine (Y) du récepteur
v’ activation des différentes voies de signalisation
[CJ: JAK2/STAT
: RassIMAPK
. PI3K/AKkt.

32



1.5.4 Mode d’action de I’érythropoiétine

L’érythropoiétine (EPO) stimule la maturation des globules rouges au niveau de la

moelle osseuse. C’est une hormone indispensable a 1’érythropoiése (Figure 11).
L’EPO a une fonction non seulement dans I'hématopoi¢se, mais aussi dans différents tissus non
érythroides (cellules rétiniennes et les astrocytes ...) participant a la protection cellulaire contre
le stress et a la prévention « lI'apoptose ». L'expression d'EPO dans les tissus non érythroides
représente environ 15 a 20% de la production totale dans tout I'organisme (Ponce et al., 2013).
Les effets de I’EPO sont produits par Il'interaction EPO / EPOR, qui active les cascades de
signalisation qui agissent sur le contrle de I'apoptose, diminuant le taux de mort cellulaire dans
la moelle osseuse au cours des derniéres étapes du développement des cellules souches
érythroides, en particulier pendant 1’unité de formation de colonies-érythroide (CFU-E)
(Hernandez et al., 2017). L'hormone circulante favorise la prolifération, la différenciation et
la maturation des progéniteurs érythroides en érythrocytes, ce qui améliore finalement le
transport de I'oxygene en tant que fonction clé. La plage normale d'EPO chez les individus en
bonne santé est de 10 a 20 (mUI / mL) avec une demi-vie de 7 a 8 heures (Bunn, 2013 ; Toledo
et al., 2006).

Au cours de I’insuffisance rénale chronique, la diminution ou 1’absence de la production
rénale d’érythropoiétine entraine chez ces patients des troubles de 1’hémostase caractérisés par
des anomalies plaquettaires et le développement de I'anémie (Fournier-Charriere., 2007). De
plus, ces patients insuffisants rénaux chroniques sont fréguemment carencés en fer en raison
d’une moins bonne absorption digestive du fer (Locatelli et al., 2004). L’anémie est une
complication fréquente de I’insuffisance rénale chronique (IRC), elle altére profondément la
qualité de vie des patients et conditionne le pronostic par son action sur le ceeur (Go et al.,
2004).

L’anémie de I’'IRC est précoce et apparait dés que le débit de filtration glomérulaire devient
inférieur a 60 mL/min/1,73 m? (Brunet et al., 2006). Ses principales causes sont I’insuffisance
de production d’érythropoiétine (EPO) et la résistance a 1’action de celle-ci. Cette resistance est
principalement due a la carence martiale et aux inhibiteurs de 1’érythropoiése dont les
principaux sont les cytokines pro-inflammatoires (Brunet et al., 2006). Le bilan de 1’anémie
consiste en la mesure de 1’hémoglobine, de I’hématocrite, du nombre d’érythrocytes, de
réticulocytes, du taux de fer ionisé, la saturation de la transferrine et de la ferritinémie...
(Kundrapu et Noguez., 2018). L’anémie expose a I’hypertrophie ventriculaire gauche et a un
risque accru d’insuffisance cardiaque (Weiner et al., 2005), elle affecte la qualité de vie (Leaf

et Goldfarb., 2009), ainsi qu’elle augmente la morbidite et la mortalité (Rao et Pereira., 2005).
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II-MATERIEL ET
METHODES




1.1 LIEU ET TYPE D’ETUDE

Il s’agit d’une étude transversale analytique qui s’est déroulée au Département de Biochimie

Médicale et Fondamentale de I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire (IPCI).

1.2 POPULATION D’ETUDE

Cette étude a concerne tous les échantillons de patients atteints d’insuffisance rénale chronique
et non dialyses (46 patients IRC), de patients atteints d’insuffisance rénale chronique et dialysés
(46 patients hémodialysés) provenant du service du Centre National de Prévention et de
Traitement de I’Insuffisance Rénal (CNPTIR), des Centres Hospitaliers Universitaires (CHU)
de Cocody, de Treichville et de I’Hopital Général d’Adjamé (HGA).

11.2.1 Critéres de sélection des sujets
Critéres d’inclusion

Cette étude a regroupé toutes les personnes répondant aux critéres d’inclusion suivants :

v Echantillons patients

Les échantillons de patients adultes (>18 ans) hémodialysés et ceux atteints d’insuffisance
rénale chronique et non dialysés (DFG < 60 mL/min/1,73m?) (Chadban et al., 2020). Les

patients ayant donné leur consentement pour le prélevement sanguin.

v" Echantillons témoins

Les échantillons de personnes adultes (>18 ans) des deux sexes en bonne santé ne présentant
aucun signe clinique et biologique d’insuffisance rénale et ayant accepté volontairement de
participer a cette étude. Les témoins (46 volontaires) ont été recrutés dans différentes communes
de la ville d’Abidjan.

Critéres de non inclusion
v’ Echantillons patients

Les échantillons des patients présentant une affection rénale aigué, d’enfants et de femmes
enceintes et les transplantés rénaux et les personnes souffrant d’anémie non liées a I’insuffance

rénale n’ont pas été inclus dans 1’étude.

v" Echantillons témoins

Les personnes souffrant de pathologie telle que le diabéte, I’hypertension, le VIH et/ou n’ayant

pas donné leur accord de participation a I’étude.
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11.2.2 Taille de I’échantillon

La taille de I’échantillon a été déterminée grace a la formule de Schwartz (1969) en considérant

la prévalence de I’insuffisance rénale en Cote d’Ivoire.

_ Z2xXPx(1-P)

n :
i2

n : Taille de I’échantillon minimale pour 1’obtention de résultats significatifs pour un
événement et un niveau de risque fixé

z : Valeur z value pour des limites de confiance de 95% (1,96)
p : Prévalence estimée (2,1%) (Stanifer et al., 2014)
i : intervalle de confiance (5%)

_1,96%%0,021x(1-0,021)
n —
0,052

n=31,59

11.2.3 Aspect éthique

Cette etude a été conduite conformément a la déclaration d’Helsinki (version 2013) ainsi qu’aux
lois et procédures en vigueur en Cote d’Ivoire. Aussi, elle a eu I’autorisation de mise en ceuvre
par le comité national d’éthique des sciences de la vie et de la santé (CNESVS) sous le numéro
023-20/MSHP/CNESVS-km. De plus, le consentement a été obtenu des insuffisants rénaux,
des hémodialysés et des volontaires pour I’utilisation des échantillons de sang pour la recherche.

Enfin, une autorisation a été obtenue aupres des centres d’hémodialyse.

11.3 MATERIEL

11.3.1 Matériel biologique
Le matériel biologique est constitué de sérums, de plasma et de sang total de patients
insuffisants rénaux non dialysés et hémodialysé, mais également de témoins volontaires. Les
échantillons de sang ont été prélevés chez des sujets a jen sur tube sans anticoagulant (tubes
secs), sur tube contenant de 1’éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) et sur tube contenant de
I’oxalate de potassium et de fluorure de sodium. Les échantillons de sang prélevé ont été placés

dans des glaciéres contenant des accumulateurs de froid (ice-packs) accompagnés de fiches de
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suivi du prélevement (Duchassaing, 1997) et acheminés au Département de Biochimie de

I’Institut Pasteur de Cote d’Ivoire.

11.3.2 Matériel technique
11.3.2.1 Appareillage

L’équipement technique utilisé pour la réalisation de ce travail comprend, les appareils ci-apres:
» En biochimie

- L’automate Cobas C 311 de marque Roche diagnostic (France) pour le dosage des parametres

biochimiques ;

- L’automate Vidas de Biomérieux (France) pour le dosage de la parathormone (PTH) et la 25-
hydroxyvitamine D ;

- L’analyseur d’électrolyte 9180 de Roche diagnostic (France) pour I’ionogramme ;

- Une chaine ELISA de Gentaur (France) pour le dosage de 1’érythropoiétine (EPO).

> En hématologie

L’analyseur hématologique Sysmex XN-1000 Kobé (Japon) pour la Numération Formule
Sanguine (NFS) et le taux de réticulocyte.

11.3.2.2 Petit matériel

Le petit matériel comprend les aiguilles de prélévement, de I’alcool médical, du coton, les tubes
contenant de ’EDTA a bouchon violet, les tubes contenant du fluorure de sodium et 1’oxalate
de calcium a bouchon gris, les tubes secs sans anticoagulant a bouchon rouge, les embouts, les

gangs, un rouleau de papier aluminium, des cryotubes et des micropipettes.

11.3.3 Réactifs

Les réactifs ayant servi a la réalisation du présent travail sont :
» En biochimie

- Des Kits de réactifs spécifiques de marques Roche diagnostic (France) ont servi aux dosages
des parametres biochimiques classiques (urée, créatinine, CRP, calcium, magnésium,
phosphore, cholestérol total, cholestérol HDL, cholestérol LDL, triglycéride, Transaminases,

glycémie, fer sérique, transferrine, ferritine) sur I’automate COBAS C 311 ;
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- Des coffrets de réactifs de BioMérieux pour le dosage de la parathormone (PTH) et la 25-

hydroxyvitamine D sur 1’automate Vidas ;

- Le conteneur SnapPak universel pour I’ionogramme sanguin sur 1’automate d’électrolyte
9180 de Roche diagnostic ;

- Le Kit Human EPO de Sigma-Aldrich pour le dosage de I’EPO.
» En hématologie

- les kits de I’analyseur Sysmex XN-1000 Kobé (Japon) pour la Numération Formule Sanguine
(NFS) et le taux de réticulocyte.

1.4 METHODES
11.4.1 Accueil des patients

Cette ¢étape consistait a présenter 1’étude aux patients a 1’aide de la notice d’information
(Annexe 8). Tous les patients ayant accepté de participer a 1’étude ont rempli le formulaire de
consentement éclairé (Annexe 9) et ont été soumis a une fiche d’enquéte (Annexe 10). Une
fois la fiche d’enquéte correctement remplie (fiche renseignée), les prélevements ont été

effectués.

11.4.2 Recueil et traitement des échantillons

Les prélévements ont été effectués par ponction veineuse, au niveau du pli du coude chez des
sujets a jeun. Chez les hémodialysés chroniques, le prélevement a été fait avant et apres la
séance de dialyse dont la fréquence était de deux fois par semaine. Le sang a été recueilli dans
trois (3) tubes a savoir un tube sec sans anticoagulant a bouchon rouge (5 mL) pour le dosage
des parametres biochimiques, un tube contenant du fluorure de sodium et I’oxalate de calcium
a bouchon gris (5 mL) pour le dosage de la glycémie et un tube contenant de ’EDTA a bouchon
violet (5 mL) pour la Numération Formule Sanguine (NFS) ainsi que le taux des réticulocytes.
Les tubes secs et ceux contenant du fluorure de sodium et 1’oxalate de calcium comme
anticoagulant ont été achemines au laboratoire puis centrifugés a 3 000 tr/min pendant 5 min a
I’aide d’une centrifugeuse (THE DRUCKER CO., USA). Le serum des tubes secs et le plasma
des tubes gris ont été recueillis dans des tubes eppendorf et conservé a - 20°C jusqu’au moment
des différentes analyses des marqueurs biochimiques. Le sérum a servi la réalisation des
parametres hormonaux (25-hydroxyvitamine Dz, érythropoiétine et parathormone) et
biochimiques (urée, créatinine, calcium, phosphore, magnésium, fer sérique, ferritine,

transferrine, triglycérides, cholestérol total, cholestérol HDL, cholestérol LDL, Transaminases,
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glycémie et ionogramme). Les sérums obtenus a partir des tubes secs ont été aliquoté en doublet
ou triplet a raison de 500 & 1000 pL dans des tubes eppendorf. Les aliquots devant servi au
dosage de 25-hydroxyvitamine Dz ont été mis a I’abri de la lumiére, c¢’est a dire emballé dans
du papier aluminium pour éviter tout phénoméne d’oxydation. Le plasma des tubes gris a été
utilisé pour le dosage sanguin du glucose. Quant au sang total contenu dans les tubes EDTA, il

a servi directement a la détermination des marqueurs hématologiques.

11.4.3 Stade de la maladie chez les insuffisants rénaux chroniques

L'équation CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology collaboration) (Levey et al.,
2009) a permis d’estimer le débit de filtration glomérulaire (DFG) et donc de connaitre le stade

de la maladie rénale chronique chez les patients insuffisants rénaux n’ayant jamais été dialysés.

Cette équation est la suivante :

[ DFG (en mL/min/1,73 m?) = 141 x min (Scr/k, 1) “x max (Scr/k, 1) -1,209 x 0,993%% x 1,159

Scr = créatinine sérique

Kk = 0,7 pour les femmes et 0,9 pour les hommes

a=- 0,329 pour les femmes et - 0,411 pour les hommes

min = le minimum de Scr/k ou 1 ; max = le maximum de Scr/k ou 1

1,159 se référe au facteur ethnique pour les Africain-Américain

Dans cette formule, nous n’avons pas tenu compte du facteur racial Africain-Américain (AA).
En effet, d’aprés les travaux de Yayo et al., (2016), il ressort que les formules MDRD et CKD-
Epi, se sont avérées plus performantes en absence du facteur AA au sein des sujets adultes noirs

Africains. La formule CKD-EPI ne doit pas étre utilisée pour les jeunes de moins de 18 ans.

11.4.4 Méthodes de dosage des marqueurs hématologiques

Le systétme automatise XN-1000 de Sysmex est utilisé pour le dosage des marqueurs
hématologiques. Cet appareil effectue des analyses suivant une combinaison de trois méthodes

qui sont :

- la methode de la focalisation hydrodynamique encore appelée la méthode de détection
par mesure de I'impéedance,
- la méthode de détection de I'némoglobine par sulfolyser et

- la cytométrie en flux fluorescente (par diode laser) (Ormerod et al., 1993).
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v" Principe du Sysmex XN-1000 Kobe

La focalisation hydrodynamique, c’est-a-dire la détection par mesure de I'impédance est un
systéeme qui permet le passage des cellules sanguines une a une entre deux électrodes (le tube
capillaire), ce qui permet de compter les globules rouges et les plaquettes. Le passage de ces
cellules sanguines est facilité par un reéactif de gainage et le courant électrique appliqué entre
les deux électrodes varie a chaque passage de cellule, ce qui crée une impulsion électrique
proportionnelle a la taille de la cellule. Les plaquettes et les globules rouges sont séparés par
leur taille, entre 2 et 40 fL pour les plaquettes et entre 40 et 250 fL pour les globules rouges
(Gérard., 2017). Au cours du comptage des globules rouges, les hématocrites sont calculés via
la méthode de détection de la hauteur d'impulsions des globules rouges.

La méthode de détection de I'némoglobine par sulfolyser est basée sur la vitesse de conversion
de I'némoglobine en oxyhémoglobine. En réalité, apres la lyse des hématies, I'hnémoglobine est
instantanément convertie en oxyhémoglobine dont I’absorbance mesurée est directement

proportionnelle a la quantité d’hémoglobine dans la chambre de mesure.

La cytométrie permet la quantification et la classification des cellules (leucocytes, réticulocytes,
plaquettes, globules rouges) en suspension dans une matrice liquide. Un fluorochrome ajouté a
I’échantillon se fixe sur I’ADN ou I’ARN des cellules. Un faisceau de diode laser traverse une
chambre de mesure dans laquelle il entre en contact avec la cellule présente, ce qui provoque la
diffraction du faisceau en plusieurs directions. Le fluorochrome absorbe 1’énergie du laser et
réémet I’énergie absorbée sous forme de photons d’une longueur d’onde plus élevée. C'est la
lumiere réémise (par fluorescence) qui permet de classer la population cellulaire suivant
plusieurs critéres et de les trier. Les signaux mesurés sont essentiellement relatifs aux propriétés
optiques intrinséques des particules. Les signaux des fluorochromes séparés par des filtres
optiques sont collectés par des photo-multiplicateurs, amplifiés, numérises, traités et stockés
par un ordinateur par l'intermédiaire d'une composante informatique et optique (miroir
dichroique et filtre optique). Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) est
multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers de cellules par seconde.
L’ordinateur calcule les données statistiques associees aux distributions des parametres mesurés

et les propriétés des populations cellulaires sont ainsi évaluées (Gérard., 2017).

v" Mode opératoire du sysmex XN-1000 Kobe

Aprés la mise sous tension de 1’automate Sysmex XN-1000, le contrdle est realisé pour

s’assurer du bon fonctionnement de ’appareil. Dans le menu, 1’option « poste de travail » est

41



choisi puis les informations (nom, prénom, identifiant, sexe, age) concernant les échantillons
sont enregistrés sur I’ordinateur ainsi que I’examen « CBC+DIFF+RET ». Les échantillons sont
agités doucement pour bien homogénéiser le sang et disposés dans les différents racks en
respectant leur position d’enregistrement puis I’option « démarrer » est choisi. Les résultats
sont imprimés par échantillons grace a une imprimante connectée a I’unité centrale de

[’automate.

L’hémoglobine, les plaquettes, les constantes €rythrocytaires sont les parametres utilisés dans
I’interprétation d’une partie des résultats de cette étude.

L’anémie se définit par une diminution de I’hémoglobine (Hb) circulante en deca des valeurs
normales selon 1’age (homme < 13g/dL, femme < 12g/dL). Selon la classification de ’OMS,
I’anémie est sévere devant un taux d’Hb inférieur a 8g/dL ; modérée lorsque le taux
d’hémoglobine est compris entre 8-10 g/dL, et légere pour un taux d’Hb supérieur a 10g/dL
(Zandecki et al., 2007 ; Girard et al., 2009).

La recherche étiologique de I’anémie a reposé sur deux grandes classifications basées sur les
indices érythrocytaires que sont les valeurs de VGM et secondairement de CCMH (Zandecki
et al., 2007) (Tableau I).

Les anomalies de la taille des hématies (VGM) ont permis de définir les anémies suivantes :
- I’anémie normocytaire ; elle se traduit par un VGM normale (80 a 98 p ou fL). Le VGM
utilisé au laboratoire est compris entre 80 & 95 fL (Zandecki et al., 2007)

- I’anémie microcytaire qui se traduit par la taille des globules rouges, anormalement petite, elle
s’accompagne toujours d une diminution de la fabrication de I’hémoglobine. La valeur de VGM
est inférieure a la normale (< 80 fL) et enfin,

- I’anémie macrocytaire qui est définie par une assez grande taille des globules rouges. La valeur
de VGM est supérieure a la normale (> 95 fL).

Les anomalies des hématies qui concernent la couleur ou la concentration en hémoglobine
(CCMH) ont permis de definir :

- I’anémie normochrome qui se traduit par une concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine normale. La valeur normale de la CCMH est normale de 32 a 36 g/dL.
- I’anémie hypochrome qui se révéle par une concentration corpusculaire moyenne en

hémoglobine (CCMH) inférieure a la normale.

Le reflet de I’érythropoicse est révelé par le taux de réticulocyte. Ce qui a permis de définir

- le caractere arégénératif qui se rapporte a un taux de réticulocyte inférieur ou égal a la normale.
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Il fait ressortir I’origine centrale de 1’anémie. La valeur normale est de 25 & 100 10%/uL
- le caractére régénératif qui se traduit par un taux de réticulocyte supérieur a la normale. Il

implique I’origine périphérique de I’anémie.

Le taux de réticulocytes a éteé calculé pour la population d’étude souffrant d’anémie.
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Tableau I : Valeurs de référence de la numération globulaire et des constantes

hématimétriques

Parameétres Valeurs de référence
Globules Rouges (GR) 3,8-6,010°% /uL
Hématocrite (Ht) 35-54%
Hémoglobine (Hb) 12 -18 g/dL
Volume Globulaire Moyen (VGM) 80-95fL
Concentration Corpusculaire Moyenne en

) _ 32 - 36 g/dL
Hémoglobine (CCMH)
Taux Corpusculaire Moyen en

) 27 - 32 pg

Hémoglobine (TCMH)
Réticulocytes (RET) 25 — 100 10%/pL

VGME = Volume Globulaire Moyen ;

- Sa formule est : VGM = Ht / GR (Ht = hématocrite ; GR = Globules rouges)
fL¥ = Femtolitre = 10 m3 =10 L

CCMHS = Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine ;

- Sa formule est : CCMH = Hb / Ht, (Hb = hémoglobine)
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11.4.5 Méthodes de dosage des marqueurs biochimiques

Le dosage des parameétres biochimiques a été réalisé a 1’aide des Kits préts a I’emploi de
I’automate Cobas C 311 Hitachi de Roche Diagnostic, France. Le Cobas C 311 est un analyseur
de biochimie clinique entierement automatisé. Il a permis des dosages manuels des parametres
biologiques dans un circuit completement fermé sans intervention humaine. Son utilisation est
prévue pour la détermination qualitative et quantitative d’une vaste gamme d’analyse

biochimique dans différents liquides corporels.

v Principe de I’automate Cobas C 311

L’automate Cobas C 311 Hitachi est un spectrophotometre dont le principe est basé sur la
réaction de TRINDER qui est une méthode enzymatique et colorimétrique utilisant un
chromogene. L’intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la

concentration de la substance dosée (Deyhimi et al., 2006).

v" Mode opératoire de I’automate Cobas C 311

L’analyse quantitative des paramétres biochimiques a été réalisée a partir du sérum apres la
mise sous tension de 1’automate Cobas C 311 Hitachi. Il s’en suit 1’étape de la calibration des
kits et la validation des résultats du contréle qualité. Pour ce faire, les portoirs "porte
échantillon™ sont confirmés dans leur position. Aussi les portoirs "porte cassette Contréle",
"porte cassette Calibrateur"”, "porte cassette Réactifs" et "porte Echantillon™ sont installés dans
leurs compartiments respectifs dénommes "Cassettes et Echantillons”. Le sérum de contrdle
(Precinorm universel) est dosé et la calibration est réalisée. Lorsque la valeur de contréle
s’avere exacte, les échantillons des patients peuvent étre dosés. La fiche qui apparait a I’écran
de travail est remplie en y indiquant le code identifiant, le nom et le prénom du patient. Les
paramétres a doser sont sauvegardés et validés en appuyant sur la touche "START". Les
résultats sont obtenus directement en concentration apres conversion des absorbances a partir
des équations des droites d’étalonnage incorporées dans I’automate. Le dosage des marqueurs
biochimiques est effectué selon différents principes et méthodes mentionnés dans les notices
qui accompagnent les Kits des réactifs. Les valeurs de référence (Yapo et al., 1989 ; Duployez,
2020) des marqueurs biochimiques recherchées ont permis d’interpréter les résultats obtenus
(Tableau I1). L’automate Cobas C 311 convertit directement les densités optiques obtenues

apres la lecture en concentration a partir d’une droite d’étalonnage incorporée dans 1’appareil.
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Tableau Il : Valeurs normales de référence des marqueurs biochimiques recherchés

(Yapo et al., 1990 ; Duployez., 2020)

Parameétres biochimiques Valeurs de référence
Urée 0,10-0,35 g/L

Créatine 5-12 mg/L

Calcium 90-110 mg/L
Phosphore 28-45 mg/L
Magnésium 16-23 mg/L

Fer sérique H:11-28 pymol/l ; F : 6,6-26 umol/Il
Ferritine H : 30-300 pg/l ; F : 20-200 pg/l
Transferrine H:2,0-2,79/l;F:1,9-2,7 g/l
Capacité totale de fixation de la transferrine (CTF) 49-69 pumol/I
Coefficient de saturation de la transferrine (CS) 20-45 %

Protéine C Réactive (CRP) <6 mg/L

Glycémie 0,75-1,10 g/L
Triglycéride 0,30-1,34 g/L
Cholestérol total 1,06-2,50 g/L
Cholestérol HDL 0,40-0,70 g/L
Cholestérol LDL <1,60g/L

Alanine Amino Transférase (ASAT) 8-49 UI/L

Aspartate Amino Transférase (ALAT) 7-48 Ul/L
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% Marqueurs biochimiques rénaux et glucidique
> Créatinine
- Principe

Dans une solution alcaline, la creatinine réagit avec le picrate pour former un complexe jaune-
rouge dont I’intensité est directement proportionnelle a la concentration de créatinine dans
I’échantillon. Les échantillons de sérum et de plasma contiennent des protéines qui réagissent
de maniére non spécifique dans la réaction de Jaffé. Ainsi, pour que des résultats corrects soient
obtenus, une correction est effectuée automatiquement par 1’analyseur par soustraction

automatique de 18 umol/L (0,2 mg/dL) sur les valeurs obtenues.

pH alcalin

Creatinine + acide picrique » Complexe jaune-rouge
- Mode opératoire

A 10 pL de sérum dilué dans 20 pL. d’eau déionisée sont ajoutés 13 pL. de Tampon alcalin (R1)
dilué dans 71 pL d’eau déionisée et 13 pL d’acide picrique également dilué¢ dans 20 puL d’eau
déionisée. L’absorbance de la coloration jaune-rouge est lue au photometre a 512 nm selon la
méthode de Jaffe (1886) décrite par Ng et Blass (1986).

» Urée

- Principe

La méthode de dosage de I’urée selon Fawcett et Scott (1960) est une méthode a ’'UV qui
repose sur I’hydrolyse de I’urée en anhydride carbonique et ammoniaque par I’uréase. Les ions
ammoniums forment avec le salicylate, le chlore et le nitroprussiate un complexe coloré bleu
vert appelé indophénol. L’intensité de la coloration qui est proportionnelle a la concentration

de I’urée, est mesurable au spectrophotomeétre a une longueur d’onde égale a 600 nm.
- Mode opératoire

Un volume de 0,5 mL de réactif R1 contenant une solution de Na Cl a 9 % a été dilué dans 0,5
mL de réactif R2 contenant 220 mmol/L de tampon TRIS ; pH 8,6 ; 73 mmol/L de 2-
oxoglutarate ; 2,5 mmol/L de NADH ; 6,5 mmol/L d’ADP, (> 300 pkat/L) d’uréase (de
Canavalia ensiformis), (>80 pkat/L) de GLDH (foie de bovin). A ce milieu, a été ajouté 0,01
mL de sérum de patient. Apres agitation automatique magnétique pendant 1 min et incubation
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a température ambiante, 25°C pendant 10 min, la densité optique a été déterminée au

spectrophotometre contre le témoin (réactif urée) a une longueur d’onde égale a 600 nm.

> Glycémie
- Principe

En présence de glucose oxydase (GOD), le glucose en solution aqueuse est oxyde par le
dioxygeéne dissous, en acide gluconique avec formation de peroxyde d’hydrogéne (Bondar et
Mead, 1974). Ce dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un chromogene

incolore en couleur rouge a structure quinonéimine selon 1’équation suivante :

Glucose oxydase
Glucose + Oz + H,0 »Acide gluconique + H2O>

Peroxydase
H202 + Phénol + 4-Amino-Antipyrine » Quinonéimine rose + 4 H,O

- Mode opératoire

A une quantité de 10 pl de sérum ont été ajoutés 1 mL de soude et 1 mL d’acide picrique.
L’intensité de la coloration rose développée est proportionnelle a la concentration en glucose.

Elle est mesurée par photométrie a 505 nm.

*

¢ Marqueurs biochimiques du métabolisme du fer et d’inflammation
> Fer sérique
- Principe

Les ions Fe 3* sont détachés de la transferrine par I’hydrochlorure de guanidine et réduits en
ions Fe 2* par ’ascorbate et I’hydroxylamine. Le fer divalent forme un complexe chélaté coloré
en rouge avec la ferrozine. Afin d’éviter 1’interférence du cuivre, les ions cuivriques sont liés

de la thiourée.
Guanidine - HCI

Complexe transferrine-Fe 3* apotransferrine + Fe 3*

v

Agents réducteurs

Fe 3+ Fe 2*

v

Fe 2* + 3 FerroZine Fe 2* - (FerroZine) 3

v
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- Mode opératoire

A un volume de 8,5 uLL de sérum humain sont ajoutés 100 puL du réactif R1 constitué de la
guanidine-HC1 4,5 mol/L ; de I’hydroxylamine 300 mmol/L et de la thiourée 120 mmol/L. A
ce mélange, est ensuite ajouté en présence d’ascorbate 20 pL de R3 contenant de la FerroZine
40 mmol/L et de I’acétate 200 mmol/L a pH 5. L’intensité de la couleur est directement
proportionnelle a la concentration de fer et on la mesure avec I’augmentation de 1’absorbance a

552 nm (Stookey., 1970).

> Ferritine

- Principe

La ferritine humaine s’agglutine sur les particules de latex recouvertes d’anticorps

monoclonaux anti-ferritine. Le précipité issu de I’agglutination est mesuré par turbidimétrie.
- Mode opératoire

A un volume de 10 pL de sérum humain sont ajoutés 80 pL du réactif R1 constitué¢ de
I’'immunoglobuline de lapin et un tampon Tris a pH 7,5. A ce mélange, sont ensuite ajoutés 80
pL de R3 contenant une matrice de particules de latex recouvertes d’anticorps de lapin
antiferritine humaine. Le précipité ainsi formé est mesuré par turbidimétrie au photometre a
700 nm contre un blanc (Heidelberger et Kendall, 1935).

> Transferrine

- Principe

La transferrine humaine forme un précipité avec un antisérum spécifique. Le précipité obtenu

est mesureé par turbidimétrie.
- Mode opératoire

Le dosage de la transferrine est effectué avec 12,5 puL de sérum auxquels sont ajoutés 140 uL
de réactif R1 contenant un mélange tampon phosphate 55 mmol/L a pH 7,2 ; du Na CI 25
mmol/L et du polyéthyléneglycol 5 %. A cet ensemble, est ajouté R2 constitué d’un antisérum
contenant des anticorps anti-transferrine humaine et du Na CI 100 mmol/L. La lecture de la
turbidité est réalisée a 800 nm contre un blanc (Dubois et al., 1988). Les absorbances étant
proportionnelles aux concentrations de ferritine et de transferrine dans le sérum, elles sont
directement converties en concentration & partir des courbes d’étalonnage intégrées dans

[’automate.
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La capacité totale de fixation de la transferrine (CTF) et le coefficient de saturation (CS) de la
transferrine sont calculés a partir des concentrations de la transferrine et du fer sérique par les

formules suivantes (Wanger, 2000):

CTF (umol/L) = transferrine (g/L) x 25
CS (%) = (fer sérique (umol/L) / CTF (umol/L)) x 100.

Ces différents marqueurs biochimiques du bilan ferrique fournissent des informations précises

sur 1’origine de I’anémie.

» La protéine C réactive (CRP)

- Principe

La CRP humaine, réagit dans une réaction d’agglutination avec les particules de latex
recouvertes d’anticorps monoclonaux anti-CRP. Le précipité est mesuré par la méthode

turbidimétrique a 552 nm.
- Mode opératoire

A un volume de 2 pL de sérum sont ajoutés 82 puL de R1 (Tampon TRIS contenant du sérum
albumine bovine et des immunoglobulines) diluée dans 28 pL d’eau déionisée. A ce mélange,
sont ajoutés 28 puL de R2 (Particules de latex recouvertes d'anticorps (de souris) anti-CRP dans
un tampon glycine). Le précipité est mesuré par la méthode turbidimétrique a 552 nm (Senju
etal., 1986).

*

% Bilan phosphocalcique et magnésien
» Phosphore

- Principe

En présence d'acide sulfurique, le phosphate inorganique réagit avec le molybdate d’ammonium

pour former du phosphomolybdate (NH4)3[PO4(M00O3)12] détectable a I’UV.

H2SO04
Phosphate + molybdate d’ammonium — ammonium phosphomolybdate

- Mode opératoire

A un volume de 2,5 pL de sérum sont ajoutés 90 uL d’acide sulfurique 0,36 mol/L diluée dans
28 uL d’eau déionisée. A ce mélange, sont ajoutés 38 pL de R2 (Molybdate d’ammonium 3,5
mmol/L; acide sulfurique 0,36 mol/L; cholate de sodium 150 mmol/L). La concentration en
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phosphomolybdate formé est directement proportionnelle a la concentration en phosphate

inorganique et est mesurée par photométrie a 700 nm contre un blanc (Henry, 1974).

» Calcium

- Principe

Le dosage du calcium est un dosage colorimétrique. 1l est baseé sur le fait que les ions calcium
réagissent avec le 5-nitro-5’-méthyl-BAPTA (NMBAPTA) en milieu alcalin pour former un
complexe. Lequel complexe réagit dans une seconde étape avec I'EDTA pour donner un

chromophore.
pH alcalin

Caz + NM-BAPTA » Complexe calcium-NM-BAPTA

Complexe calcium-NM-BAPTA + EDTA ——» NM-BAPTA + complexe calcium EDTA
- Mode opératoire

Le dosage du calcium a été effectué avec la méthode de Endres et Rude (2006). Elle consiste
a ajouter a 3 pL de sérum, 20 puL de R1 dilué¢ dans 160 pL d’eau déionisée. Le réactif R1 a été
préparé a partir d’un mélange de 1’acide cyclohexylamino-3-hydroxy-2- propanesulfonique-1
(CAPSO) 557 mmol/L; NM-BAPTA 2 mmol/L, pH 10,0 et un agent tensioactif non réactif. A
cet ensemble, est ensuite ajouté R2 contenant EDTA 7,5 mmol/L, pH 7,3 et un agent tensioactif
non réactif. L ’intensité de la coloration du complexe calcium EDTA développée est directement
proportionnelle a la concentration en calcium et mesurée par photométrie a 376 nm contre un

blanc.

» Magnésium

- Principe

C’est une méthode colorimétrique qui utilise un indicateur coloré la calmagite (acide 1- [1-
hydroxy-4- methyl-2-phenylazo] -2-naphtol-4-sulfonique). En milieu alcalin, la calmagite
bleue forme avec le magnésium un complexe rosé dont l'intensité de coloration, lue a 538 nm,
est proportionnelle a la concentration du magnésium. L'EGTA (ethyléne glycol tétra-acétique)
et le cyanure de potassium (KCN) éliminent les interférences du calcium et des métaux lourds
(\Valdiguié, 2000).

- Mode opératoire

A une quantité de 10 pl de sérum sont ajoutés 1 ml de réactif (R1) contenant de la calmagite (>
100 umol/L) ; du cyanure de potassium (6,14mmol/L) ; AMP (> 100 mmol/L) ; EGTA (250
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umol/L). Apres agitation et incubation pendant 5 min a la température constante. L’absorbance

est lue par photométrie a 538 nm contre un blanc.

% Bilan lipidique
» Cholestérol total
- Principe

Sous l'action de la cholestérol-estérase (CE), les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol
libre et en acides gras. Dans une réaction ultérieure, catalysée par le cholestérol oxydase
(CHOD), le cholestérol est transformé, en présence d’oxygene, en cholest-4-ene-3-one avec
formation d’eau oxygénée. L’eau oxygénée formée réagit avec le phénol et ’amino-4-
phénazone en présence de peroxydase (POD) pour donner un dérivé coloré rouge (quinone-

imine) dont I’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration de

cholestérol.
CE
Esters du cholestérol + H,O » cholestérol + RCOOH
CHOD
Cholestérol + O» » cholest-4-éne-3-one + H,0»
POD
2 H202 + 4-AAP + phénol »colorant quinone-imine + 4 H20

- Mode opératoire

A un volume de 2 pL de sérum ont été ajouté 140 puL du réactif R dilué¢ au 1/3 (v/v) dans de
I’eau déionisée. Le réactif R est un mélange constitué de Tampon PIPES, 225 mmol/L a pH
6,8; Mg?*,10 mmol/L; cholate de sodium, 0,6 mmol/L; amino-4 phénazone, 0,45 mmol/L;
phénol, 12,6 mmol/L; monoéther d’alcool gras de polyéthyléneglycol, 3 %; cholestérol estérase
(de Pseudomonas), 1,5 U/mL; cholestérol-oxydase (de E. coli), 0,45 UI/mL et de peroxydase
(de raifort), 0,75 U/mL. Ce mélange aboutit a un dérivé coloré. L’intensité du dérivé coloré est
directement proportionnelle a la concentration de cholestérol. Elle est déterminée en mesurant
l'augmentation de I'absorbance par photométrie a 505 nm (Abell et al., 1958 ; Allain et al.,
1974).
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» HDL-Cholestérol

- Principe

En présence d'ions magnésium, le sulfate de dextran forme de maniere sélective des complexes
hydrosolubles avec les LDL, les VLDL et les chylomicrons ; ces complexes sont résistants
vis-a-vis d’enzymes modifiés par le polyethylene glycol (PEG). La concentration en cholestérol
des HDL est déterminée par voie enzymatique a I’aide de cholestérol estérase et de cholestérol
oxydase modifiées par du PEG (40 % environ des groupes amines de ces enzymes sont couplés
a du PEG). Sous I’action du cholestérol estérase, les esters du cholestérol sont scindés en

cholesteérol libre et en acides gras.

PEG-cholestérol
Esters du cholestérol HDL + H,O » cholestérol HDL + RCOOH

Dans une seconde réaction catalysée par le cholestérol oxydase modifiee par le PEG, le
cholestérol est transformé, en présence d’oxygeéne, en A4-cholesténone avec formation d’eau

OXygénée.
PEG-cholestérol oxydase
Cholestérol HDL + O3 » Ad-cholesténone + H20>

En présence de peroxydase, 1’eau oxygénée formée réagit avec la 4-amino-antipyrine et le
sodium N-(hydroxy-2 sulfo-3 propyl) diméthoxy-3,5-aniline (HSDA) avec formation d’un

dérivé coloré bleu-violet.
Peroxydase
2H0> + 4-amino-antipyrine + » dérivé coloré bleu-violet + 5H,0

HSDA + H* + H20
- Mode opératoire

Selon les méthodes de Sugiuchi et al., (1995), Matsuzaki et al., (1996), a 2,5 uL de sérum
humain sont ajoutés 150 puL de R1 puis 50 pL de R2 pour donner un dérivé coloré bleu-violet.
La solution R1 est constitué de Tampon HEPES, 10,07 mmol/L; CHES 96,95 mmol/L; sulfate
de dextran 1,5 g/L; nitrate de magnésium hexahydrate 11,7 mmol/L; HSDA, 0,96 mmol/L;
ascorbate-oxydase, 50 pkat/L et de peroxydase de raifort 167 pkat/L. La solution R2 est
constitué de Tampon HEPES: 10,07 mmol/L; PEG-cholestérol estérase, 3,33 pkat/L; PEG-
cholestérol oxydase, 127 pkat/L; peroxydase de raifort, 333 pkat/L et 4- aminoantipyrine, 2,46
mmol/L. L’intensit¢ de la coloration développée est directement proportionnelle a la

concentration en cholestérol et mesurée par photométrie a 505 nm.
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» Triglycérides
- Principe

Le test des triglycérides est une méthode enzymatique. Les triglycérides sont hydrolysés par la
lipoprotéine-lipase (LPL) en glycérol et en acides gras. Le glycérol est alors phosphorylé en
glycérol-3-phosphate par ATP lors d’une réaction catalysée par la glycerolkinase. L’oxydation
du glycérol-3-phosphate est catalysée par la glycérol-phosphate oxydase pour former du
dihydroxyacétone-phosphate et du peroxyde d’hydrogéne (H202). En présence de peroxydase
(POD), le peroxyde d’hydrogéne formé entraine le couplage oxydatif du 4-chlorophénol et de
la 4-aminophénazol pour former un colorant quinoneinique rouge dont 1’intensité est

directement proportionnelle a la concentration en triglycérides.

Lipoprotéine-lipase
Triglycérides + 3 H20 » Glycérol + 3 RCOOH

Glycérokinase
Glycérol + ATP » Glycerol-3-phosphate + ADP

Mg 2

Glycérophosphate-oxydase
Glycerol-3-phosphate + O> » dihydroxyacétone-phosphate + H,O>

H20, + amino-4 phénazone + » colorant quinoneinique + 4 H>O

Chloro-4 phénol
- Mode opératoire

A 2 pL de sérum sont ajouté un mélange de 148 pL contenant 120 puL de R et 28 uL d’eau
déonisée. Le reactif R est constitué a partir de tampon PIPES, 50 mmol/L & pH 6,8 ; Mg?*, 40
mmol/L ; cholate de sodium, 0,20 mmol/L ; ATP, 1,4 mmol/L ; amino-4-phénazone, 0,13
mmol/L ; chloro-4-phénol, 4,7 mmol/L ; lipoprotéine-lipase (Pseudomonas), 83 ukat/L ;
glycérokinase (Bacillus stearothermophilus), 3 pkat/L ; glycérophosphateoxydase (E. coli), 41
ukat/L ; peroxydase (raifort), 1,6 pkat/L. L'intensité de la coloration rouge est proportionnelle
a la concentration en triglycérides et mesurée au photometre a 512 nm (Fossati et Principe,
1982 ; McGowan et al., 1983).
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A partir de ces différents paramétres lipidiques, les valeurs du LDL-Cholestérol et du VLDL-

Cholesteérol ont été déterminées par la formule de Friedewald et al., 1972 :
VLDL (g/L) = TRIGLYCERIDES/5

LDL (g/L) = Cholestérol Total - HDL — VLDL

Cette formule est valable a condition que TRIGLYCERIDES < 4 g/L.

% Bilan hépatique
> Les transaminases

- Principe

Les transaminases sont des enzymes qui catalysent le transfert d’un groupe amine d’un acide
aminé a un autre. C’est un dosage colorimétrique de I’activité de I’ASAT et de ’ALAT selon

les réactions suivantes :

L’ASAT (ASpartate Amino Transférase), AST ou GOT (Glutamate Oxaloacétique

Transaminase). Cette enzyme catalyse la réaction suivante :

) ASAT ]
L-aspartate + a-cétoglutarate » oxaloacétate + L-glutamate

L’ALAT (ALanine Amino Transférase), ALT ou GPT (Glutamate Pyruvate Transaminase).

Cette enzyme catalyse la réaction suivante :

ALAT
L-alanine + a-cétoglutarate » pyruvate + L-glutamate

Le pyruvate ou l’oxaloacétate formés sont dosés sous forme de leurs dérivés 2,4

dinitrophénylhydrazones.
- Mode opératoire

Une quantité de 1 mL de substrat ALAT ou substrat ASAT est incubé pendant 10 min a 37°C.
Le substrat ALAT est composeé de tampon phosphate pH 7,5 a 85 mmol/l ; aspartate 200 mmol/I
; o cétoglutarate 2 mmol/l. Le substrat ASAT quant a lui est composé de tampon, phosphate pH
7,5 a2 95 mmol/l ; alanine 200 mmol/l ; a cétoglutarate 2 mmol/L. A ce substrat, est ajouté 0,2
mL de sérum et le mélange incube a 30 minutes pour ’ALAT (une heure pour I’ASAT) a 37°C
puis 1 mL de réactif dinitrophenylhydrazine est ajouté. Aprés 20 minutes, 10 mL de NaOH
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(0,4 N) sont ajoutés au mélange puis 5 minutes plus tard I’absorbance est lue par photométrie a

505 nm (Rietman et Frankel, 1957).

11.4.6 Méthode analytique de I’ionogramme sanguin
La détermination de I’ionogramme sanguin (Na* ; Cl- ; K¥) a été réalisée a 1’aide ’analyseur
d’¢électrolyte 9180. L’utilisateur est informé de la disponibilité¢ du réactif dans le conteneur
SnapPak. Entiérement automatique, il est congu pour aider de facon rapide, précise et efficace

a réaliser des analyses d'électrolytes dans divers liquides corporels.

v Principe de I’analyseur d’électrolyte 9180

L’analyseur d’électrolyte 9180 est un dispositif médical qui fonctionne selon le principe des
mesures d’¢lectrodes sélectives d’ions (ISE) afin de déterminer avec précision les valeurs des
électrolytes. Les électrodes sélectives des ions sodium, potassium et chlorure utilisent des
membranes sélectives pour chacun d'eux. Fondamentalement, 1’analyseur compare une valeur

mesurée inconnue a une valeur connue pour calculer les valeurs de 1’¢lectrolyte de 1’échantillon.

Une membrane sélective d’ions déclenche une réaction déterminée avec 1’électrolyte
correspondant de 1’échantillon. Cette membrane est un échangeur d’ions qui réagit aux
modifications électriques des ions et appelle une modification du potentiel de la membrane ou
de la tension de mesure qui s’accumule dans la zone comprise entre 1’¢lectrode et 1’échantillon.
Une chaine de mesure galvanique a I’intérieur de 1’électrode détermine la différence entre les
deux valeurs de potentiel des deux c6tés de la membrane. La différence de concentrations (ou
plutoét d’activités) en ions entre 1’électrolyte interne (concentration fixe) et 1’échantillon
(concentration variable) entraine 1’apparition d’un potentiel électro-chimique au niveau de la
membrane de I’¢électrode de mesure.

La concentration d'ions dans I'échantillon est ensuite déterminée et affichée grace au calcul
réalisé par I’automate en se servant d’une courbe d'étalonnage avec des concentrations d'ions
connues (étalonnage a deux points), de la tension mesurée de I'échantillon et d’un second étalon

(étalonnage a un point) (Meyerhoff et Opdycke., 1986).

v" Mode opératoire du dosage de I’analyseur d’électrolyte 9180

Apres avoir allumé I’analyseur d’¢électrolytes 9180 et effectué la maintenance quotidienne a
I’aide du réactif de nettoyage et de conditionnement, 1’analyseur effectue une calibration
automatique suivie du contrdle qualité. Une fois le contr6le qualité terminé, un indicateur

« prét » s’affiche pour la mesure des électrolytes. La porte d’aspiration de 1’analyseur est
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soulevée et I’échantillon est mis en contact avec 1’¢lectrode de référence. Apres I’apparition des

indicateurs « essuyer la sonde » puis « refermer la porte », la technique est lancée.

11.4.7 Méthode de dosage des marqueurs hormonaux

L'automate d'immuno-analyse Vidas de BioMérieux est un nouvel appareil permettant
de réaliser des examens sérologiques et des immunodosages par compétition ou par saturation.
Il a été utilisé pour le dosage de la parathormone (PTH) et la 25 (OH) vitamine D.

C’est un systéme entiérement automatisé et autonome pour le dosage immunologique. En
utilisant des bandelettes de réactif & usage unique et des réceptacles spécialement enduits, il
peut pipeter, mélanger, incuber, contréler et analyser des échantillons, sans intervention de

I'utilisateur.

v Principe de I’automate Vidas

L’automate Vidas utilise la technologie « Enzyme Linked Fluorescent Assay » (ELFA)
qui est une technigue immuno-enzymologique de détection par fluorescence réalisée en deux
étapes, qui permet de visualiser une réaction antigéne-anticorps grace a une réaction colorée
produite par I'action sur un substrat d'une enzyme préalablement fixée a I'anticorps. Le dosage
est réalisé grace a des barrettes et des cones (ou est fixé 1’anticorps de capture) unitaires et un
systeme de lecture en fluorescence. Le cne a usage unique sert a la fois de phase solide et de
systeme de pipetage. Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par 1’instrument.
Elles sont constituées d’une succession de cycles d’aspiration/refoulement du milieu
réactionnel. Apres dilution, 1’échantillon est incubé avec le cone. Celui-ci, sensibilisé au
préalable par de I’antigéne, fixe alors les anticorps présents dans 1’échantillon. Une premicre
étape de lavage permet d’éliminer les composants non liés de 1’échantillon. Une seconde étape
d’incubation est ensuite réalisée avec 1’anticorps monoclonal de souris anti-IgG humaines
conjugué¢ a la phosphatase alcaline, suivi d’une seconde étape de lavage. Lors de I’étape finale
de révélation, le substrat (4-méthylombelliferyl phosphate) est aspiré puis refoulé par le cone ;
I’enzyme du conjuguée catalyse la réaction d’hydrolyse de ce substrat en un produit
(4-méthylombelliferone) dont la fluorescence émise est mesurée a 450 nm. L’intensité
lumineuse résultante constitue le signal analytique qui est directement proportionnel a la

concentration de la substance dosée présente dans 1’échantillon (Abrouki., 2013).

v" Mode opératoire du dosage de I’automate Vidas

Apres la mise en marche de I’automate Vidas, la calibration est réalisée a l'aide du
calibrateur fourni par le fabricant. Lorsque le contrble est satisfaisant, les échantillons des
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patients peuvent étre dosés. La fiche qui apparait a I’écran de travail indique le code identifiant,
les parametres a doser sont enregistrés et validés en appuyant sur la touche « créer ». Les cones
et les cartouches sont placés dans leurs compartiments dédies. Les échantillons sont distribués
dans le premier puit des cartouches correspondant en s’assurant de leur conformité par rapport
a leur position. Les cartouches sont poussées jusqu’au cran d’arrét. L’analyse ne démarre que
lorsque I’icone dédiée sur I’ordinateur est activee. Les résultats affichés a 1’écran ont été

imprimés grace a une imprimante connectée a I’unité centrale de I’automate.

11.4.8 Méthode de dosage de I’érythropoiétine

Le réactif ELISA Kit Human EPO*’ de Sigma-Aldrich a été utilisé pour le dosage de
I”érythropoiétine. Ce réactif utilise la méthode ELISA pour le dosage de I’érythropoiétine.

v" Principe de la méthode ELISA

ELISA est l'acronyme d'un examen de laboratoire appelé en anglais enzyme-linked
immunosorbent assay, c'est-a-dire dosage immuno-enzymatique sur support solide. La méthode
ELISA est basée sur la technique du sandwich a double anticorps. L'échantillon, le contrdle ou
le point de la gamme standard (étalon) sont incubés dans les puits de la microplaque dans
lesquels a été immobilisé un anticorps monoclonal (murin) spécifique de 1’érythropoiétine
(EPO). Aprés I’élimination de I'excés d'échantillon et de 1’étalon par lavage, un anticorps
polyclonal anti-EPO (lapin) conjugué a la peroxydase de raifort est ajouté dans les puits.
Pendant la deuxiéme incubation, le conjugué anticorps-enzyme se lie a I'EPO immobilisée.
L'excés de conjugué est ensuite éliminé par lavage. Le chromogéne est rajouté dans les puits,
ou il est oxydé par la peroxydase et forme un complexe de couleur bleue. La réaction est arrétée
par l'addition d'un acide qui fait virer le bleu au jaune. L’intensité de coloration est directement
proportionnelle a la quantité de conjugué qui, a son tour, est directement proportionnelle a la
quantité d’EPO dans 1’échantillon ou dans 1I’étalon. L’absorbance de ce complexe est mesurée
a 450 nm et une courbe d’étalonnage est tracée en reportant les absorbances en fonction des
concentrations connues du standard de I’EPO. La concentration inconnue en EPO de
I’échantillon est déterminée en projetant sa densité optique sur la courbe d’étalonnage (El
Khoury., 2008).

v" Mode opératoire du dosage de I’érythropoiétine
Tous les réactifs et les échantillons sont ramenés a température ambiante (18-25° C) avant leur
utilisation. Une quantité de 100 pL de chaque standard ainsi que des échantillons ont été

distribués dans les puits de la plaque. Les puits ont été couverts avec une feuille adhésive et
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incubés pendant 2,5 heures a la température ambiante en agitant doucement. La solution
contenue dans les puits est jetée et la plaque est lavée 4 fois avec la solution de lavage (Wash
Tampon). Le lavage est effectué en remplissant chaque puits avec 300 pL de cette solution a
I’aide d’une pipette multicanaux ou le lave-auto. Cette étape est essentielle pour une bonne
performance. Apres le dernier lavage, la plaque est inversée sur des serviettes en papier propres
pour 1’élimination de tout le tampon de lavage. Cent pL de 1’anticorps de détection sont mis
dans chaque puits et la plaque est incubée pendant une heure a température ambiante en agitant
doucement. Le contenu de la plaque est jeté et la plaque est lavée comme précédemment. A
cette étape, 100 pL de solution de HRP-Streptavidine sont ajoutés dans chaque puits, puis s’en
suit une incubation de 45 minutes & température ambiante avec une douce agitation. La solution
est & nouveau jetee et la plague est & nouveau lavée avec la solution de lavage (Wash Tampon).
Une quantité de 100 pL de réactif ELISA colorimétrique TMB est ajoutée a chaque puits. Apres
une incubation pendant 30 minutes a température ambiante dans le noir avec une agitation
douce, 50 pL de la solution d’arrét sont ajoutés dans chaque puits et la densité optique est

déterminée en utilisant un lecteur de plaque reglé a 450 nm.

11.4.9 Analyse statistique

Les données ont été saisies en utilisant le tableur Excel. Les valeurs moyennes accompagnées
de I’erreur standard sur la moyenne (Moyenne = SEM) des données ont été réalisées grace au
logiciel Graph Pad Prism 8.0 (Microsoft, USA).

L’analyse statistique des résultats a été effectuée en utilisant I’analyse des variances (ANOVA)
suivie du test de comparaison multiple de Tukey. La différence est significative lorsque
p <0,05.

Le test de khi 2 a été utilisé pour les variables qualitatives. Les différences étaient significatives

lorsque p < 0,05.
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[HI-RESULTATS ET
DISCUSSION




1.1 RESULTATS

111.1.1 Caractéristiques épidémiologiques de la population d’étude

Cette étude a porté sur 138 personnes, réparties en trois populations, a savoir 46 patients atteints
d’insuffisance rénale chronique et non dialysés (IRC), 46 patients atteints d’insuffisance rénale
chronique et dialysés (hémodialysés) et 46 volontaires en bonne santé qui ont servi de témoins.
La moyenne d’age de la population d’étude était de 46 + 2 ans pour les insuffisants renaux
chroniques et non dialysés (IRC) et de 48 + 2 ans pour les hemodialysés avec des extrémes de
20 a 74 ans. Celle des témoins, était de 44 + 3 ans avec des extrémes de 28 a 70 ans (Tableau
).

Une proportion de 65,22% (60/92) de personnes était de sexe masculin contre 34,78% (32/92)
de sexe féminin aussi bien chez les hémodialysés que chez les patients IRC ; le sex-ratio était
de 1,87.

111.1.2 Stade de la maladie chez les insuffisants rénaux chroniques

La majorité des patients atteints d’insuffisance rénale chronique et non encore dialysés
(93,48%) était au stade 5 de la maladie rénale chronique tandis que 4,34% et 2,18% étaient

respectivement au stade 3A et 4.

111.1.3 Paramétres hématologiques et concentration moyenne de I’érythropoiétine

D’une maniere générale, les paramétres hématologiques des insuffisants rénaux chroniques
(patients IRC et dialysés) étaient significativement plus bas par rapport aux témoins (p < 0,05)
(Tableau 1V). Par ailleurs, les résultats obtenus chez les patients insuffisants rénaux n’ayant
jamais été dialysés étaient significativement élevés que ceux des hémodialysés chroniques

excepté le taux de réticulocyte (Tableau V).

Concernant les globules rouges, les résultats ont montre une différence significative de
concentration entre les témoins (4,58 + 0,09 10%/uL) et les dialysés (avant dialyse 3,46 + 0,09
105/uL ; p = 0,0001) / aprés dialyse 3,81 + 0,11 10%/uL ; p = 0,0006) d’une part et entre les
témoins et les patients IRC (2,68 + 0,12 10%uL ; p = 0,0001) d’autre part.

La concentration moyenne en hémoglobine (Hb) était significativement plus basse chez
les patients IRC (7 + 0,33 g/dL ; p = 0,0001) et les dialysés (avant dialyse 9 + 0,25 g/dL aprés
dialyse 10 £ 0,31 ; p = 0,0001) par rapport aux témoins (13 £ 0,23 g/dL).
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Tableau 111 : Répartition de la population d'étude en fonction du sexe et de la moyenne d’age

Sujets Sexe Age (ans) Valeurs Age (ans) Valeurs
moyennes moyennes globales
Hommes (30) 47+4,08
Témoins 44 +3
Femmes (16) 41+3,36
Hommes (30) 45+2,19
IRC 46 + 2
Femmes (16) 47+3,64
Hommes (30) 53+2,09
Hémodialysés 48 £2
Femmes (16) 43+4,05

IRC : insuffisants rénaux chroniques non dialysés
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Tableau IV : Concentrations moyennes des parameétres hematologiques et de

1’érythropoiétine de la population d’étude

Avant Apres p value pvalue pvalue

Paramétres Témoins  piovse  Dialyse  'RC a b c
GIO;)SUIZSOI?;EGS J_r46£,5989 136?06951 136,8111*’ 126?18? 00001 0,0006 06,0001
e on eos eigm st eisy 0001 00013 000
Hi;noilz/zlne ic1),323 10?25a 101,21‘) 107336 0.0001 0,001 0,0001

VGM

80 - 95 dL 18?67 12?08 18?85 ig%GC %28 oo DO
CCMH

3236 g/dL 13?14 t(:)g}LSa ig,llsb 131239 0,0001 0,0081 0,59
TCMH

oo 18?29 181736 181736 gi; 061 066 0,000
Réticul

sl S M A S
o mm. i eilr sreé s 00001 000L 00001

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de dialyse
Apres Dialyse : patients hémodialysés apreés la séance de dialyse ; VGM : Volume globulaire moyen.

CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine.

a, b, c: indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.

a : Témoins vs Patients hémodialysés avant la séance de dialyse, b : Témoins vs Patients hémodialysés apreés la
séance de dialyse, ¢ : Témoins vs Patients insuffisants rénaux non dialysés
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Tableau V : Concentrations moyennes des parameétres hématologiques et de 1’érythropoiétine

des sujets atteints d’insuffisance rénale chronique

Avant Apres pvalue pvalue pvalue

Paramétres IRC

Dialyse Dialyse a b c
Globules Rouges 3.46 381 5 68
3,8 6,0 109uL +0,09 +0,11 +0,12b¢ 0,26  0,0004 0,0001
Hématocrite 30 33 21
35-54% +1,02 +1,21 + 1,31bc 0,43 0,0001 0,0001
Hémoglobine 9 10 7
12— 18 g/dL +0,25 +0,31 + 0,33 0,23 0,0001 0,0001
VeM 84 85 79
80 95 fL +1,08 +0,85 + 0,06 0,65  0,0001 0,0001
CCMH 31 31 32
32— 36 g/dL +0,14 +0,21 + 0,310 0,15  0,0001 0,0001
TCMH 27 27 26
27-32pg +0,36 + 0,36 +0,42 0,99 020 0,17
Reticulocytes 79 69 53
25 - 100 10l + 0,02 +0.01 +0,05 0,94 0,41 0,81
Erythropoiétine 9 9 6
10— 20 mUI/L +1,17 +1,34 r1370c 099 0,03 0,03

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de dialyse
Apres Dialyse : patients hémodialysés aprés la séance de dialyse ;

VGM : Volume globulaire moyen. CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine.

a, b, ¢ : indique une valeur statistiguement significative. La différence est significative pour p < 0,05.

a : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs Patients hémodialysés aprés la séance de dialyse,

b : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs Patients insuffisants rénaux non dialysés,

c : Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse vs Patients insuffisants rénaux non dialysés
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En ce qui concerne le volume globulaire moyen (VGM), les résultats ont été de 84 +
0,67 fL chez les témoins et 79 £ 0,96 fL chez les patients IRC (p = 0,0009). Chez les patients
hémodialysés, il n’y avait pas de différence significative avant (84 + 1,08 fL) et apres (85 +
0,85 fL) la séance de dialyse (p = 0,65).

Au sujet des reticulocytes, aucune différence significative n’a été observée entre les
témoins et les patients souffrants d’insuffisance rénale chronique (p>0,05).

La concentration moyenne en érythropoiétine chez les patients dialysés (9 = 1,17
mUI/mL) était significativement plus basse que celles observées chez les témoins (18 + 1,68
mUI/mL) (p = 0,0001). Aussi, celle des patients IRC (6 = 0,97 mUI/mL) étaient
significativement plus basse que celle des témoins (p = 0,0001). S’agissant des patients
souffrant de I’insuffisance rénale chronique, il a été constaté une différence significative entre

les dialysés et les patients IRC (p = 0,03).

» Gravite et type d’anémie de la population d’étude

La proportion des patients présentant une anémie chez les insuffisants rénaux
chroniques et non dialysés (patients IRC) était de 95,65% comparativement aux témoins (23,92
%) (p < 0,0001) (Tableau VI). Aussi, il a été mis en évidence une différence significative entre
les patients présentant une anémie chez les hémodialysés (93,47 %) et les témoins (p < 0,0001)
(Tableau V1).

Chez les témoins, toutes les personnes présentaient une anémie normochrome
normocytaire (23,92 %) (Tableau VI1). Elle était sévere dans 2,17 % des cas, modérée dans
4,35 % des cas et légere dans 17,40 % des cas.

Chez les patients atteints d’insuffisance rénale, il a ét¢ noté une anémie macrocytaire, une
anémie hypochrome microcytaire et une anémie normochrome normocytaire a différentes
proportions (Tableau VII).

Au niveau des patients hemodialysés, 93,47 % des patients présentaient une anémie. Cette
derniére varie de I’anémie 1égére (10,87 %) a I’anémie severe (17,39 %) avec 65,21 % d’anémie
modérée (Tableau VII).

Concernant les insuffisants rénaux chroniques n’ayant jamais été dialysés, I’anémie était sévere
dans 76,09 % des cas et modérée dans 19,56% des cas. Aucun cas d’anémie légeére n’a été

notifié dans cette population (Tableau VII).
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Tableau VI : Répartition de la population d’étude en fonction de la présence d’anémie

Témoins IRC Hemodialysés )
n =46 n =46 N =46 X*de Pearson
Oui 11 (23,92 %) 44 (95,65%) 43 (93,47 %) < 0,0001
Anémie
Non 35 (76,08%) 2 (4,35 %) 3 (6,53 %) <0,0001

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés
Hémodialysés : patients hémodialysés chronique
La différence est significative pour p < 0,05
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Tableau VII : Gravité et type d’anémie de la population d’étude

Témoins Avant Dialyse Apres Dialyse IRC
gravité
Sévere 1 8 8 35
< 8g/dL (2,17%) (17,39%) (17,39%) (76,08%)
Modérée 2 30 29 9
8 - 10g/dL (4,35%) (65,22%) (63,04%) (19,57%)
Légere 8 5 6 0
> 10 g/dL (17,40%) (10,87%) (13,04%) (0%)
Absence 35 3 3 2
d’anémie (76,08%) (6,52%) (6,53%) (4,35%)
> 12 g/dL
type
Macrocytaire 0 4 4 1
(0%) (8,70%) (8,70%) (2,17%)
Hypochrome 0 3 3 34
microcytaire (0%) (6,52%) (6,52%) (73,91%)
Normochrome 11 36 36 9
normocytaire (23,91%) (78,26%) (78,26%) (19,57%)
Absence 35 3 3 2
d’anémie (76,09%) (6,52%) (6,53%) (4,35%)
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111.1.4 Concentrations moyennes des marqueurs biochimiques

Les valeurs moyennes de la créatinine et de I’urée des patients insuffisants rénaux non
dialysés et des hémodialysés sont significativement élevées par rapport aux témoins (p < 0,05)
(Tableau VII1).

Chez les patients insuffisants rénaux non dialysés (patient IRC), les valeurs moyennes des
concentrations sériques de la créatinine (140 £ 9,23 mg/mL) et de I’urée (2,13 £ 0,13 g/L) sont
significativement plus élevées que celles des témoins (créatinine 10 £ 0,31 mg/mL et urée 0,24
+0,01¢/L) (p=0,0001/0,0001). Ce constat est similaire chez les hémodialysés dont les valeurs
de la créatinine et de 1’urée sont respectivement de 158 + 4,5 mg/mL et de 1,57 £ 0,05 g/L (p =
0,0001 /0,0001).
Cependant, apres la séance de dialyse, 1’on note une baisse significative de la créatinine et de
I’urée qui passent respectivement a 61 + 3,65 mg/L et a 0,54 £ 0,04 g/L chez les hémodialysés
(p = 0,0001 / 0,0001) (Tableau IX). Soit une baisse de 61,39 % au niveau de la créatinine et
65, 61% pour 1’urée.
Concernant la protéine C-réactive (CRP), il a été constaté une différence non significative entre
les dialysés et les témoins (2 £ 0,30 mg/L) (p = 0,68). Par contre, il existe une différence
significative entre les témoins et les patients IRC (45 £ 7,46 mg/L) (p = 0,0001) (Tableau VII1I).
Par ailleurs, chez les hémodialysés, il a été constaté une augmentation non significative de la
CRP passant de 9 + 2,66 mg/L avant la séance de dialyse a 12 + 3,44 mg/L aprés la séance de
dialyse (p = 0,95) (Tableau IX).
L’analyse des parametres du bilan martial a permis de mettre en évidence une baisse
significative des concentrations sériques du fer, de la transferrine et de la capacité totale de
fixation de la transferrine (CTF) chez les insuffisants rénaux (dialysés et patients IRC)
comparativement aux témoins.
En effet, la concentration de fer sérique était de 10,07 + 0,54 umol/L chez les dialysés
(p =0,0001), de 12,46 + 0,85 pumol/L (p = 0,0018) chez les insuffisants rénaux non dialysés et
de 15,85 £ 0,56 umol/L chez les témoins (Tableau VII1). Les valeurs de la transferrine étaient
de 1,26 + 0,08 chez les patients IRC (p = 0,0001) alors qu’elle était de 2,40 + 0,06 chez les
témoins. Chez les hémodialysés, les concentrations de la transferrine étaient de 1,41 + 0,07 (p
= 0,0002) et 1,54 £+ 0,08 (p = 0,0001) observées respectivement avant et apres la séance de
dialyse. Quant a la capacité totale de fixation de la transferrine, il a été noté une forte différence
significativement (p = 0,0001) entre les insuffisants rénaux non dialysés (32 + 1,78) et les
témoins (61 + 1,22). Ce méme constat a été fait entre les dialysés (avant la dialyse 35 + 1,34/
apres la dialyse 37 + 1,41) et les témoins (p = 0,0001).
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Tableau VIII : Valeurs moyennes du bilan biochimique de la population d’étude

Paramétres Témoins A_vant Aprés IRC p value pvalue pvalue
_ Dialyse Dialyse a b c
(5C-r1eza :12;1) iggl 1145,23 13§(155b 13,4203‘3 0,0001 10,0001 0,000
owomou #0005 o s 0001 002 00001
oamgy oL @ w0 e 0B 04 oo
(<§S1§/L) i0?30 i2?66 i?l,,244 174,z516° 068 036 0,0001
Fer sérique
e SE 9O 0220 i oo o
F : 6,6-26 umol/L)
Ferritine
R - I M MY R
Transferrine
(:;' 12902277gg)1I/_I; 1“20,?006 i%)’,A(r)lﬁ it’,%gb i%)’f)%" 0,0001 0,0001 0,0001
(49-6§Iano|/L) J_rf,lzz il3,24a ,_,leb 113:§8° 0,0001 00001 0,0001
(203?%) 112;)5 J_r:ge 1214 J_r;jec 0.33 055 001
coltimgl) 26 i ;s sa7g 0000 00018 0000
ooty 475 i3 s208  seqs OO0 00001 0000
Gemmy 0z wes s s 0% 0% o
o imoh o8 s a5 som 08T 0% 00
Csamgn s som s soae 0001 005 00001
Coionpl 0 0w wo» oy 00001 00001 00001
eommaloL 1% 08 AE ST g o oo
(8'-6\489%-:—&) 112,027 J_r11,24a i;,?sz 122,274 0.0001 0.22 0.87
dhaon s sose s s 000 0001 0g6

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de
dialyse; Aprés Dialyse : patients hémodialysés apres la séance de dialyse.

a,b,c :

a : Témoins vs Patients hémodialysés avant la séance de dialyse,
b : Témoins vs Patients hémodialysés apres la séance de dialyse,

¢ : Témoins vs Patients insuffisants rénaux non dialysés
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Tableau IX : Valeurs moyennes du bilan biochimique des sujets atteints d’insuffisance
rénale chronique

Parameétres Isoi\ggrste ISAiSIrﬁ;e IRC pvaluea pvalueb pvaluec
omy s e sz 0001 005 oo
(0,20 Elgii glL) 116?075 i%:%ia ig:igbc 0.0001 0,000 0.0001
(o,c;flsx-/f,ign;u 106,7(?2 106,63005 ié:gg"c 0.99 0,0001 0.0001
(< EE;L) 12?66 J_r; ,314 171,14?6"0 0.95 0.0001 0.0001
Fer serique 10,07 10,21 12,46
(H: 11-28 polL, +0,54 +0,61 +0,85 0,99 0.04 0.07
F : 6,6-26 umol/L)
Ferritine
B s g ageee O 00 002
Transferrine
W20 g g s 00 0% 008
(49-6§IrEOI/L) J_rf,534 J_rf,zll 13,278 0.79 0.47 0,08
(203? %) 12,26 1234 J_,;ie 0.98 053 0.31
sty 23 sss  sarge 00001 00003 0000
a bc
Gy 2w 05 saga OO 0001 000
s 04 som sy 0% 0008 00028
o ison w010 g5 soa 0% 097 0s8
TR w01 s a0 099 000
Tnohen. s wmm e 0% 0% 0%
TS w06 w0s  soos 0% 0% o0
(8 {iﬂ/u 111,%4 tzl,gza i2?724bc 0,04 0,0001 0,04
7 ,_A;,t':'“_) 102,358 11?38 123(?,4%?’0 0.99 0.0001 0,000

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de dialyse ;
Aprés Dialyse : patients hémodialysés aprés la séance de dialyse ;

a, b, ¢ : indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.

a : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs Patients hémodialysé apres la séance de dialyse,

b : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés,

C : Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés
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Toutefois, il a été remarqué une forte concentration de la ferritine sérique chez les patients
insuffisants rénaux non dialysés et les hémodialysés. Les concentrations moyennes sériques de
la ferritine chez les patients IRC (1215 + 106,8 ; p = 0,0001) et des hémodialysés (810 + 162,5,
p = 0,0001) etaient significativement plus fortes que chez les témoins (160 = 21,34). Enfin,
concernant le coefficient de saturation de la transferrine (CS), il a été noté une différence
significative forte entre les témoins et les patients insuffisants rénaux non dialyséess (p = 0,01)

contrairement aux hémodialysés ou aucune différence significative n’a été observée (p =0,33).

S’agissant du bilan Phosphocalcique, il a été noté des valeurs moyennes
significativements faibles du calcium et des fortes valeurs du phosphore chez les hémodialyses
avant la séance de dialyse et les insuffisants rénaux non dialysés (patients IRC) comparativement
aux témoins (P < 0,05). Cependant, les hémodialysés apres la seance de dialyse, ont présenté des
valeurs moyennes de calcium élevées et celles de phosphore basses comparativement aux valeurs
du calcium et du phosphore avant la séance de dialyse. La concentration en calcium chez les
hémodialysés (77,16 + 2,36 mg/L ; p = 0,0009) avant la séance de dialyse et chez les insuffisants
rénaux non dialysés (58,20 £ 4,79 mg/L ; p = 0,0001) était significativement basse par rapport a
celle des témoins (90,84 + 2,46 mg/L). Apres la séance de dialyse, sa valeur (99,81 + 2,55 mg/L)
était significativement différente de celle des insuffisants rénaux non dialysés (0,0001) (Tableau
IX). Quant au phosphore, sa valeur moyenne est passée de 41,38 + 2,34 mg/L avant la séance de
dialyse a 25,91 + 2,05 mg/L apres la séance de dialyse (p = 0,99). Une forte significativité a été
observée chez les insuffisants rénaux non dialysés (60,47+4,44 mg/L) comparativement aux
témoins (37,53+1,75 mg/L) (p = 0,0001).

A propos du bilan lipidique, une faible concentration significative a été observée chez les
insuffisants rénaux (patients IRC et dialysés) exceptés les triglycérides comparativement aux
témoins (P < 0,05). La valeur moyenne des triglycérides dans toute la population est restée dans
I’intervalle des valeurs de référence standard contrairement au cholestérol-HDL. La
concentration de cette derniére était significativement forte chez les témoins (0,58 + 0,03 g/L)
par rapport aux dialysés (0,35 + 0,01 g/L ; p = 0,0001) et aux insuffisants rénaux non dialysés
(0,37 £ 0,03 ; p = 0,0001). Quoique les concentrations moyennes de cholestérol total et de
cholestérol-LDL des insuffisants rénaux non dialyses et des hémodialysés soient
significativement faibles par rapport a celle des témoins, elles restent dans I’intervalle des valeurs

de référence standard.
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111.1.5 Concentrations moyennes de la 25-hydroxyvitamine D et de la parathormone

A propos de la concentration moyenne en 25-hydroxyvitamine D, il a été mis en évidence
une hypovitaminose D aussi bien chez les insuffisants rénaux chroniques que chez les témoins.
Il n’existait pas de différence significative entre les concentrations moyennes en vitamine D avant
et apres la séance de dialyse (p = 0,99) (Tableau XI). La concentration moyenne des témoins
était de 65 £ 2,41 mmol/L et celle des dialysés était de 70 + 3,10 mmol/L (p = 0,65). En outre, la
concentration en 25-(OH) D des patients insuffisants rénaux non dialysés (48 + 3,34 mmol/L)
était significativement inférieure a celle des dialysés (p = 0,0001) et des témoins (p = 0,0004)
(Figure 16 a).

Une déficience (< 50 mmol/L) en 25-hydroxyvitamine D a été observée chez 23,91 % (11) des
témoins et 15,22 % (7) des patients hémodialysés (p = 0,57). La déficience était plus fréquente
chez les patients insuffisants rénaux non dialyséss (60,87 %) comparativement aux témoins
(23,91 %) avec une différence significative (p < 0,0016). De méme, une insuffisance (50-75
mmol/L) en 25-hydroxyvitamine D a été relevée chez 41,30 % (19) des témoins et 45,65 % (21)
des patients hémodialysés (p = 0,57).

L’insuffisance en 25-hydroxyvitamine D était plus fréquente chez les patients insuffisants rénaux
non dialyséss (21,74 %) comparativement aux témoins (41,30 %) avec une différence
significative (p = 0,0016). Enfin, des valeurs moyennes normales (> 75 mmol/L) de 25-
hydroxyvitamine D ont été obtenues chez 34,79 % (16) des témoins et 39,13 % (18) des patients
hémodialysés (p = 0,57). La suffisance en viatamine D était moins fréquente chez les patients
insuffisants rénaux non dialyséss (17,39 %) comparativement aux témoins (34,79%) avec une
différence significative (p = 0,0016) (Tableau XI1).

Quant a la parathormone, les valeurs normales sont comprises entre 10 et 65 pg/mL. Sa
concentration chez les patients IRC (117 + 14,91 pg/mL) était significativement plus élevée par
rapport aux témoins (25 £ 2,95 pg/mL) (p = 0,01) (Tableau X).

A propos des hémodialysés, Il a été noté une baisse significative de la parathormone passant de
312 + 48,56 pg/mL avant la dialyse a 175 + 36,83 pg/mL apres la séance de dialyse (p = 0,0001)
(Figure 16 b), soit une reduction de 51,92 %.

Chez les témoins, 19,56 % (9) d’entre eux avaient une hypoparathyroidie (< 10 pg/mL) contre
17,39% (8) chez les patients insuffisants rénaux non dialysés (p = 0,0001). L’hypoparathyroidie
a été observée moins fréquemment chez les patients hémodialysés (13,04%) que chez les témoins
(p = 0,0001). Un taux normal (10-65 pg/mL) de parathormone chez 67,40% (31) des témoins et
chez 17,39 % (8) des patients insuffisants rénaux non dialyses (p = 0,0001).
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Tableau X : Valeurs moyennes de la 25-hydroxyvitamine D et de la PTH de la population

d'étude
N o Avant Apres pvalue pvalue pvalue
Parametres Témoins Dialyse Dialyse IRC 3 b c
25 (OH) D
(OF) 65 70 70 48 0,65 0,66  0,0004

75 - 175 mmol/L 12,41 +3,30 +3,12 +3,34°

Parathormone
25 312 175 117 0,0001 0,0001 0,01
17 - 72 pg/mL +234  +3622% 42298  +10,68°

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de dialyse ;
Apreés Dialyse : patients hémodialysés aprés la séance de dialyse.

a, b, ¢ : indique une valeur statistiguement significative. La différence est significative pour p < 0,05.

a : Témoins vs Patients hémodialysés avant la séance de dialyse,

b : Témoins vs Patients hémodialyses apres la séance de dialyse,

c : Témoins vs Patients insuffisants rénaux non dialysés
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Tableau XI : Valeurs moyennes de la 25-hydroxyvitamine D et de la PTH chez les patients

atteints d’insuffissance rénale chronique

Parametres Avant Apres IRC pvalue pvalue pvalue
Dialyse  Dialyse a b C
25 (OH) D
(OF) 70 70 48 0,99  0,0001 0,0001
75 - 175 mmol/L +3,30 +3,12 +3,34b¢
Parathormone
312 175 117 0,0001 0,0001 0,01

17-72pg/mL 36,22 +22,98° +10,68™

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de

dialyse ; Apres Dialyse : patients hémodialysés aprés la séance de dialyse.

a, b, ¢ : indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.
a : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs Patients hémodialysés apres la séance de dialyse,

b : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés,
c : Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés
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Figure 13 a : Concentration en 25-hydroxyvitamine D de la population d’étude
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Figure 13 b : Concentration en parathormone de la population d’étude

Figure 11 : Concentration en 25-hydroxyvitamine D et en parathormone de la population d’étude

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse;
Apres Dialyse : Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse ;

* : Différence significative entre les patients insuffisants rénaux chronique (patients IRC et dialysés) et les
témoins, P < 0,05.

a ; Différence significative entre les patients avant, aprés dialyse et les patients IRC, P < 0,05.
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Tableau XI1 : Répartition de la population d'étude selon le statut en 25-hydroxyvitamine D

e TS G Wit e 8o
<Ee)3%ﬁr$1ir$1r£7L (23,1911%) (60,5?0/0)a (15,;2%) <0001 057
5|or§l:3ﬁlsr?1r:)cﬁ (41,13%%) (21,%2%)a (45,%15%) <0.0016 057
z%ljlsfﬁnfgg& (34,17%%) (17?39) (39,1183%) <0,0016 057

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés; Hémodialysés : patients hémodialysés chronique
a, b : indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.
a : Témoins vs patients insuffisants rénaux non dialysés, b : Témoins vs Patients hémodialysés
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Comparativement aux témoins, le taux normal de concentration en parathormone était moins
fréquent chez les hémodialyses (avant dialyse p < 0,0001 / aprés dialyse p = 0,0001). Il a été
observé une élévation non significative du nombre des patients qui ont un taux normal de la
proportion de la parathormone chez les patients hémodialysés passant de 15,21 % avant la dialyse
a 32,61 % apres la séance de dialyse (p = 0,13). Une hyperparathyroidie (> 65 pg/mL) a été
observée chez 13,04 % (6) des témoins contre 65,22 % (30) des patients IRC (p = 0,0001). De
méme, il existe une différence significative entre la proportion d’hémodialysés ayant une
hyperparathyroidie (avant dialyse p < 0,0001 / apres dialyse p = 0,0001) et celle les témoins.
L’hyperparathyroidie a été retrouvée chez 71,75 % (33) des patients avant la séance de dialyse
et baisse a 54,35 % (25) apres la séance (p = 0,13) (Tableau XII1).
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Tableau X111 : Repartition de la population d'étude selon le statut en parathormone

P st Témoins (ﬁ;/larslz (fi\zflresi IRC aX%?de bX%de cX2?de dX3%de

arametres — , — 4¢ _y _y n=46  Pearson Pearson Pearson Pearson
n=46 n=46

Insuffisance 9 6 6 8 < <

<10 pg/mL  (19,56%) (13,04%)* (13,04%)" (17,39%)° 0,0001 0,0001 0,0001 0,13

Normale 31 7 15 8 < < <

tg,}nBLs (67,40%) (15,21%)* (32,61%)° (17,39%)° 0,0001 0,0001 0,0001 0,13

Elevée 6 33 25 30 < < <
> 65 pg/mL  (13,04%) (71,75%)* (54,35%)° (65,22%)° 0,0001 0,0001 0,0001 0,13

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : Patients hémodialysés avant la séance de
dialyse ; Apres Dialyse : Patients hémodialysés aprés la séance de dialyse

a, b, ¢, d: p indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.
a : Témoins vs Patients hémodialysés avant la séance de dialyse,

b : Témoins vs Patients hémodialysés apres la séance de dialyse,

c : Témoins vs patients insuffisants rénaux non dialysés,

d : Patients hémodialysé avant la séance de dialyse vs Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse
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111.1.6 Valeurs moyennes de I’ionogramme sanguin de la population d’étude

Il a été constaté une hyponatrémie chez les patients IRC (131 + 1,73) contrairement aux témoins
(142 £ 0,62) et aux dialysés (137 + 0,48) chez qui la natrémie était normale (Tableau XV). Les
valeurs moyennes du chlore des insuffisants rénaux sont significativement faibles par rapport
aux témoins. Néanmoins la valeur du chlore dans toute la population d’étude est dans
I’intervalle des valeurs de référence standard. Comparativement aux témoins (4,2 + 0,07), il a
été note une augmentation significative des valeurs moyennes de potassium chez les insuffisants
rénaux non dialysés (4,9 £ 0,15 ; p = 0,0003) et chez les hémodialysés avant la seance de dialyse
(5,2 £ 0,13 ; p = 0,0001). Cependant, les hémodialysés ont présenté des valeurs moyennes de
potassium significativement abaissées (3,3 = 0,09 ; p = 0,0001) aprés la séance de dialyse
(Tableau XVI).
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Tableau X1V : Valeurs moyennes de I’ionogramme sanguin de la population d’étude

Paramétres  Témoins [')Ai\gﬁ/nste [')Ai\SIrf:e IRc P V:"Je p vglue p Vilue
Sodi

(135 -014I5u:Eq/I) i%)iléz 13?478?1 i%)?ggo 11,37130 00014 0,07 0,001
Chl

(95 - IOQO:Eq/I) 116?26 iog,iga ié%%b if ggc 0,0004 0,01  0,0001

(SZO—t::SS:E:/I) i?)f)? 13,71233 i§,§9b igfsc 0,0001  0,0001  0,0003

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de

dialyse; Aprés Dialyse : patients hémodialysés apres la séance de dialyse

a, b, ¢ : p indigue une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.
a : Témoins vs Patients hémodialysés avant la séance de dialyse,
b : Témoins vs Patients hémodialysés apres la séance de dialyse,
¢ : Témoins vs patients insuffisants rénaux non dialysés
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Tableau XV : Valeurs moyennes de I’ionogramme sanguin chez les patients atteints

d’insuffisance rénale

Paramatres Avant Apres IRC pvalue pvalue pvalue
Dialyse Dialyse a b c
Sodium
137 139 131 0,55 0,001  0,0001
(135 - 145 mEg/l) +0,48 +0,90 +1,73%
Chlore 99 100 95 067 00002 0,0001
(95 - 109 mEg/l) +0,48 +0,65 +1,33%°
Potassium 5,2 3,3 49

5 45 mEa 017 s so1ge 00001 043 00001

IRC : patients insuffisants rénaux non dialysés ; Avant Dialyse : patients hémodialysés avant la séance de
dialyse ; Avant Dialyse : patients hémodialysés apres la séance de dialyse ;

a, b, ¢ : indique une valeur statistiquement significative. La différence est significative pour p < 0,05.

a : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs Patients hémodialysés aprés la séance de dialyse,
b : Patients hémodialysés avant la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés,

c : Patients hémodialysés apreés la séance de dialyse vs patients insuffisants rénaux non dialysés
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111.2 DISCUSSION

Les caractéristiques ¢épidémiologiques de la population d’étude montrent que
I’insuffisance rénale chronique touche toutes les classes d’age de la population. En effet, la
tranche d’age des patients insuffisants rénaux chroniques est comprise entre 20 et 74 ans. Dans
cette étude, la moyenne d’age de la population des hémodialysés est de 48 ans. Ces résultats
sont proches des travaux de Haythem et Dhalal (2014) qui révelent une moyenne d’age de 50
ans. Chez les patients IRC, la moyenne d’age de 46 ans dans cette étude est proche de celle
observée (45 ans) dans les travaux de Stanifer en Tanzanie (Stanifer et al., 2015). Par contre
les résultats sont différents de ceux de Yao et collaborateurs en Cote d’Ivoire qui ont trouvé une
moyenne d’age de 39,6 ans (Yao et al., 2018). L’IRC touche des populations jeunes et
économiguement actives, ce qui entrave le bien-étre socio-économique des familles et favorise

un impact néfaste sur le développement socioéconomique des pays en développement.

La prédominance masculine de cette pathologie dans cette étude (65,22 % des hommes contre
33,70% des femmes) est comparable a une étude similaire réalisée chez les patients atteints
d'une maladie rénale chronique aux Etats-Unis d’Amérique (Agarwal et Light., 2011), qui a
révélé une prépondérance masculine (61,2% contre 38,8%). Ce constat pourrait s’expliquer par
le fait que les facteurs de risque de la maladie rénale chronique tel que I'hypertension, le
tabagisme sont plus fréquents chez les hommes que les femmes (Yaw et al., 2014) mais
également par les effets protecteurs des cestrogénes produites chez la femme (Carrero et al.,
2018).

La quasi-totalité des patients IRC dans cette étude présentaient une maladie rénale chronique
avancée, car 93,48% et 2,18% étaient respectivement aux stades 5 et 4, ¢’est-a-dire au moment
ou la dialyse, le cas échéant la transplantation est indispensable. Ces résultats sont similaires a
ceux de Yaw et al., (2014) (Stade 5 : 79,8 % ; stade 4 : 6 %). 1l s’agit d’une situation fréquente
dans de nombreux pays en voie de développement. Cela pourrait étre attribué non seulement au
bas niveau socio-économique des populations, mais également a la sous-médicalisation dans
ces pays avec le manque de sensibilisation des populations aux symptémes précurseurs de la
maladie rénale (Ackoundou-N’Guessan et al., 2014). L’un des problémes majeurs du
diagnostic de I'IRC est lié a sa forme asymptomatique aux stades précoces de ’affection, qui

évolue avec le temps, vers des complications séveres.

La prévalence de I'anémie dans le groupe des témoins était de 23,92 %. Ces résultats

sont similaires a ceux d’Ugwuja et collaborateurs (Ugwuja et al., 2015). En effet dans leur
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étude, la proportion de 1’anémie était de 21,7%. Les raisons possibles de cette situation sont
notamment la malnutrition et les helminthes qui sont courants dans la région subsaharienne
(lyawe et Adejumo., 2018).

L’anémie de type normochrome normocytaire a été observé chez 23,92% des témoins, 78,25%
des hémodialysés et 19,57% des patients IRC. Aucun cas d’anémie hypochrome microcytaire
n’a été constaté chez les témoins par contre cette derniére était présente chez 6,52% des
hémodialysés et 79,91% des patients IRC. L’anémie était macrocytaire essentiellement chez les
dialysés (8,7%), un seul cas (2,17%) a été observés chez les patients IRC alors qu’il n’y a eu
aucun cas chez les témoins. L'anémie dans I'IRC peut étre normochrome normocytaire due a
une production insuffisante de globules rouges (Shastry et Belurkar., 2019). Elle peut étre
hypochrome microcytaire due au manque de fer associé a une production insuffisante de
globules rouges causée par une activité réduite de I'EPO dans la moelle osseuse (Shastry et
Belurkar., 2019). Au cours de I’insuffisance rénale, les patients peuvent également présenter
une anémie macrocytaire due a une carence en vitamine B12 ou en acide folique. Cette carence
est peu fréquente, se produisant chez moins de 10 % des patients dialysés. La carence en acide
folique peut se produire en particulier chez les patients dialysés, car les taux sériques de folate

sont également réduits apres une dialyse (Zadrazil et Horak., 2015).

L’existence des réticulocytes, permet de savoir si une anémie est régénérative ou non. Le taux
de réticulocytes permet de comprendre si la moelle osseuse est capable d’approvisionner le sang
avec les nouveaux globules rouges qui ont été perdus (Means, 2019).

Au cours de cette étude, le caractére non régénérative de I’anémie a été décelé aussi bien chez
les témoins (23,92%), les hémodialysés (78,25%) que chez les patients IRC (19,57%) mettant

en évidence le dysfonctionnement de l'intégrité fonctionnelle de la moelle osseuse.

Les concentrations moyennes des globules rouges observées chez les patients IRC
(2,68 + 0,12 10%/uL) et les hémodialysés (3,46 + 0,09 105/uL) étaient significativement
inférieure a celle des témoins (4,58 + 0,09 10%/uL). Ce constat était similaire au niveau de
I’hémoglobine et des hématocrites, en effet les teneurs de cette derniére étaient de 30 = 1,02 %
chez les hémodialysés, 21 + 1,31 % les patients IRC et significativement plus faible que celui
des témoins 39 + 0,88 %. La concentration moyenne en hémoglobine (Hb) était
significativement plus basse chez les patients IRC (7 £ 0,33 g/dL) et les dialysés (avant dialyse
9 + 0,25 g/dL) par rapport aux témoins (13 + 0,23 g/dL). Les faibles niveaux notés chez les
insuffisants renaux chroniques (patients IRC et dialysés) par rapport aux témoins sont
corroborés par les travaux de Behera (2020). La cause principale de la diminution du nombre
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des globules rouges dans I’insuffisance rénale chronique est l'altération de la production
d'érythropoiétine et la réduction de la survie des globules rouges. L'érythropoiétine (EPO) est
une hormone produite par des fibroblastes interstitiels spécialisés de type | dans le cortex et la
couche externe de la médulla rénale. C’est le principal régulateur humoral de la production des
globules rouges, il contribue a maintenir la viabilité de ceux-ci en retardant le clivage de 'ADN
qui se produit normalement au stade de CFU-E (colony forming unit-erythroid) de
I’érythropoi¢se (Lombardero et al., 2011). En I'absence d'EPO, le clivage de I'ADN est rapide
et entraine la mort cellulaire. Le facteur hémolytique impliqué dans la diminution de la survie
des globules rouges est présumé étre une substance toxique normalement excrétée ou
métabolisée par les reins, I'une de ces substances étant la guanidine et ses dérivés, qui semblent
étre un sous-ensemble des nombreux métabolites retenus, affectent négativement la survie des
érythrocytes (Suresh et al., 2012). La baisse du nombre des globules rouges circulant, associée
a la réduction de la survie de ces derniers entrainent la réduction de la concentration
d'hémoglobine et 'hématocrite d’ou la survenue de I’anémie.

La diminution des concentrations sériques d’érythropoiétine (EPO) observée chez les
patients IRC est considérée comme la principale cause du développement de I'anémie rénale. A
mesure que la maladie rénale progresse, la masse rénale diminue, ce qui réduit la production
d'EPO et favorise son déficit (Atkinson et Warady., 2018). Cependant dans notre étude la
concentration en érythropoiétine des dialysés est supérieure a celui des patients IRC, cela serait
da a I'utilisation (injection des patients) de 1’érythropoiétine recombinante dans les centres
d’hémodialyse. En effet, 1’érythropoiétine (EPO) est un facteur crucial qui régule le nombre des
globules rouges liée a son intégration dans le systéme de transport de I'oxygeéne. Le principal
stimulus pour une synthese élevée de I'EPO est I'hypoxie tissulaire, qui conduit normalement a
une augmentation exponentielle des taux sériques d'EPO (Jelkmann., 2011). Cette rétroaction
est affectée chez les patients présentant des conditions pathologiques impliquant les reins et
I'anémie qui se développe n'est pas adéquatement compensée par une augmentation suffisante
de la production d'EPO. L'expression de I'EPO est régulée par le facteur de transcription induit
par I'nypoxie HIF-2a. La régulation de la production d'EPO se fait par HIF-2a et est modulée
par la pression d'oxygene dans les cellules et les tissus. L’ablation de HIF-2a, et non de HIF-
la, provoquait une anémie restaurée par 'EPO recombinante (Sugahara et al., 2017). Sous
normoxie, HIF-2a est hydroxylé par le dioxygéne et les prolyl-4-hydroxylases HIF dépendantes
du fer (HIF-PHD) et ciblées pour la dégradation protéasomale dans un complexe E3-ligase
(Vogler et al., 2015). Cependant, dans des conditions d’hypoxie, HIF-2a est stabilisé et n'est

plus dégrade, mais transloqué vers le noyau ou il forme un hétérodimére avec HIF-B ou le
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translocateur nucléaire du récepteur des hydrocarbures aryliques (ARNt). Les hétérodimeéres
HIF-2a / B, conjointement avec des coactivateurs transcriptionnels, tels que la protéine de
liaison CREB (CBP) et p300, se lient aux éléments consensus dans les régions 5' ou 3' du gene
pour le rein ou le foie, respectivement, pour initier et augmenter la transcription de I'EPO
(Sugahara et al., 2017).

Des facteurs tels que les chélateurs du fer, I'oxyde nitrique, les especes réactives de
I’oxygene (ROS) ou le chlorure de cobalt (CoCl ») inhibent l'association HIF-PHD
(augmentation de HIF-2a), ce qui aboutit & une augmentation de la transcription et de la
production d'EPO. A l'inverse, un excés de fer diminue les taux d'expression de HIF 2a et d'EPO
dans un modele de souris déficient en érythropoiétine (Suzuki et Abe., 2018). Aux stades
avancés de I'IRC, une hémodialyse réguliére contribue a une carence en fer absolue. Dans des
conditions physiologiques normales, les macrophages engloutissent les érythrocytes sénescents
et recyclent le fer incorporé a I'némoglobine (Korolnek et Hamza., 2015). Lors de telles pertes
de sang, cette opportunité de recyclage du fer est perdue. Aprés une perte de sang, chez les
individus en bonne santé, I'EPO aide a lI'absorption du fer, mais celle-ci est réduite chez les
patients atteints d'IRC, car ils souffrent d'un déficit en EPO a mesure que leur état se
détériore. Par conséquent, dans I'IRC, il est difficile de reconstituer les réserves de fer et donc,
I'érythropoiése est limitée.

Il a été constaté une augmentation significative de la CRP chez les patients IRC
(45 mg/L) par rapport aux témoins (2 mg/L) par contre chez les hémodialysés (9 mg/L),
quoique la différence ne soit pas significative en comparaison aux témoins, la valeur de la CRP
est au-dessus des valeurs de référence standard (< 6 mg/L). De méme, il a été noté une hausse
de la ferritine chez les patients IRC (1215 mg/L) et des hémodialysés (810 mg/L) qui differe
significativement des témoins (160 mg/L). Au contraire, il a eté observe une baisse significative
des concentrations sériques du fer des insuffisants rénaux (patient IRC et hémodialysés). En
effet, la concentration de fer sérique était de 10,07 umol/L chez les dialysés, de 12,46 pmol/L
chez les insuffisants rénaux non dialysé et de 15,85 umol/L chez les témoins. La baisse de la
teneur en transferrine a également été constatée ; les valeurs de la transferrine étaient de
1,26 g/L chez les patients IRC et les hemodialyses différent significativement de la valeur de
2,40 g/L observée chez les témoins. Quant a la capacité totale de fixation de la transferrine
(CTF), il a été noté une différence significative entre les insuffisants rénaux non dialysé
(32 umol/L) et les témoins (61 umol/L). De méme, une différence significative a été obtenue

entre les dialysés (35 umol/L) et les témoins. L’augmentation de la CRP et de la ferritine et
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d’autre part la baisse des concentrations sériques du fer, de la transferrine, de la capacité totale
de fixation de la transferrine (CTF), observés chez la majorité des patients insuffisants rénaux
chroniques de cette étude, sont caractéristiques d’un profil inflammatoire. Dans les premieres
heures suivant le début de I'inflammation les cytokines, y compris le facteur de nécrose
tumorale o (TNF-a), l'interleukine-1, l'interleukine-6 et interféron-y, sont produites par des
cellules inflammatoires (Tomas., 2019). Cela peut étre expliqué premiérement, par I'activation
immunitaire systémique qui conduit & des changements profonds du trafic de fer, entrainant une
rétention du fer dans les macrophages et une réeduction de I'absorption du fer alimentaire. Les
travaux de Mayeur et collaborateurs en 2014 ont montré que l'interleukine-6 induisait
I'expression de I'hepcidine. L'augmentation des concentrations d’hepcidine inhibe 1’absorption
du fer dans le duodénum et agit également sur les macrophages pour bloquer la libération du
fer recyclé a partir d’érythrocytes sénescents dans le plasma (Ueda et Takasawa., 2017). Cet
ensemble de mécanismes favoriserait la diminution de la concentration du fer sérique et la
capacité de fixation du fer a la transferrine (Marioa, 2012). Deuxiemement, ¢’est l'altération de
I'érythropoiése causée, en partie, par une production réduite et/ou une activité biologique
réduite de I'hormone EPO dans le contexte inflammatoire qui favorise la production de divers
médiateurs inflammatoires (TNF-a, l'interleukine-1, I'interleukine-6 et interféron-y). En effet,
I’EPO exerce ses effets biologiques aprés la liaison a son récepteur érythroide homodimérique
par des cascades de signalisation médiées par JAK/STAT (Jelkmann., 2011). En effet, la
liaison de I'EPO a son récepteur active la Janus kinase 2 (JAK-2), qui entraine ensuite
I'inhibition de lI'apoptose des cellules progénitrices par de multiples processus de régulation
(Zadrazil et Horak., 2015). L'efficacité de la signalisation & médiation EPO est réduite et
inversement liée aux taux circulants d'IL-1 et d'IL-6, indiquant I'nyporéactivité des EPOR
provoquée par l'inflammation (Okonko et al., 2013). En outre, la disponibilité et l'activité
réduites d'EPO altérent I'induction de I'érythroferrone, qui inhibe normalement la production
d'hepcidine aggravant ainsi la limitation du fer erythroide médiée par I'hepcidine (Latour et al.,
2017).

Concernant le bilan lipidique, les teneurs de cholestérol total, de cholestérol-LDL et de
triglycéride des populations d’étude se trouvaient dans la gamme des valeurs normales.
Cependant la concentration en cholestérol-HDL des patients IRC et des dialyses était
significativement plus faible que celle des témoins. Ces résultats sont similaires aux travaux
d’Udoka et al., (2017) et Aljabri et al., (2019). En effet, chez les patients atteints d'IRC, en

particulier, ceux sous dialyse, les taux de HDL sont généralement réduits en raison d'une
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maturation ralentie des HDL, qui est liée a une diminution des niveaux d'apolipoprotéines et de
la lécithine-cholestérol acyltransférase (LCAT) et a ses modifications post-traductionnelles
anormales (Rysz et al., 2020). De plus, une diminution de la concentration de HDL dans la
maladie rénale chronique est associée a la diminution du métabolisme des lipoprotéines riches
en triglycérides, au ralentissement de la synthése des apo A-lI et A-Il par le foie et a
l'augmentation de l'activité de la protéine de transfert des esters de cholestérol (Rysz et al.,
2020). Les modifications observées dans les particules HDL dans les états pathologiques
alterent I'efflux de cholestérol (Bermudez-L6pez et al., 2017), les fonctions antioxydantes,
I'expression des molécules d'adhésion, la capacité a inhiber I'activité de la NADPH oxydase
induite par le TNFa et la production de superoxyde, la capacité a métaboliser les
hydroperoxydes sur les membranes érythrocytaires, la suppression de la cytokine, I'inhibition
dans les cellules inflammatoires activées ainsi que les propriétés anti-apoptotiques (Shroff et
al., 2014 ; Linton et al., 2019).

La teneur élevée en parathormone, chez les patients IRC et les dialysés est similaire a
celle des travaux de Mondé chez les patients insuffisants rénaux (Mondé et al., 2013). Cela
témoigne d’une hyperparathyroidie (HPT). Cependant, la diminution significative de la PTH
observée au cours de la dialyse pourrait étre due non seulement a la baisse de sa sécrétion induite
par I'nypercalcémie survenant pendant la dialyse mais, également a son élimination dans le
dialysat (Basile et al., 2012). L hyperparathyroidie représente I'une des complications les plus
courantes de I'évolution de IRC et pourrait s’expliquer par plusieurs mécanismes
interdépendants. En effet, la relation PTH sérique/calcémie ionisée suit une courbe sigmoide
qui fait que pour des variations faibles des valeurs moyennes de la calcémie, il existe des
variations fortes de la PTH sérique. Dans des conditions d’hypocalcémie, le pourcentage de
PTH intacte libérée dans la circulation sanguine augmente, et dans des conditions
d'hypercalcémie, il diminue (Goltzman et al., 2018). Au cours de I’insuffisance rénale,
I’hypocalcémie s’installe en rapport avec les réductions de la réabsorption tubulaire rénale et
de I’absorption intestinale du calcium, ce qui va stimuler directement la synthése des ARNm
de la PTH. En effet, les cellules parathyroidiennes peuvent détecter des changements, méme
minimes, des niveaux de calcium sérique par l'intermédiaire d'un récepteur membranaire
(CaSR), ce qui entraine des modifications de la libération et de la synthése de la PTH (Riccardi
et Valenti., 2016). Aussi, des données expérimentales suggérent qu’une réduction de
I'expression du CaSR sur les cellules parathyroidiennes avait pour conséquence une

augmentation du point de consigne pour la libération de la PTH contrélée par le calcium (Messa
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et Alfieri., 2019). Cette situation pourrait concourir a la sécrétion accrue de la PTH au cours de
I'IRC.

Il a été observé une augmentation significative de la calcémie apres la dialyse. La concentration
en calcium dans le dialysat étant plus élevée que celle du calcium ionisé dans le sang, la séance
permet un transfert de calcium vers le sang du patient (le calcium lié aux protéines ne diffuse
pas). Malheureusement, il y a peu de preuves cliniques, sur lesquelles I'équilibre du calcium
devrait étre ciblé pour répondre au mieux a des avantages et des risques potentiels pour les
insuffisants rénaux. Cela rend difficile la définition de la concentration en calcium dans le bain

de dialyse optimale chez chaque patient (Messa et Sherman., 2014).

Par ailleurs, la diminution de la fonction rénale est également associée a une
hyperphosphatémie comme observée chez les patients insuffisants rénaux non dialysess (patient
IRC). Cependant, au début de I’IRC, les niveaux de phosphore sérique sont maintenus grace a
une diminution compensatoire du taux de réabsorption tubulaire rénale du phosphore. Ce
maintien de 1’équilibre phosphatique s’explique par une augmentation de la sécrétion de deux
protéines dont le role phosphaturique est central a savoir la FGF23 (Fibroblast Growth Factor
23) et son corécepteur a Klotho. Ces protéines augmentent I’excrétion rénale de phosphate en
inhibant I’expression des cotransporteurs de phosphate dépendant du sodium de type Il NaPi2a
et NaPi2c dans le tubule proximal du rein, inhibant ainsi la réabsorption du phosphate et
favorisant la phosphaturie (Martin et al., 2012). Malheureusement, il y a aussi une diminution
de la production de Klotho avec la progression de I’insuffisance rénale chronique. Ainsi,
I'efficacité de FGF23/Klotho pour corriger I’excrétion du phosphate est limitée, et a mesure que
I’IRC progresse, il y a le développement d'une hyperphosphatémie manifeste. Cela entraine une
stimulation supplémentaire de la production de FGF23. Bien que le FGF23 se lie au récepteur
Klotho dans la parathyroide pour inhiber la PTH, il y a une diminution de Klotho avec une
détérioration de la fonction rénale, et in fine, le FGF23 perd sa capacité a diminuer les
concentrations de la PTH. De plus, I'hyperphosphatémie inhibe directement les récepteurs de
détection du calcium et stimule également la production de la PTH (Ryyan et Stuart., 2020).
Toutefois, il a été noté une phosphatémie normale chez les dialysé. Ces résultats pourraient
s’expliquer par un régime alimentaire pauvre en phosphate et les interventions
pharmacologiques (la prise de chélateur de phosphate) qui visent a limiter I'absorption gastro-
intestinale (Adema et al., 2014). De méme la dialyse favorise la diminution de la teneur en
phosphate chez les patients dialysés d’ou la baisse observée chez ces derniers. Selon Daugirdas

(2015) le phosphore, est eéliminé principalement de I'espace plasmatique au cours de la dialyse.
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L’hypovitaminose D observée chez des témoins pourrait étre expliquée par une
consommation insuffisante des aliments contenant ou enrichis en vitamine D. En effet, la
vitamine D circulante a une double origine : exogene fournit par 1’alimentation (ergocalciférol,
cholécalciférol, présents par exemple dans certains végétaux ou les poissons gras) et endogéne
par synthése cutanée. La principale source de la vitamine D est la synthése cutanée induite par
la lumiéere du soleil et la seconde source provient de l'alimentation et des suppléments
(Uwitonze et al., 2017). Cependant, chez les noirs, la pigmentation de la peau affecte la
production de la vitamine D par synthése cutanée. Par conséquent, les personnes de race noire
ont des niveaux inférieurs de 25 (OH) D, potentiellement a cause de la mélanine (pigment de la
peau) qui constitue un écran solaire naturel, conduisant a une diminution de la synthése de

la vitamine D3 dans la peau (Jean et al., 2017).

La teneur en 25 (OH) vitamine D, bien qu’abaissée chez des dialysés, est significativement
supérieur a celle des patients IRC. Cela est d0 a la supplémentation en vitamine D des patients
dialysés. Au cours de I’insuffisance rénale, les troubles du métabolisme de la vitamine D jouent
un réle majeur dans le développement de I’hyperparathyroidie secondaire. Les faibles taux de
calcidiol ou 25-hydroxyvitamine D sont trés répandus au cours de I’insuffisance rénale

chronique (Nigwekar et al., 2014).

La diminution de la 1,25-dihydroxyvitamine D ou le calcitriol est lié par ailleurs a la baisse de
la 25-hydroxyvitamine D indépendamment du stade de I’insuffisance rénale. L'hydroxylation
de 25 (OH) D pour former 1,25 (OH). D, la forme hormonale, la plus active et fonctionnelle de
la vitamine D, se produit principalement dans le tubule droit proximal du rein (Jones et al.,
2014). L'enzyme responsable de la conversion de la 25 (OH) D en 1,25 (OH), D est la 1-a-
hydroxylase rénale (CYP27B1 Cytochrome 27 B1 mitochondriale). La baisse de la 25 (OH) D
contribuerait a la diminution de la 1,25 (OH). D observée dans les stades avancés de
I’insuffisance rénale, en raison de la baisse de 1’activité de la 1-a-hydroxylase, mais également

de la diminution du substrat de cet enzyme (Chang et Soo., 2014).

Le taux de calcitriol diminue progressivement a mesure que le débit de filtration glomérulaire
diminue. Cette diminution des taux de calcitriol est due a plusieurs facteurs rénaux, tels qu’une
diminution du CYP27B1 rénal en cas de réduction de la masse rénale ; la perte de mégaline
rénale nécessaire a l'absorption du calcidiol par le tubule proximal et de faibles quantités de
calcidiol délivrees aux cellules tubulaires proximales pour I'activation en calcitriol (Chesney.,
2016). En outre, des facteurs de régulation, comme des taux élevés de FGF23, qui surviennent
au début de I'IRC, suppriment directement le CYP27B1 rénal et exacerbent le déficit en
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calcitriol (Kuro., 2018). Dans des conditions normales, le calcitriol agit directement pour
diminuer la synthése de la PTH en se liant au récepteur de la vitamine D (VDR) dans le noyau
de la cellule parathyroidienne. Lors de la liaison au calcitriol, le VDR subit un changement
conformationnel et forme un complexe avec le récepteur rétinoide X. Ce complexe récepteur
VDR/rétinoide X se lie alors a des séquences spécifiques dans les genes cibles et modifie le
taux de transcription génique ; un effet est de réduire la transcription du géne pré-pro-PTH,
premiere étape de la synthese de la PTH (Chitalia et al., 2012). Le calcitriol peut également
inhiber la PTH indirectement en augmentant I'absorption intestinale du calcium (Negrea.,
2018). Dans les maladies rénales, la synthese du calcitriol est réduite et la boucle de rétroaction

endocrinienne normale pour controler la synthése de la PTH est donc rompue.

D'autres facteurs, ont joué un role dans le déreglement de I'activité et de la prolifération des
glandes parathyroidiennes associé a la progression de 1’hyperparathyroidie dans I'IRC :
I'expression accrue de la cyclooxygénase 2 (Cox 2) favorise la prolifération cellulaire, inhibe
I'apoptose cellulaire et stimule I'angiogenese via la production de prostaglandines. Selon les
études menées par Zhang, I'expression de Cox 2 était systématiquement augmentée dans les
parathyroides des patients urémiques atteints d’hyperparathyroidie secondaire severe et des
glandes parathyroides obtenues des rats urémiques Zhang et al (2011). Cependant, le
traitement des rats urémiques avec un inhibiteur de la Cox 2 le célécoxib, a inverse I'nyperplasie
des parathyroides. Ces résultats suggerent I'activation de la Cox 2 dans la prolifération des

cellules parathyroidiennes qui caractérisent I’hyperparathyroidie de I'IRC.

Les anomalies électrolytiques sont des complications courantes chez les patients atteints
d'insuffisance rénale chronique (IRC). Parmi elles, I'nyponatrémie est cliniquement pertinente,
non seulement parce qu'il s'agit de I'un des troubles électrolytiques les plus fréquents dans I'IRC,
mais aussi parce qu'il s'agit d'un marqueur pronostique bien établi de mauvais résultats cliniques
tels que le déces, les événements cardiovasculaires, la progression de I'IRC et les fractures (Lim
etal., 2016). L’hyponatrémie a été constatée chez les patients insuffisants rénaux non dialyséss.
L’hyponatrémie pourrait étre due a I’accumulation d’eau et de sel chez des patients qui sont
souvent anuriques et dont I’hyperhydratation intra et extracellulaire entraine une prise de poids
et une hypertension artérielle (Zhang et al., 2017). Afin de corriger cette hyponatrémie certains
auteurs suggerent un apport supplémentaire de sodium par I’intermédiaire du bain de dialyse,
mais avec le risque d’exposer le malade a une soif excessive par déshydratation intra-cellulaire.
La dialyse corrige I’hyponatrémie fréquente chez ces patients et stabilise la natrémie (Diop.,
1996).
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Il a été noté une hyperkaliemie chez les patients IRC et les dialyses. Le rein est le
principal régulateur de I'noméostasie potassique et une altération de la fonction rénale est la
condition préalable essentielle au développement et au maintien de I'hyperkaliémie chronique
(Kovesdy., 2016). D'autres modificateurs clés du taux du potassium sont les comorbidités
fréguemment rencontrées dans la population de I'IRC, a savoir le diabete, I'insuffisance
cardiaque (IC), I’acidose métabolique, la réduction de I'excrétion urinaire du potassium,
I’excrétion intestinale réduite de potassium, I’augmentation de la libération du potassium des
cellules et I'utilisation d'agents de premiere intention pour le traitement de I'IRC, a savoir les
antagonistes du systeme rénine-angiotensine-aldostérone (anti-SRAA), en particulier s'ils sont

utilisés en combinaison (De Nicola et al., 2018). La dialyse permet de corriger I’hyperkaliémie.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




L’insuffisance rénale chronique (IRC) demeure un probleme de santé publique majeur
dans le monde. Elle se caractérise par une diminution progressive de la fonction rénale. Au
cours de cette maladie, les reins perdent progressivement leur fonction normale, en particulier
les fonctions excrétrices et régulatrices. Les marqueurs hématologiques, biochimiques et
hormonaux jouent un réle important dans le diagnostic preécis et dans I'évaluation des risques et

I'adoption d'un traitement pour améliorer les résultats cliniques.

Il ressort de cette etude que I’IRC est diagnostiquée a un stade avancé. Un meilleur
contrble des affections causales de I’insuffisance rénale ainsi qu’une sensibilisation des
populations favoriseraient un dépistage précoce de cette maladie.

L’anémie de type normochrome normocytaire, 1’anémie hypochrome microcytaire et
dans une moindre proportion 1’anémie macrocytaire ont été décelées au sein de la population
d’étude. L’anémie chez les insuffisants rénaux chroniques (patients IRC et hémodialysé) est
essentiellement due a une baisse de la concentration en érythropoiétine. Cependant, les
marqueurs biochimiques du métabolisme du fer ont permis d’attirer 1’attention sur 1’origine
inflammatoire de I’anémie chez ces patients. Par ailleurs, I’hyperparathyroidie secondaire
constitue une complication meétabolique majeure observée dans cette etude. Elle est due a un
ensemble de facteurs qui s’imbrique tels que les troubles du métabolisme phosphocalcique et

la baisse de la teneur en 25-hydroxyvitamine D.

De méme, le bilan lipidique et I’ionogramme sanguin sont perturbés. Il a été noté une
baisse des marqueurs lipidiques a savoir des taux de cholestérol total, de cholestérol-HDL,
cholestérol-LDL a I’exception des triglycérides. Chez les patients atteints d'IRC, en particulier,
ceux sous dialyse, les taux de HDL sont généralement réduits en raison d'une maturation
ralentie du cholestérol-HDL. Une hyponatrémie associée a une hyperkaliémie est le trouble
ionique observé chez les insuffisants rénaux chroniques. En réalité, le rein est le principal
régulateur de I'nomeostasie des électrolytes, ainsi une altération de la fonction rénale est la

condition préalable essentielle au développement et au maintien des anomalies électrolytiques.

La dialyse permet de corriger dans une certaine mesure la valeur moyenne de certains
paramétres tels que 1’urée, la créatinine, la parathormone, la phosphatémie, la calcémie, la
natrémie et la kaliemie. Néanmoins, la supplémentation en vitamine D et I’injection de ’'EPO
dans les centres d’hémodialyses ont contribué a un meilleur état de santé des hémodialysés par
rapport aux insuffisants rénaux non dialysés. Le dosage de 1’érythropoiétine, de la vitamine D

et de la parathormone donnerait une meilleure orientation aux cliniciens. Cela permettrait
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d’addressser un meilleur traitement afin d’améliorer la prise en charge médicale des insuffisants

rénaux chroniques en Cote d’lvoire.
PERSPECTIVES

Des etudes supplémentaires permettant de mieux apprécier le profil biologique des patients

insuffisants rénaux chronique seraient nécessaires. 1l serait donc intéressant :

- de doser la calcitonine pour évaluer son impact réel dans le mécanisme de régulation du

métabolisme phosphocalcique

- déterminer la valeur moyenne de I’AMP cyclique, molécule qui rend compte de la réactivité
de laPTH

- d’évaluer le profil des vitamines hydrosolubles des patients insuffisants rénaux
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ANNEXE 1

Classification KDIGO de la maladie rénale chronigue (Chadban et al., 2020)

Stades Descriptions DFG (mL/min/1,73m?)
1 Maladie rénale chronique* avec fonction rénale normale >90
2 Maladie rénale chronique* avec insuffisance rénale legére 60-89
3A Insuffisance rénale Iégére a modérée 45-59
3B Insuffisance rénale modérée a sévere 30-44
4 Insuffisance rénale séveére 15-29
5 Insuffisance rénale terminale <15

* avec marqueurs d’atteinte rénale : albuminurie, hématurie, leucocyturie, ou anomalies
morphologiques ou histologiques, ou marqueurs de dysfonction tubulaire, persistant plus de 3
mois (deux ou trois examens consecutifs). KDIGO : Kidney Disease Improving Global

Outcomes. DFG : Débit de Filtration Glomérulaire

ANNEXE 2

Albuminurie normale }—l < 30 mg/24 heures

20-200 pg/mn
ou 30-300 mg/24 heures
ou albuminurie/créatininurie
> 2 mg/mmol

Microalbuminurie

> 300 mg/24 heures

Protéinurie ou protéinurie/créatininurie
> 200 mg/g
Hématurie pathologique GR > 10/mm? ou 10 000/ml

[ Leucocyturie pathologique |»—| GB > 10/mm3 ou 10 000/ml

Asymeétrie de taille, contours
bosseles, reins de petite taille ou
gros reins polykystiques,
nephrocalcinose, calcul,
hydronéphrose

Anomalies morphologiques a
I'échographie rénale

Définition des marqueurs d’atteinte rénale (ANAES., 2002)

A



ANNEXE 3

Quantités de solutés et d’eau a différents niveaux du néphron (Combaz., 2011)

SUBSTANCES PLASMA FILTRAT SUBSTANCES URINE
CHIMIQUES (Juste apresla REABSORBEES

capsule de DU FILTRAT

Bowman)
Eau 900 litres 180 litres ~178,5 litres ~ 1,5 litres
Protéines 7000 a 9000 10a20 10a 20 0
Glucose 180 180 180 0
Chlore (CI") 630 630 625 5
Sodium Na* 540 540 537 3
Bicarbonates 300 300 299.7 0,3
Potassium (K*) 28 28 24 4
Urée 53 53 28 25
Créatinine 15 15 0 15




ANNEXE 4

' 250H Vit D @fm

l lahydroxyisse

| 1,250H, Vit D

= Calcitriol @ ?

Régulation du métabolisme phosphocalcique (Chabane et Benzenati., 2017)

PTH : Parathormone ; P : Phosphore ; Ca : Cacium ; 25 OH Vit D : 25 hydroxyvitamine D



ANNEXE 5

Séance d’hémodialyse (Photographie Kouadio M.R., 2020, CNPTIR-Cocody)
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Schéma de I’hématopoicse (Diane., 2013)

La cellule souche hématopoiétique (CSH) donne naissance a un progéniteur myéloide ou
lymphoide. Le progéniteur lymphoide devient progéniteur B ou progéniteur T, puis lymphocyte
B ou lymphocyte T. Le progéniteur myéloide se différencie en progéniteur MEP
(Megakarytocyte/Erythroid Progenitor) ou en GMP (Granulocyte/Monocyte Progenitor), puis
en progéniteur engagé vers une lignée spécifique. On retrouve les BFU-E (Burst Forming
Unit-Erythroid) puis les CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid), CFU-Mk (Colony Forming
Unit-Megakaryocyte), CFU-M (Colony Forming Unit-Macrophage), CFU-Baso (Colony
Forming Unit-Basophil), CFU-Eo (Colony Forming Unit-Eosinophil), CFU-G (Colony
Forming Unit-Granulocyte). Tous ces progéniteurs vont devenir précurseurs puis cellules
matures. Les cellules matures quittent la moelle osseuse et passent dans la circulation sanguine
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moelle osseuse sang
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Schéma de 1’érythropoiése (Diane., 2013)

La production des globules rouges matures se fait a partir d’une cellule souche hématopoiétique
(CSH). Apres les stades BFU-E (Burst Forming Unit-Erythroid) et CFU-E (Colony Forming
Unit-Erythroid), les cellules deviennent précurseurs et se différencient en proérythroblastes
(ProE), Erythroblastes Basophiles (E. Baso), Erythroblastes Polychromatophiles (E. Poly),
Erythroblastes Acidophiles (E.Acido), puis en Réticulocytes (Ret) et finalement en globules
rouges (GR).



ANNEXE 8
NOTICE D’INFORMATION

Titre de I’étude : Importance de 1’évaluation de la PTH, la vitamine D et I’érythropoiétine

dans la prise en charge de I’insuffisance rénale chronique et des patients hémodialysés.
Investigateur : KOUADIO Maxime Roméo
BREVE PRESENTATION DE L’INSUFFISANCE RENALE

L’insuffisance rénale chronique est un probléme de santé publique crucial par son taux de
prévalence dans le monde (5 a 10 %) qui ne cesse de croitre et par ses complications cliniques
dévastatrices. En Afrique, la prévalence de cette pathologie varie d'un pays a un autre. En Cote
d"lvoire, elle est de 2,1%.

L’insuffisance rénale chronique est une maladie grave qui entraine peu a peu la destruction des
reins. Le rein permet d’éliminer les déchets toxiques produits par le fonctionnement normal de
I’organisme et transportés par le sang. Ces substances sont inutiles a 1'organisme et sont
toxiques si elles ne sont pas éliminées. Les produits du métabolisme et 1’eau en excés passent
de moins en moins dans 1’urine et s’accumulent dans 1'organisme. La maladie progresse ainsi

jusqu’a la destruction de la fonction de purification rénale.

Le recours a la dialyse (hémodialyse ou dialyse péritonéale) est nécessaire a ce stade car les
souffrances et complications subis par les patients favorisent une augmentation de la mortalité.
Le remplacement du rein défectueux par un rein sain, prélevé sur un donneur représente la
solution thérapeutique idéale, mais reste toujours la grande difficulté dans les pays en voie de

développement et a faible revenu.

Au cours de I’insuffisance rénale chronique, il apparait des troubles du métabolisme minéral
notamment phosphocalcique et osseux. Ces troubles sont dus a la perturbation des éléments
régulateurs principalement la PTH et la vitamine D qui affectent 1’équilibre du bilan

phosphocalcique et qui sont a I’origine d'une hyperparathyroidie secondaire.

Dans les pays a faible développement économique comme la Cote d’Ivoire, la prise en charge
de I’'insuffisance rénale chronique est particulieérement coliteuse et peu de travaux ont été
réalisés sur cette pathologie. Cependant pratiquement aucune étude n’a été réalisée sur 1’aspect

biologique de I’insuffisance rénale.



L’¢évaluation de la PTH, de la vitamine D et de I’érythropoiétine va permettre de mieux
comprendre les troubles métaboliques pour une meilleure prise en charge biologique des

insuffisants rénaux et une amélioration de la qualité de vie des hémodialysés.
Madame, Monsieur

Nous vous proposons de participer a une recherche biomédicale ou recherche scientifique.
Avant de vous décider, il est important que vous compreniez pourquoi cette étude est réalisée,
ce que I’étude implique, les bénéfices, les risques et les inconvénients possibles. Prenez votre
temps pour lire attentivement cette note d’information destinée a répondre aux questions que
VOUS pourriez vous poser au sujet de cette étude, et si vous le souhaitez, parlez-en avec vos

proches, vos amis ou votre médecin de référence.

La réalisation de cette étude permet d’avoir une meilleur visibité concernant votre état
biologique et de mieux comprendre les troubles métaboliques au cours de 1’insuffisance rénale

en Cdte d’ivoire.
Explication de I’objectif de I’étude

L’objectif de I’étude est de contribuer a une meilleure prise en charge biologique des

insuffisants rénaux et une amélioration de la qualité de vie des hémodialysés.
Comment allons-nous procéder ?
» Remplir un questionnaire
> Faire un préléevement
» Communiquer les résultats a votre médecin, bien attendu avec votre consentement.
Quels sont les avantages de cette étude ?
- Meilleur suivi par le médecin de I’insuffisance rénale
- Gratuité des examens
Quels sont les risques de cette étude ?

La douleur au site de ponction veineuse. Pour minimiser les risques, les prélévements seront

effectués par des professionnels de santé avec du matériel stérile.

Qu’est ce qui sera fait pour assurer le consentement éclairé des sujets ?

Aprés avoir lu la notice d’information et aprés un temps de réflexion, une réponse de votre

H



consentement éclairé pour votre participation ou non a 1’étude nous sera donnée. Pour les
mineurs, il faudra le consentement éclairé des représentants légaux et le consentement
d’assentiment de la personne mineure. Le formulaire de consentement éclairé devra étre daté
et signé par 1’étudiant en these, par le participant ou le parent ou son tuteur 1égal s’il s’agit
d’un mineur. Le formulaire d’assentiment de la personne mineure devra étre daté et signé par
I’étudiant en thése et le mineur. Vous pouvez vous retirer a tout moment de 1’étude sans

aucun probleme.
Comment la confidentialité et ’anonymat seront-ils respectes

Les données sont confidentielles et peuvent servir a des études ultérieures. Vous étes libres
d’accepter ou de refuser de participer a 1’étude. Ceux qui acceptent rempliront une fiche de

consentement éclairée.

NB: Cette étude est totalement indépendante des examens demandés par le médecin traitant.
Les résultats des analyses biologiques de cette étude seront transmis au patient concerné et a
son médecin traitant. Les résultats seront complétement anonymes pour les analyses statistiques

et traités avec une confidentialité absolue.
Personnes a contactés au cas ou besoins se fera ressentir :

Les responsables du traitement de ces données (Pr DJAMAN A. Joseph, Dr BOYVIN Lydie,
KOUADIO Maxime Roméo) peuvent étre contactés a I’adresse suivante : (Département de

Biochimie Clinique et Fondamentale de I’Institut Pasteur de Cocody).
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FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE

Je soussigné(e)

Certifie avoir été informé(e) sur les objectifs et le déroulement de 1’étude par I’investigateur
dont le nom figure au bas de cette page, et

v' Affirme avoir lu attentivement et compris les informations fournies a propos
v’ Affirme qu’on m’a lu, traduit en des termes que j’ai compris

v’ Certifie avoir été informé des avantages et des risques qui sont associés a cette
étude et des contraintes qu’implique ma participation

v’ Atteste qu’un temps de réflexion suffisante m’a été accordé.

v' Certifie avoir été informé que je pouvais interrompre a tout instant ma participation
a cette étude sans préjudice d’aucune sorte,

v Consens a ce que les données recueillies pendant cette étude puissent servir a des
études ultérieures au bénéfice de la santé publique a condition que ces études aient
I’accord préalable du comité d’éthique

v M’engage a informer le médecin responsable de tous les phénomenes inattendus
pouvant survenir durant cette étude.

v' Serez-vous d’accord pour que 1’on conserve vos échantillons pour des études
ultérieurs?

Oui [ ] Non []

J’accepte donc de participer a I’étude sur ’amélioration de la prise en charge de I’insuffisance
rénale.

Fait a le

Nom et Prénoms du participant : Nom et Prénoms de I’investigateur :
Date et signature :

Contacts : Nom et prénom du médecin Investigateur :
Pour les sujets ne sachant pas lire

Nom et Prénoms du témoin :

Date et signature
Contacts :
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FICHE D’ENQUETE DES PATIENTS INSUFFISANTS
RENAUX ET HEMODIALYSES

Date: [/ [/
I. IDENTITE :
Date de NAISSANCE & vvvveeeeeee e, Sexe:M(__ ] /F (]
FONCLION <. .o, Situation matrimoniale :.......................

1. HISTOIRE DE LA MALADIE
Date de diagnostic: /[ /
Lieu du DiagnostiC : .....ccoevevvereneninecceieeen
Quel est le stade de la maladie rénale chronique actuellement? ...................ooeeeee.
Avez-vous été transplanté ? Oui (] Non (]
Etes-vous hémodialysé ? Oui (] Non ()
Depuis combien de temps étes-vous en dialyse? ...................
Quelle est la fréquence de I’hémodialyse par sSemaine? ...........ccocveveereinieeneeniesieenenn
Quelle est la cause (I'étiologie) de la maladie rénale chronique ?
Néphropathie diabétique () Néphropathie associée & I’Hépatite B (__
Néphropathie hypertensive (] Néphropathie associée a I’'Hépatite C ()
Néphropathie associée au VIH ()
Néphropathie obstructive (cancer du col utérin ou hypertrophie prostatique) ]
Néphropathie héréditaire (drépanocytose, polykystose renale autosomique dominante)( ]

Cause Indéterminée ()



Autres causes (]

Examens prescrits réguliérement? Oui () Non ()

Sioui, Types d’eXaAmMENS? ......inuiieiit ittt e et
Quelle est la fréquence des examens ? 1 mois (] 3mois (___ Jautres (]

Avez-vous une complication liée a la maladie rénale chronique ?: Oui (] Non ()

Si Oui laquelle ?

Insuffisance renale chronique terminale ()

Accident vasculaire cérébral [ ) Infarctus du myocarde ()
Ostéodystrophie rénale () Anémie sévere () Autres (]
I1l1.  Facteur de risque non biologique

Etes-vous stressé (€) ? Oui (___ ] Non ()

Suivez-vous un régime alimentaire? Oui (___] Non ()

Si oui, le suivez-vous correctement ? ................

Sinon, quel enestle Motif ? ......ccoovvvviveiviieceee

Quel est le colt de la dialyse par séance ? ...................

Quel est le co(t des médicaments par mois ? ...............

Avez-vous un bon soutien psychologique familial ?  Oui (] Non(__ ]
Sinon, quel enestle Motif? ......cceovvveiieie e

IV. Facteur de risque biologique

Suivez-vous un traitement a 'TEPO? Oui [ ) Non ()

Est-il régulier ?  Oui () Non ()

Suivez-vous bien votre traitement médicamenteux ? Oui ( ] Non( ]

Prenez-vous d’autres médicaments en dehors de 'EPO? Oui () Non (]
Sioui lafréquence ? ...........

Quelles sont les noms des médicaments ? ......................

L
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Automate Sysmex XN-1000 (photographie Kouadio M.R., 2020 IPCI-Cocody)
ANNEXE 12

Kit human EPO de Sigma-Aldrich (photographie Kouadio M.R, 2020 IPCI-Cocody)
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Chaine ELISA (photographie Kouadio M.R., 2020 IPCI-Cocody)

ANNEXE 14

Automate Cobas C 311 (photographie Kouadio M.R., 2020 IPCI-Cocody)

N



ANNEXE 15

Automate Vidas (photographie Kouadio M.R., 2020 IPCI-Cocody)

ANNEXE 16

Analyseur d’¢électrolyte 9180 (photographie Kouadio M.R., 2020 IPCI-Cocody)



MINISTERE DE LA SANTE - -

ET DE 'HYGIENE PUBLIQUE

COMITE NATIONAL D'ETHIQUE
DES SCIENCES DE LA VIE ET DE

LA SANTE (CNESVS)

U5 DPT OF HHS REGISTRATION #2 : IRBO00111917

Le Président

N/Réf : 023-20/MSHP/CNESVS-km

. o A1
LW REPLIBLICIUE DE COTE D'IVOIRE
UMION—DISCIPLINE-TRAVAIL
Abidjan,le 27 FEV. susu

A

Monsieur KOUADIO Maxime Roméo
Investigateur Principal Projet / Doctorant
UFR BIOSCIENCES - UFHB

ABIDJAN

OBJET : Autorisation de mise en ceuvre du protocole de recherche intitulé :
« Importance de I'évaluation de la PTH, la calcitonine, la vitamine D et I’érythropoiétine
dans la prise en charge de I'insuffisance rénale chronique et des patients hémodialysés ».

Monsieur,

Le Comité National d’Ethique des Sciences de la Vie et de la Santé (CNESVS) a examiné votre
demande d’autorisation de mise en ceuvre du projet cité en objet.

Sous cette perspective, il a été émis un avis favorable a l'utilisation de ce protocole.

Par conséquent, je vous autorise & mettre en ceuvre votre étude telle que soumise au Comite

National d’Ethique.

Toutefois, il faut noter que la validité de cette autorisation est d'un an (1) & compter de la date
de signature. Par ailleurs, je vous saurai gré de bien vouloir transmettre au CNESVS une copie
du rapport de cette étude dés la fin de sa mise en ceuvre.

Je vous prie d'agréer, Monsieur, |'expression de mes salutations distinguées.

Dr Louis PENALI



PUBLICATIONS




International Journal of Biochemistry Research & Review

30(5): 11-18, 2021; Article no.lJBCRR.72784
-\ ISSN: 2231-086X, NLM ID: 101654445

S TR S I |

Erythropoietin and the Role of Inflammation in
Anaemia in Patients with Chronic Renal Living in
Cote D’ivoire

Maxime Roméo Kouadio'?®, Lydie Boyvin', Gnogbo Alexis Bahi?,
Valére Ultrich Tchokothe Tchako?, Gervais Melaine M’Boh’,
Appolinaire Gnionsahé® and Allico Joseph Djaman™?

1Depan‘mem‘ of Clinical and Fondamental Biochemistry, Institute Pasteur of Céte d’lvoire, (IPCl),

01 BP 490, Abidjan 01, Céte d’Ivoire.

’Health Biology Laboratory, University Félix Houphouét-Boigny (UFHB), 01 BP V34, Abidjan 01,
Coéte d’lvoire.

3Department of Nephrology, UFR Medical Sciences, University Félix Houphouet-Boigny, 01 BP V 34,
Abidjan 01, Cbte d’Ivoire.

Authors’ contributions

This work was carried out in collaboration among all authors. All authors read and approved the final
manuscript.

Article Information

DOI: 10.9734/IJBCRR/2021/v30i530265

Editor(s):

(2) Dr. K. V. Ramanath, Dayanand Sagar College of Pharmacy, Dayanand Sagar University( DSU), India.
Reviewers:

(1) Laxmikant Chavan, AIMST University, Malaysia.

(2) Usha Rani R, JSS College of Nursing, India.

Complete Peer review History: https://www.sdiarticle4.com/review-history/72784

Received 15 June 2021
Accepted 21 August 2021
Published 07 September 2021

Original Research Article

ABSTRACT

Introduction: Anemia is one of the most common complications of kidney failure. The kidney is
responsible for the production of erythropoietin, a key hormone in erythropoiesis. Insufficient
production of erythropoietin due to impaired kidney functions and also inflammation could explain
this anemia. This study aimed at contributing to a better understanding of the mechanisms of
erythropoietin in anemia observed in kidney failure.

Methods: The study population consisted of 138 people: 92 with chronic renal failure (46 not on
dialysis, 46 on hemodialysis) and 46 voluntaries as control without kidney failure. Serum
concentrations of urea, creatinine, C-reactive protein (CRP), serum iron, ferritin and transferrin were
determined using the Cobas C311 Hitachi machine. The erythropoietin assay was performed on the
ELISA chain.

*Corresponding author: E-mail: maximeromeokouadio@gmail.com;
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Results: Lower mean values of EPO, increased CRP and decreased iron were observed in CKF
patients (EPO: 5.66 £ 0.97 mIU / L; CRP: 45+ 7.46 mg /| ; Iron: 12.46 + 0.85 umol / I), and patients
under dialysis (EPO: 9+ 0.51 mIU /L; CRP: 9+ 2.66 mg/; Iron: 10.07 £ 0.54 pumol / I) compared to
controls (EPO: 18 £ 1.29 mIU / L; CRP: 2+ 0.30 mg/ I; Iron: 15.85 = 0.56 pmol / I).

Conclusion: Anemia in chronic renal failure is thought to be due to an erythropoietin deficiency but
also to an exacerbation of inflammation with a disruption of the iron status.

Keywords: Anemia; chronic kidney failure; Céte d’lvoire; erythropoietin; inflammation.

1. INTRODUCTION

The increasing incidence and prevalence of
chronic renal failure (CKF), the high cost of its
treatment and its side effects are major public
health concerns around the world. However, it is
an unrecognized, insidious disease with few
specific symptoms; it is still too often diagnosed
at a late stage [1].

Among the complications seen in patients with
kidney failure, anemia is one of the most
common. It appears in the early stages of the
disease and gets worse as the disease
progresses to the terminal stage [2].

The production of erythropoietin (EPO) is an
important function of the kidney that is very often
overlooked. EPO is a signaling molecule that
stimulates red blood cells in response to
decreased levels of oxygen in the blood. Indeed,
it is an anti-apoptotic hormone that promotes the
survival, proliferation and differentiation of
erythrocyte precursors [3]. Any disruption of this
process promotes the onset of anemia
characterized by a lower than normal hemoglobin
rate. Anemia associated with chronic kidney
disease has exposed patients to cardiovascular
disease and is associated with poor quality of

life, increased hospitalizations, cognitive
impairment and mortality [4].

The contribution of recombinant human
erythropoietin  or  erythropoiesis  stimulating

agents (ESA) in the management of anemia
since the end of the 1980s, has thus contributed
to reducing the frequency of blood transfusions
and their risks, for example increase in
hemoglobin level, therefore leading to an
improvement in the quality of life of patients with
kidney failure [5].

Impaired kidney function appears to influence the
level of inflammatory markers, such as serum C-
reactive protein (CRP) or interleukin 6 (IL-6) [6].
Anemia in patients with chronic renal failure is a
multifactorial process in which it would be
important to take into account chronic
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inflammation, erythropoietin  deficiency, iron
metabolism disorders, blood loss during sessions
of hemodialysis [4]. Understanding the
mechanisms underlying anemia in chronic renal
failure is important due to the fact that in some
patients’ treatment  with erythropoiesis-
stimulating agents (ESAs) may be at least
ineffective or even harmful [7].

In Céte d’lvoire, there are studies of patients with
kidney failure, but very few have focused on
measuring erythropoietin (EPO), a key hormone
in erythropoiesis. Red blood cell indices provide
us with information about their hemoglobin
content as well as their level. Abnormal values of
these indicate the presence of anemia and give
us an idea of the kind of anemia. Ferritin and the
degree of transferrin saturation are the best
markers of iron content.

The objective of this research is to contribute to a
better understanding of the mechanisms of
anemia in kidney failure.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Type and Study Site

This is a descriptive cross-sectional study which
was carried out from December 2019 to
December 2020 at the department of
fundamental and medical biochemistry of the
Institute Pasteur of Cote d'lvoire (IPCI) on 138
people (90 men and 48 women) aged 18 to 74,
precisely 46 patients with kidney failure who
have never had dialysis (46 CKF patients), 46
chronic hemodialysis patients (46 dialysis
patients) and healthy volunteers (46 controls) to
serve as control.

2.2 Criteria for the Selection of Subjects
2.2.1 Inclusion criteria

This study included all individuals who met the
following inclusion criteria:

Samples from adult hemodialysis patients and
those with chronic kidney disease (CKD) as
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defined by KDIGO 2017 (GFR < 90
mL/min/1.73m? for more than 03 months).
Patients who gave consent for blood sampling.
Samples of healthy adults of both sexes with no
clinical and biological signs of renal failure who
voluntarily agreed to participate in this study.

2.2.2 Non-inclusion criteria

Samples from patients with acute Kkidney
disease, children, pregnant women and kidney
transplant patients were not included in the
study. People with medical conditions such as
diabetes, hypertension, HIV and/or who have not
given their consent to participate in the study.

2.3 Blood Samples Collection

The samples were collected from various
nephrology units in hospitals in the Abidjan
district (Cote d'lvoire). Venipuncture samples
were taken from the bend of the elbow in fasting
individuals. In patients with chronic hemodialysis,
the sample was taken before and after dialysis,
where the frequency was twice weekly. EDTA
(Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) tubes were
used for complete blood count (CBC) and
reticulocyte count on the SYSMEX XN-1000i
machine. Dry tubes without anticoagulant were
used to measure biochemical parameters (urea,
creatinine, reactive C protein (CRP), serum iron,
ferritin and transferrin) on the Hitachi Cobas
C311 analyser.
2.4 Collecte Blood

Reticulocytes

Including

Total blood count and reticulocyte count were
performed using the XN-1000i automated system
from SYSMEX combining the principle of
hydrodynamic focusing and fluorescent flow
cytometry [8]. According to the WHO
classification, anemia occurs when a
haemoglobin concentration is less than 12 g/dl in
females and less than 13 g/dl in males [9].

Biochemical

2.5 Determination of

Parameters

Serum concentrations of urea, creatinine, C-
reactive protein (CRP), serum iron, ferritin and
transferrin  were determined using Roche
Diagnostic Cobas C311 Hitachi analyzer. The
principle is based on the TRINDER reaction
which is an enzymatic and colorimetric method
with the help of a chromogen. The intensity of
colouration or turbidity developed is directly
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proportional to the concentration of the measured
substance [10].

The total binding capacity of the transferrin and
the saturation coefficient of the transferrin were
calculated with the following formulae [11]:

CTF (umol /L) = Transferrin value (g / L) x 25.
CTS (%) = (Serum iron / CTF) x 100.
2.6 Screening for Erythropoietin

Erythropoietin  was determined using the
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
method, whose principle is based on the double
antibody sandwich technique. The intensity of the
color is directly proportional to the amount of
conjugate which in turn is directly proportional to
the amount of EPO in the sample. A standard
curve is drawn by plotting the absorbance of the
measured complex in relation to the
concentration of the EPO standards. The EPO
concentration in the unknown sample is
determined by comparing its optical density to
the curve of the standard.

2.7 CKD-EPI Equation

The CKD-EPI equation (Chronic Kidney Disease
EPIldemiology collaboration) [12] made it
possible to estimate the glomerular filtration rate
(GFR) and therefore to know the stage of chronic
kidney disease in patients with kidney failure who
have never undergone dialysis.

2.8 Statistical Analysis

The information was entered using an Excel
spreadsheet. The mean values and the mean
standard error (mean SEM) for the data were
obtained using Graph Pad Prism 8.0 (Microsoft,
USA). Statistical analysis of the results was done
using the Variance Analysis (ANOVA) followed
by the Tukey Multiple Comparison Test. The
difference is significant when p-value <0.05.

3. RESULTS
3.1 Epidemiological Data

The mean age for hemodialysis patients was
48+1.99 and for CKD patients was 46+1.86.
There were 30 men (65.22%) and 16 women
(34.78%) in both hemodialysis patients and CKD
patients. The sex ratio M / F was 1.87.
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3.2 Stage of the Disease

The stage of chronic kidney disease was
calculated in patients with chronic kidney failure,
i.e 46 CKF patients not yet on dialysis. It appears
that 93.48% and 2.18% were respectively in
stages 5 and 4 against 4.34% in stage 3 of
chronic kidney disease.

3.3 Haematological Profile

In general, results of hematological markers in
patients with chronic renal impairment (CKD and
dialysis) show a decrease compared to controls
P <0.05 (Table 1). The average hemoglobin (Hb)
value was lower for CKD patients than for
dialysis patients and controls. Anaemia was
present in 94.56% of patients with chronic renal
failure (CKD and dialysis patients). Most
(48.92%) reported cases had normochromic-
normocytic anaemia followed by hypochromic
microcytic anaemia (40.21%). However, in a
smaller proportion and mostly in dialysis patients,
some cases of macrocytic anemia (5.43%) were
observed. Erythropoietin  concentrations in
controls were double that of dialysis patients.
The lowest levels were observed in CKD patients

(Fig. 1).

3.4 Biochemical Profile

Very high average values of urea and creatin
were found in dialysis and CKD patients. For the
C-reactive protein (CRP), an increase in its value
was observed in dialysis patients over controls
(Table 2). This difference is even more
pronounced in people with CKD. For iron, there
is a significant difference between the values
found in controls, dialysis patients and CKD
patients. In addition to the fact that the serum
iron values are within the range of normal values
in the study population, a decrease in its content
was nhevertheless noted in dialysis patients
(53.12%) and CKD patients (37.5%) while no
decrease was observed in controls. For ferritin,
values in dialysis and CKD patients were
significantly elevated relative to controls. The
increase in ferritin was 87.75% and 65.62%
respectively in CKD patients and dialysis patients
compared to 18.75% in controls. Regarding
transferrin and the total transferrin binding
capacity, the values observed in patients with
CKD and dialysis patients were below the normal
range, unlike in the controls population. There
was no significant difference in the transferrin
saturation coefficient (CS) which was within the
range of normal values throughout the study
population.
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Fig. 1. Erythropoietin concentration of the study population
CKD: patients with kidney disease who have never had dialysis; Dialysis patients: chronic hemodialysis patients;
*: Significant difference between chronic renal failure patients (CKF and dialysis patients) and controls, P <0.05.
o: Significant difference between patients before dialysis and after dialysis and CKF patients P <0.05



Table 1. Average concentrations of hematological markers and erythropoietin in the study population
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Parametrs Control Before Dialyse After Dialyse CKD p value a p value b p value ¢
Red blood cell (3.8 —6.0 10°/uL) 4,58 + 0,09 3,46 + 0,09 3,81+0,11 2,68 +0,12 0,0001* 0,0006* 0,0001*
Hematocrit (35 — 54 %) 39+0,88 30+1,02 33+1,21 21+1,31 0,0001* 0,0013* 0,0001
Hemoglobin (12 — 18 g/dL) 13+0,23 9 +0,25* 10+ 0,31* 7+0,33* 0,0001* 0,0001* 0,0001*
MCV (80 — 95 fL) 84 + 0,67 84 +1,08 85+ 0,85 79 +0,96 0,28 0,92 0,0009*
MCHC (32 — 36 g/dL) 33+0,14 31+0,15 31+0,18 32+0,39 0,0001* 0,0081* 0,59
Reticulocytes (25 — 100 10°/uL) 61 + 00 80+0,01 76 £ 00 53+ 00 0,56 0,72 0,94

CKD: patients with kidney disease who have never had dialysis; Before Dialyse: chronic hemodialysis patients before the dialysis session; After Dialyse: chronic hemodialysis

patients after the dialysis session; MCV: mean corpuscular volume, MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration

*: p indicates statistical significance. The difference is significant for p < 0.05. a: Control vs chronic hemodialysis patients before the dialysis session, b : Control vs chronic

hemodialysis patients after the dialysis session, c : Control vs patients with kidney disease who have never had dialysis.

Table 2. Average concentrations of biochemical markers and EPO in the study population

Parametrs Control Before Dialyse After dialyse CKD pvaluea pvalueb pvaluec
Creatin (5-12 mg/L) 1040,31 158+4,5 61+3,65 140+49,23 0,0001* 0,0001* 0,0001*
Urea (0,10 - 0,35 g/L) 0,24+0,01 1,57+0,05 0,54+0,04 2,13+0,13 0,0001* 0,02* 0,0001*
CRP (< 6 mg/L) 2+0,30 9+2,66 12+3,44 45+7,46 0,68 0,36 0,0001*
Iron (umol/l) (M: 11-28; F: 6.6-26) 15,85+0,56 10,07+0,54 10,21+0,61 12,46+0,85 0,0001* 0,0001* 0,0018*
Transferrin (g/L) (M: 2.0-2,7 ; F: 1.9-2.7) 2,40+0,06 1,41+0,07 1,54+0,08 1,26+0,08 0,0001* 0,0001* 0,0001*
CTF (49-69 pmol/L) 61+1,22 35+1,34 37+1,41 32+1,78 0,0001* 0,0001* 0,0001*
CS (20-45 %) 271,05 36+5,36 34+4,14 43+3,46 0,33 0,55 0,01*
Ferritin (ug/l) (M: 30-300; F: 20-200) 160+21,34 810 + 162,5 795+81,44 1215+106,8 0,0001* 0,0002* 0,0001*

CKD: patients with kidney disease who have never had dialysis; Before Dialyse: chronic hemodialysis patients before the dialysis session; After Dialyse: chronic hemodialysis
patients after the dialysis session; CTF: Total Transferrin Binding Capacity; CS: Saturation coefficient of transferrin; CRP: C-reactive protein; M: Male; F: Femal
*: p indicates statistical significance. The difference is significant for p < 0.05. a : Control vs chronic hemodialysis patients before the dialysis session, b : Control vs chronic

hemodialysis patients after the dialysis session, ¢ : Control vs patients with kidney disease who have never had dialysis.
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4. DISCUSSION

Almost all of the CKD patients in this study had
advanced stage chronic kidney disease were in
stages 4 and 5, respectively that is, by that
moment kidney replacement therapy is very
essential. This could be attributed not only to the
low socio-economic level of the populations, but
also to the under-medicalization in developing
countries with the lack of awareness of the
population in the face of the warning symptoms
of kidney disease [13].

The anemia was of the normochromic normocytic
type in the majority of the cases followed by a
hypochromic microcytic anemia and few cases in
a macrocytic anemia mainly in dialysis patients.
These results agree with those of Shastry and
Belurkar [14] who also found the presence of
these three types of anemia in their study
population. Anemia in CKD is usually
normochromic, normocytic, but sometimes it can
be microcytic hypochromic due to lack of iron
associated with insufficient production of red
blood cells caused by reduced EPO activity in
the bone marrow [14]. Patients with kidney failure
may also present macrocytic anemia due to
vitamin B12 or folic acid deficiency. This
deficiency is uncommon, occurring in less than
10% of dialysis patients. Folic acid deficiency
may occur primarily in dialysis patients, since
serum folate levels are also reduced after
dialysis [15].

In this study, anemia was regenerative. The
reticulocytes count is useful for estimating the
functional integrity of the bone marrow. A
decrease in reticulocytes in blood level
reflects a bone marrow defect in anemic patients
[16].

The levels of red blood cells, hematocrit and
hemoglobin observed were significantly higher in
controls than in chronic renal failure (CKD and
dialysis patients), this is corroborated to the work
of Behera [17]. The main cause of low red blood
cell count in chronic kidney disease is impaired
erythropoietin synthesis and reduced red blood
cell survival. The hormone erythropoietin, the
main humoral regulator of red blood cell
production, helps maintain red blood cell viability
by delaying DNA cleavage that normally occurs
in the CFU-E (colony forming unit-erythroid)
stage of erythropoiesis [18]. In the absence of
EPO, DNA cleavage is rapid and results in cell
death.
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The decrease in serum erythropoietin (EPO)
concentrations observed in CKD patients is
considered to be the main cause of the
development of kidney anemia. Erythropoietin
(EPO) is a hormone produced by specialized
type | interstitial fibroblasts in the cortex and the
outer layer of the renal medulla. As kidney
disease progresses, kidney mass decreases,
which reduces the production of EPO and
creates its deficit [3]. However, in our study, the
erythropoietin concentration in dialysis patients
was higher than that of CKD patients, this would
be due to the use of recombinant erythropoietin
in hemodialysis centers. This is because
erythropoietin (EPO) is a critical factor that
regulates the number of red blood cells
associated with its integration into the oxygen-
carrying system. The main stimulus for high EPO
synthesis is tissue hypoxia, which normally leads
to an exponential increase in serum EPO levels
[19]. This feedback is affected in patients with
pathological conditions involving the kidneys, and
the developing anemia is not properly
compensated by a sufficient increase in EPO
production.

The increase in CRP, ferritin and on the other
hand, the decrease in serum iron concentrations,
transferrin, total iron binding capacity to
transferrin (CTF), observed in the majority of
patients with chronic renal failure in this study,
are characteristics of an inflammatory profile. In
the early hours of the occurrence of inflammation
cytokines, including tumor necrosis factor a
(TNF-0), interleukin-1, interleukin-6 and
interferon-y, are produced by inflammatory cells
[20]. This can be explained firstly, by systemic
immune activation which leads to profound
changes in iron trafficking, resulting in iron
retention in macrophages and reduced intestinal
absorption of dietary iron. The work of Mayeur et
al in 2014 showed that interleukin-6 induced the
expression of hepcidin by a signal transducer
and a transcription activator 3 (STAT3) [21].
Hepcidin exerts its iron regulating effects by
binding ferroportin, an iron transporter to the cell
surface, causing cellular internalization and
degradation of ferroportin. Thus, increasing
hepcidin concentrations, inhibits iron absorption
in the duodenum where ferroportin is needed to
deliver the dietary iron absorbed into the
circulation, and they also act on macrophages to
block the release of recycled iron from senescent
erythrocytes in plasma [22]. This set of
mechanisms promotes the decrease in serum
iron concentration and the ability to bind iron to
transferrin [23].
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5. CONCLUSION

Anemia, a common complication in chronic
kidney disease, is primarily due to decreased
erythropoietin levels. However, inflammation
plays an important role in the development of
anemia. Determining erythropoietin levels and
inflammatory parameters could improve the
medical management of chronic kidney disease
in Céte d'lvoire.
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Abstract

Introduction: Abnormalities in mineral and bone metabolism, particularly
phosphocalcic metabolism, are common in renal failure and are associated
with a significant morbidity and mortality. The regulation of phosphocalcic
metabolism is subject to a particularly precise and complex control of para-
thormone (PTH) and vitamin D. Assessment of vitamin D and parathyroid
hormone concentrations would help to improve the medical management of
patients with chronic kidney disease and ensure a better quality of life. Me-
thods: The study population consisted of 138 individuals including 46 non-
dialysis renal failure patients, 46 chronic hemodialysis patients and 46 non-
renal failure volunteers to serve as controls. Serum Parathyroid hormone and
Vitamin D concentrations were measured using the Vidas automated system.
Results: 25-hydroxyvitamin D concentrations in controls (65 + 2.41 nmol/L)
and dialysis patients (70 = 3.03 nmol/L) were significantly higher than those
in CKD patients (48 £ 3.34 nmol/L). On the other hand, the mean values of
Parathyroid hormone in dialysis patients (312 + 36.22 pg/mL) and CKD pa-
tients (117 + 10.68 pg/mL) were very high compared to that in controls (25 +
2.34 pg/mL). Conclusion: Secondary hyperparathyroidism is common in
renal failure. Parathyroid hormone and 25-hydroxyvitamin D assays would
be adequate for better management of chronic renal failure.

Keywords

25-Hydroxyvitamin D, Chronic Renal Failure, Céte d’Ivoire, Secondary
Hyperparathyroidism, Parathyroid Hormone

1. Introduction

Chronic kidney disease (CKD) remains a major public health problem world-
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wide. Nearly 500 million people suffer from it and about 80% of them reside in
low and middle income countries [1]. African countries are particularly affected
due to the high prevalence of non-communicable diseases, such as hypertension
and diabetes, but also communicable diseases, such as human immunodeficiency
virus (HIV) infection, viral hepatitis B and C and glomerulonephritis [2].

In chronic renal failure, renal function deteriorates over time, with glomerular
filtration rate (GFR) gradually decreasing. Irreversible damage leads to an inability
of the kidneys to perform their vital functions of homeostasis, excretion and syn-
thesis. They are responsible for numerous complications, particularly metabolic
ones. Among these complications, mineral and bone metabolism abnormalities
are important and accompanied by a significant morbi-mortality [3].

The regulation of phosphocalcic metabolism is subject to a particularly precise
and complex control of parathyroid hormone (PTH) and vitamin D (25-hydrox-
yvitamin D).

Vitamin D is an important regulator of calcium and phosphate homeostasis
and also has many extra-skeletal effects on the cardiovascular system, central
nervous system, endocrine system, immune system, and cell differentiation and
growth [4].

Stimulation of PTH secretion is characterized physiologically by reduced availa-
bility of vitamin D and decreased serum calcium. PTH stimulates calcium reab-
sorption at the renal tubules, calcium and phosphate resorption from bone tis-
sue, and the synthesis of calcitriol (the most active metabolite of vitamin D),
which increases intestinal calcium absorption [5]. Increased production of PTH
plays a key compensatory role in restoring normal calcium and vitamin D levels
[5]. Thus, the term secondary hyperparathyroidism is widely used to identify a
compensatory phenomenon, the purpose of which is to correct reduced bioavai-
lability of calcium and/or vitamin D. Secondary hyperparathyroidism appears
early in renal failure and in the absence of treatment it leads in most renal failure
patients to potentially serious skeletal (renal osteodystrophy) and extraskeletal
(soft tissue calcifications, cardiac vessels and valves) complications [6]. In Cote
d’Ivoire, little work has been done on vitamin D and parathyroid hormone de-
spite their importance in phosphocalcic metabolism as well as in the occurrence
of secondary hyperparathyroidism. Furthermore, according to Melamed, 25-
hydroxyvitamin D (25(OH)D) deficiency is common in CKD, especially in non-
Caucasian patients and in patients with advanced disease [7]. The objective of
this study is to evaluate 25(OH)D and Parathyroid hormone concentrations in
living chronic kidney disease patients in Cote d’Ivoire in order to improve their

medical management.

2. Materials and Methods
2.1. Type and Study Site

This is a descriptive cross-sectional study which was carried out from December

2019 to December 2020 at the department of fundamental and medical bioche-
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mistry of the Institut Pasteur of Cote d’Ivoire (IPCI). The study population con-
sisted of 138 individuals (90 males and 48 females) aged 18 to 74 years and was
distributed as follows: 46 patients with kidney failure who have never had dialy-
sis (46 CKF patients), 46 chronic hemodialysis patients (46 dialysis patients) and

46 healthy volunteers to serve as control (46 controls).

2.2. Collection of Blood Samples

The samples were collected in various nephrology departments of hospitals in
the district of Abidjan (Cote d’Ivoire), namely the National Centre for the Pre-
vention and Treatment of Renal Failure (CNPTIR), the University Hospitals
(CHU) of Cocody, Treichville and the General Hospital of Adjamé (HGA). Sam-
ples were taken by venipuncture, at the elbow fold on red tube without anticoa-
gulant in fasting subjects for the determination of biochemical parameters (urea,
creatinine, calcium, phosphorus and magnesium, parathyroid hormone and
25-hydroxyvitamin D). In chronic hemodialysis patients, the sample was taken

before and after the dialysis session, with a frequency of twice a week.

2.3. Determination of Biochemical Parameters

Serum concentrations of urea, creatinine, calcium, phosphorus and magnesium
were determined using the Cobas C311 Hitachi from Roche Diagnostics. The
principle is based on the TRINDER reaction which is an enzymatic and colori-
metric method using a chromogen. The intensity of the coloration or turbidity
developed is directly proportional to the concentration of the substance being
assayed [8]. The determination of PTH and 25(OH)D hormones was performed
on the BioMéreux Vidas system, which is based on the ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent Assay) technology. This is an immuno-enzymological technique of
detection by fluorescence carried out in two stages, which makes it possible to
visualize an antigen-antibody reaction thanks to a coloured reaction produced
by the action on a substrate of an enzyme previously attached to the antibody.
The resulting light intensity constitutes the analytical signal which is directly

proportional to the concentration of the substance measured in the sample [9].

2.4. CKD-EPI Equation

The Chronic Kidney Disease EPIdemiology collaboration (CKD-EPI) equation
[10] was used to estimate the glomerular filtration rate (GFR) and thus to de-
termine the stage of chronic kidney disease in non-dialysis patients (46 CKD pa-

tients).

2.5. Statistical Analysis

The Graph Pad Prism 8.0 software (Microsoft, USA) was used for statistical
analysis. The mean values along with standard error on the mean (Mean + SEM)
of the data were calculated using analysis of variance (ANOVA) followed by
Tukey’s multiple comparison test. The difference is significant when p-value <
0.05.
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3. Results
3.1. Epidemiological Data

This study showed a predominance of males in hemodialysis and CKD patients
30 males (65.22%) and 16 females (34.78%) with a sex ratio M/F was 1.87. The
mean age for hemodialysis patients was 48 + 1.99 and for CKD patients was 46 +
1.86.

3.2. Stage of the Disease

The stage of chronic kidney disease was calculated in the 46 CKD patients not
yet on dialysis revealed 93.48% in stage 5 and 2.18% in stage 4 against 4.34% in
stage 3A.

3.3. Biochemical Profile

Compared with controls, a significant decrease in mean calcium values and a
significant increase in mean phosphorus values were observed before dialysis
hemodialysis patients and patients with kidney failure who have never had di-
alysis (CKD patients) (P < 0.05) (Table 1). However, hemodialysis patients after
the dialysis session, showed elevated mean calcium values and lowered mean
phosphorus values.

In contrast, the observed mean magnesium values were within the normal
reference range with no significant difference between the different study popu-
lations (Table 1). The average values of 25(OH)D values are lowered (below 75
mmol/L) in the different study groups. The average values of 25(OH)D in CKD
patients are significantly lower than those of dialysis patients and controls
(Figure 1). With regard to parathyroid hormone, its concentration in CKD pa-
tients was higher than in controls and significantly lower than in dialysis pa-

tients (Figure 2).

4. Discussion

In general, chronic renal failure patients (CKD and dialysis patients) showed

phosphocalcium disturbances compared to controls. The elevated parathyroid

Table 1. Average concentrations of biochemical markers in the study population.

Parameters Control Before dialyse ~ After dialyse CKD pvaluea pvalueb pvaluec
Creatin (5 - 12 mg/l) 9.59 £ 0.31 158.1 +4.5 61.04 + 3.65 140 +9.23 0.0001* 0.09 0.0001*
Urea (0.10 - 0.35 g/1) 0.24 £ 0.01 1.57 £0.05 0.54 £0.04 2.13+£0.13 0.0001* 0.0001* 0.0001*

Calcium (90 - 110 mg/l) 90.84 £2.46  77.16 +2.36 99.81 +£2.55 58.20 +4.79 0.99 0.0001* 0.0001*
Phosphorus (28 - 45 mg/l) 37.53 £1.75  41.38 +2.34 2591 +2.05 6047 +4.44 0.99 0.77 0.88

CKD: patients with kidney disease who have never had dialysis; Before Dialyse: chronic hemodialysis patients before the dialysis
session; After Dialyse: chronic hemodialysis patients after the dialysis session. *: p indicates statistical significance. The difference

is significant for p < 0.05. a: Control vs chronic hemodialysis patients before the dialysis session, b: Control vs chronic hemodialy-
sis patients after the dialysis session, c: Control vs patients with kidney disease who have never had dialysis.
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Figure 1. 25-hydroxyvitamin D concentration of the study population.
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Figure 2. Parathyroid hormone concentration of the study population.

CKD: patients with kidney disease who have never had dialysis; Dialysis patients: chronic
hemodialysis patients. *: Significant difference between chronic renal failure patients
(CKD and dialysis patients) and controls, P < 0.05. #: Significant difference between pa-
tients before dialysis and after dialysis and CKD patients, P < 0.05.

hormone level, in CKD and dialysis patients is similar to the work of Mondé in
renal failure patients [11]. This is indicative of hyperparathyroidism (HPT).
However, the significant decrease in PTH observed during dialysis could be due
not only to the decrease in its secretion induced by the hypercalcemia occurring
during dialysis but also to its elimination in the dialysate [12]. Hyperparathy-
roidism represents one of the most common complications of CKD progression
and could be explained by several interrelated mechanisms. Under hypocalcemic
conditions, the percentage of intact PTH released into the bloodstream increas-
es, and under hypercalcemic conditions, it decreases [13]. During renal failure,
hypocalcemia sets in relation to reductions in renal tubular reabsorption and in-

testinal calcium absorption, which will directly stimulate PTH mRNA synthesis.
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Indeed, parathyroid cells can sense even small changes in serum calcium levels
through a membrane receptor (CaSR), resulting in changes in PTH release and
synthesis [14]. Also, experimental data suggest that a reduction in CaSR expres-
sion on parathyroid cells, resulted in an increase in the set point for calcium-
controlled PTH release, may contribute to increased PTH secretion during CKD
[15]. A significant increase in blood calcium levels after dialysis has been ob-
served. Since the calcium concentration in the dialysate is higher than the io-
nized calcium in the blood, the session allows a transfer of calcium to the pa-
tient’s blood (protein-bound calcium does not diffuse). Unfortunately, there is
little clinical evidence on which calcium balance should be targeted to best ad-
dress potential benefits and risks for renal patients. This makes it difficult to de-
fine the optimal dialysis bath calcium concentration in each patient [16]. Fur-
thermore, decreased renal function is also associated with hyperphosphatemia as
observed in CKD patients. Phosphatemia is regulated by two proteins with a
central phosphate role namely FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23) and its
co-receptor a Klotho [17]. Unfortunately, there is also a decrease in a Klotho
production with the progression of chronic kidney disease; thus, the efficacy of
FGF23/Klotho to correct phosphate excretion is limited, and as CKD progresses,
there is the development of overt hyperphosphatemia, resulting in further sti-
mulation of FGF23 production. In addition hyperphosphatemia directly inhibits
calcium sensing receptors and also stimulates PTH production [18]. However,
normal phosphatemia has been noted in dialysis patients. These results could be
explained by a low phosphate diet and pharmacological interventions (the intake
of phosphate binders) aimed at limiting gastrointestinal absorption [19]. Simi-
larly dialysis favours the decrease in phosphate content in dialysis patients hence
the decrease observed in the latter. The hypovitaminosis D observed in controls
could be explained by an insufficient consumption of food containing or
enriched in vitamin D. Indeed, circulating vitamin D has a double oringine: ex-
ogenous, dietary (ergocalciferol, cholecalciferol, present for example in certain
plants or fatty fish) and endogenous by cutaneous synthesis. The main source of
vitamin D is sunlight-induced skin synthesis and the second source is from diet
and supplements [20]. However in blacks, skin pigmentation affects the produc-
tion of vitamin D by skin synthesis. As a result, black people have lower levels of
25(OH)D, potentially due to melanin (skin pigment) acting as a natural sunscreen,
leading to decreased vitamin Dj synthesis in the skin [21]. The 25(OH) vitamin
D content, although lowered in dialysis patients, is significantly higher than in CKD
patients. This is due to vitamin D supplementation in dialysis patients. In renal
failure, disturbances in vitamin D metabolism play a major role in the develop-
ment of secondary hyperparathyroidism. Low calcidiol or 25-hydroxyvitamin D
levels observed during renal failure are widespread in CKD [22]. The decrease in
1,25-dihydroxyvitamin D or calcitriol is further related to the decrease in 25-
hydroxyvitamin D independently of the stage of renal failure. The hydroxylation
of 25(0OH) vitamin D to form 1,25(OH), vitamin D, the most active and func-
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tional hormonal form of vitamin D, occurs primarily in the proximal right tu-
bule of the kidney [23]. The enzyme responsible for the conversion of 25(OH)D
to 1,25(0OH),D is renal 1-a-hydroxylase (CYP27B1 Cytochrome 27 Bl mito-
chondrial). The decrease in 25(OH)D is thought to contribute to the decrease in
1,25(0OH),D observed in advanced stages of renal failure, due to the decrease in
1-a-hydroxylase activity, but also due to the decrease in the substrate of this en-
zyme [24]. Calcitriol levels gradually decrease as glomerular filtration rate de-
creases. This decrease in calcitriol levels is due to several renal factors, such as a
decrease in renal CYP27B1 with reduced renal mass; loss of renal megalin re-
quired for calcidiol uptake by the proximal tubule; and low amounts of calcidiol
delivered to proximal tubular cells for activation to calcitriol [25]. In addition,
regulatory factors, such as elevated FGF23 levels, which occur in early CKD, di-
rectly suppress renal CYP27B1 and exacerbate calcitriol deficiency [26]. Under
normal conditions, calcitriol acts directly to decrease PTH synthesis by binding
to the vitamin D receptor (VDR) in the nucleus of the parathyroid cell. Upon
binding to calcitriol, the VDR, undergoes a conformational change and forms a
complex with the retinoid X receptor. This VDR/retinoid X receptor complex
then binds to specific sequences in the target genes and alters the rate of gene
transcription; one effect is to reduce transcription of the pre-pro-PTH gene, the
first step in PTH synthesis [27]. Calcitriol may also inhibit PTH indirectly by in-
creasing intestinal calcium absorption [28]. In kidney disease, calcitriol synthesis
is reduced and thus the normal endocrine feedback loop to control PTH synthe-

sis is broken.

5. Conclusion

During renal failure, various metabolic complications develop, including secondary
hyperparathyroidism. The latter is due to a set of interrelated factors, such as dis-
turbances in phosphocalcic metabolism and a drop in 25-hydroxyvitamin D le-
vels correlated with calcitriol levels. The control of these factors is therefore es-
sential to mitigate the adverse effects of the disease. Also a better control of the
causal affections of the renal insufficiency as well as a sensitization of the popu-
lations would support an early detection of the renal insufficiency. For a better
management of renal insufficiency, it would be appropriate to make the mea-

surements of 25-hydroxyvitamin D and parathormone.
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RESUME

Cette étude a été menée dans le but de contribuer a I’amélioration de la prise en charge médicale des
patients insuffisants rénaux non dialysés et les hémodialysés. Elle a porté sur 138 sujets adultes (46
patients insuffisants rénaux non dialysés, 46 patients hémodialysés chroniques et de 46 volontaires en
bonne santé pour servir de témoins). Les concentrations sériques des parameétres biochimiques ont été
mesurées sur 1’automate Cobas C311 Hitachi. La numération formule sanguine et la numération des
réticulocytes ont été réalisée a l'aide de 1’automate XN-1000i de SYSMEX. Le dosage de
I’érythropoiétine a été effectué sur la chaine ELISA. Les concentrations sériques de la parathormone et
de la vitamine D ont été mesurées a I’aide de I’automate Cobas 6000. La concentration en érythropoiétine
des témoins était significativement plus élevée que les insuffisants rénaux non dialysés et les patients
dialysés. Les concentrations en 25-hydroxyvitamine D chez les témoins et les dialysés ont été
significativement plus élevées que celle des patients IRC. Par contre, les valeurs moyennes de la
Parathormone chez les dialysés et les patients IRC ont été tres élevées comparativement a celle des
témoins. L’anémie chez les insuffisants rénaux chroniques (patients IRC et hémodialysé) est
essentiellement due a une baisse de la concentration en érythropoiétine. Cependant, les marqueurs
biochimiques du métabolisme du fer ont permis d’attirer notre attention sur I’origine inflammatoire de
I’anémie chez ces sujets. L’hyperparathyroidie secondaire constitue une complication métabolique
majeure observée dans cette étude. Elle est due a un ensemble de facteurs qui s’imbrique tels que les
troubles du métabolisme phosphocalcique et la baisse de la teneur en 25-hydroxyvitamine D. L’anémie
dans I’insuffisance rénale chronique serait due a un déficit en érythropoiétine mais également a une
exacerbation de I’inflammation avec une perturbation du bilan martial. L hyperparathyroidie secondaire
est fréquente dans I’insuffisance rénale. Le dosage de la parathormone et de la 25-hydroxyvitamine D
serait adéquat pour une meilleure prise en charge de I’insuffisance rénale chronique.

Mots clés : 25-hydroxyvitamine D, Cote d’ivoire, érythropoiétine, parathormone, hyperparathyroidie
secondaire, insuffisants rénaux chroniques.

ABSTRACT

This study was conducted with the aim of contributing to the improvement of the medical
management of non-dialysis kidney patients and haemodialysis patients. It involved 138 adult
subjects (46 non-dialysis kidney patients, 46 chronic haemodialysis patients and 46 healthy
volunteers as controls). Serum concentrations of biochemical parameters were measured on the
Cobas C311 Hitachi machine. CBC and reticulocyte counts were performed on the SYSMEX
XN-1000i. Erythropoietin assay was performed on the ELISA chain. The serum concentrations
of parathyroid hormone and vitamin D were measured with the Cobas 6000. The erythropoietin
concentration of the controls was significantly higher than that of the non-dialysis renal failure
patients and the dialysis patients. The 25-hydroxyvitamin D concentrations in controls and
dialysis patients were significantly higher than in CKD patients. In contrast, mean Parathyroid
hormone values in dialysis and CKD patients were very high compared to controls. Anemia in
chronic renal failure (CKD and haemodialysis patients) is mainly due to a decrease in
erythropoietin concentration. However, biochemical markers of iron metabolism have drawn
our attention to the inflammatory origin of anaemia in these subjects. Secondary
hyperparathyroidism is a major metabolic complication observed in this study. It is due to a
combination of interrelated factors such as disturbances in phosphocalcium metabolism and
decreased 25-hydroxyvitamin D levels. Anemia in chronic renal failure is thought to be due to
an erythropoietin deficiency but also to an exacerbation of inflammation with a disturbance of
the martial balance. Secondary hyperparathyroidism is common in renal failure. Parathyroid
hormone and 25-hydroxyvitamin D measurement would be adequate for a better management
of chronic renal failure.

Key words: 25-hydroxyvitamin D, Ivory Coast, erythropoietin, parathyroidism, secondary
hyperparathyroidism, chronic renal failure.



