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1. Généralités sur la néoptérine

1.1. Synthese et réle

La néoptérine est un métabolite appartenant a la classe des ptéridines non conjuguées,
existant sous plusieurs formes : une forme oxydée (néoptérine) et une forme dihydrogénée, la
7,8-dihydronéoptérine (NHy). Elle est synthétisée lors de la conversion de la guanosine
triphosphate (GTP) pour donner ensuite la bioptérine existant également sous plusieurs
formes, essentiellement la 5, 6, 7-tétrahydrobioptérine (BH,) et la forme oxydée (bioptérine).
La conversion du GTP en BH,; nécessite 3 étapes enzymatiques: d’abord la GTP-
cyclohydrolase |, étape limitante de la réaction, conduit a la synthése de la 7,8-
dihydronéoptérine triphosphate a partir du GTP. Ensuite, cet intermédiaire est converti en 6
pyrovoyltétrahydroptérine par la 6-pyrovoyltetrahydroptérine synthase (PTPS) en présence de
son cofacteur, le Mg?*. La derniére étape consiste & réduire les 2 chaines latérales pyrovoyls
par la sepiaptérine réductase (via une voie dépendante du NADPH) pour aboutir a la
formation du BH, (figure 1) (1). La BH4 posséde un role de cofacteur d’enzymes
hydroxylases qui participent a la synthese de neurotransmetteurs (phénylalanine, tyrosine,
tryptophane), mais elle intervient également dans la production de monoxyde d’azote (NO)
(2). Les maladies génétiques affectant la synthese de BH,; induisent une
hyperphénylalaninémie et une baisse de synthése des monoamines, a 1’origine de

manifestations neurologiques dés I’enfance (3).

Il a été démontré que 1’activité de la PTPS chez ’'Homme et les primates était diminuée
comparée aux autres mammiferes (4). La plus faible activité de cette enzyme a été mesurée
dans les monocytes et les macrophages.

Le principal stimulus de la voie de synthése de la néoptérine est I’interféron y (IFNy), sécrété
par les lymphocytes T actives, plus précisément les lymphocytes T auxiliaires (dits Helper) de
sous-type 1 (LTyi). Cette cytokine induit la synthese de novo de la GTP-cyclohydrolase I. En
raison de la faible activité de la PTPS, la 7,8-dihydronéoptérine triphosphate est peu convertie
en BH,, Elle est ensuite métabolisée par deux voies principales : d’une part 1’action non
spécifique des phosphatases permet de la convertir en NH,. D’autre part, une autre voie non
enzymatique induit I’oxydation de la 7,8-dihydronéoptérine triphosphate pour en produire la
néoptérine triphosphate (figure 1). On peut donc en conclure que toute stimulation de la GTP-
cyclohydrolase | conduit a la synthése de dérivés de la néoptérine, sous la forme d’un couple

néoptérine/NH,. D’autres molécules peuvent également stimuler cette synthése mais avec une
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moindre intensité : I’'IFNa, IFNP, ainsi que le tumor necrosis factor-o. (TNF-a) et les
lipopolisaccharides. A I’inverse, des molécules immunosuppressives, telles que la
cyclosporine A, les cytokines provenant des lymphocytes T Helper de sous-type 2 (LTyp),
comprenant I’interleukine (IL) 4 et I’IL10, peuvent contrer la synthése de néoptérine/NH,.
Les principales cellules qui synthétisent la neoptérine/NH, sont, au niveau sérique, les
monocytes, macrophages et les cellules dendritiques activés, et au niveau du systéme nerveux

central (SNC), les cellules microgliales et les astrocytes.

Le couple néoptérine/NH, produit participe a la réaction de défense de I’hote. Il
jouerait un role dans la balance oxydo-réductrice, par exemple en agissant directement sur la
production d’especes radicalaires, favorisant le stress oxydatif (5). Il a été démontré
¢galement que la néoptérine pouvait induire 1’expression de la NO synthase inductible
(INOS), responsable de la synthése de monoxyde d’azote (6). Cependant, il a été montré que
la néoptérine ne jouait pas seulement un role de molécule pro-oxydative mais aussi un réle
anti-oxydant (1). En résumé, le couple néoptérine/NH, module la balance oxydo-réductrice en
agissant a la fois sur les systémes pro- et antioxydants via divers mécanismes en réponse a la

libération d’IFNy, dans le but de participer a la réaction antimicrobienne et antinéoplasique.
1.2. Métabolisme & élimination

Il existe un ratio constant néoptérine /NH, de 1/2 dans les fluides biologiques tels que
le sang veineux, les urines et le liquide céphalorachidien (LCR) (1). Cependant, ce ratio est
diminué dans le sang artériel di a une plus grande concentration de NH, (7). Ces données
suggeérent donc que le couple néoptérine/NH, n’est pas métabolisé suite a sa synthése. C’est

un composé excrété par le rein avec une demi-vie d’environ 90 minutes (8).

Dans la littérature existant dans le domaine physiopathologique des ptéridines, le
couple néoptérine/NH, est souvent confondu avec le terme « neoptérine » sans forcément
faire la distinction entre les 2 formes. De plus, les différences des 2 formes ont un impact sur
leur stabilité et leur détection relative. Ainsi, la connaissance physiopathologique est en
grande majorité liée a des résultats issus de la néoptérine oxydée. C’est pour cela que dans la

suite du manuscrit, nous ne parlerons plus que de néoptérine.
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2. La néoptérine, marqueur spécifique de I’activation de

IPimmunité cellulaire

Comme vu précédemment, la néoptérine est libérée par les monocytes,
macrophages et cellules dendritiques activés sous la stimulation de I’IFNy produit par les
LT (9). Sa concentration augmente en cas d’infection ou d’inflammation faisant
intervenir la réponse immunitaire mediée par les LTy De plus, il a été démontré qu’il
existait une corrélation entre la concentration d’IFNy et de néoptérine sérique (10). La
néoptérine est donc un marqueur de I’activation de I’immunité a médiation cellulaire et de
la production d’IFNy. L’augmentation de la néoptérine a été bien décrite dans les

infections, les néoplasies, les maladies auto-immunes et en cas de rejet de greffe (11).

2.1. Lesinfections
2.1.1. Les infections virales

Historiquement, la néoptérine a été utilisée comme marqueur des infections.
Notamment, il a été montré qu’au cours des infections virales, le taux de néoptérine sérique
augmentait avant I’apparition des anticorps et, suite a la séroconversion, son taux revenait
progressivement a la normale. Son élévation a été décrite lors des infections virales aigues
telles que les hépatites virales aigles, la rubéole, 1’infection a cytomégalovirus (CMV) et a
Epstein Barr virus (12). Elle a aussi été décrite lors d’infections virales chroniques, telle
que ’infection au virus de 1‘immunodéficience humaine (VIH). En effet, chez les patients
atteints du VIH, contrairement aux autres infections virales, une fois la seéroconversion
effectuée, le taux de néoptérine sérique ne revient pas a la normale. Sa concentration donne
alors une valeur pronostique sur 1I’évolution de la maladie : plus la valeur de la néoptérine
est élevée, plus le pronostic est sombre (13, 14). La néoptérine sérique est également utile
pour évaluer I’efficacité du traitement antirétroviral. Il existe une corrélation positive entre
le taux de néoptérine plasmatique et la charge virale sanguine ainsi qu’une relation
inversement proportionnelle au taux de CD4+. Cette corrélation existe également avec le

taux de néoptérine dans le LCR (15).
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2.1.2. Les infections bactériennes

Lors d’infections bactériennes, les valeurs seriques et urinaires de néoptérine ne
sont habituellement pas augmentées car ce type d’infection fait intervenir I’immunité
humorale (non médiée par les LTy;). Cependant, le taux de néoptérine sérique peut se
trouver augmenté dans le cas d’infections bactériennes prolongées ou impliquant des
bactéries intracellulaires ou encore des bactéries GRAM négatif contenant des
lipopolysaccharides, stimulant de fagon indirecte la synthése d’IFNy. Dans le cas
d’infections pulmonaires a Mycobacterium tuberculosis, la valeur de la néoptérine est
corrélée avec Dactivité de la maladie pulmonaire et peut étre un bon indicateur de

I’efficacité thérapeutique (16, 17).
2.1.3. Les infections parasitaires

Dans le cas d’infections parasitaires, une élévation des taux sériques de néoptérine
a été observée lors du paludisme aigu (18, 19), ainsi que dans les cas de schistosomiases a

Schistosoma mansoni (20).
2.2. Les néoplasies

Dans les pathologies néoplasiques, il a pu étre observé une élévation sérique ou
urinaire de néopterine en raison de I’altération des protéines a la surface des cellules
tumorales, pouvant provoquer ’activation de I’immunité a médiation cellulaire. Cette
augmentation n’est pas retrouvée a la méme fréquence selon le type et la localisation de la
tumeur. A titre d’exemple, la néoptérine est retrouvée élevée dans 70% a 100% des cas de
lymphomes de Hodgkin, 82% des cancers ovariens et 25% des cancers de la prostate (2).
Selon les types de cancers, la concentration de la néoptérine peut avoir aussi une valeur
pronostique et étre corrélée avec D’apparition des symptomes liés au cancer (21).
Cependant, les marqueurs tumoraux classiques sont mieux corrélés avec 1’évolution
tumorale (car étant des marqueurs directs de I’activité tumorale) et sont donc ceux utilisés

en pratique clinique.
2.3. Les transplantations d’organe

Le dosage de la néoptérine a également suscité un intérét dans le cadre des greffes
d’organes. Les taux sérique et urinaire de néoptérine sont utilisés pour suivre I’évolution de

la transplantation d’organes solides tels que le rein, le foie, le pancréas et le ceeur. Il permet
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de détecter précocement une infection a CMV ou un rejet de greffe, objectivé par une non-
diminution du taux de néoptérine les jours suivants la transplantation (22, 23).

2.4. Les transfusions sanguines

Dans le cadre des transfusions sanguines, le dosage de la néoptérine a été proposé
pour le dépistage d’infections dans les sérums des donneurs. En effet, 1’élévation de
néoptérine est un marqueur sensible pour la détection d’un processus infecticux ou
inflammatoire. Etant donné que certaines maladies, notamment les infections précoces, ne
sont pas détectées par les tests habituels dans les poches de sang, le dosage de la néoptérine
permettrait ainsi de réduire le risque de transmission d’infections chez les receveurs (24,
25).

2.5. Les maladies auto-immunes

Concernant les, La néoptérine a été retrouvée augmentée dans certaines maladies auto-
immunes pathologies. Par exemple dans 1’arthrite rhumatoide, ou la néoptérine sérique est
augmentée, son dosage a été proposé comme marqueur de diagnostic différentiel avec
I’ostéoarthrite (26). Dans le lupus érythémateux systémique, la maladie de Crohn, la
rectocolite hémorragique ou encore dans les maladies cceliaques, il a été démontré que le
taux de néoptérine sérique était corrélé a I’activité de ces maladies (27, 28). De fagon
similaire, on observe une élévation des taux de néoptérine dans le syndrome de Guillain-
Barreé (29).

2.6. Les maladies cardio-vasculaires

Dans les maladies cardiovasculaires, il a été démontré que la néoptérine sérique
augmentait dans les maladies cardiaques aigues et chroniques (syndromes coronariens,
athérosclérose) (30, 31) et apporterait une valeur prédictive sur le risque de dysfonction
cardiaque suite a une chirurgie cardiaque (32).

En conclusion, la néoptérine sérique peut se trouver augmentée dans de nombreux cas
infectieux, inflammatoires et néoplasiques, ainsi que dans le suivi de transplantations et
certaines maladies auto-immunes. Si la néopterine semble étre un marqueur spécifique et
sensible d’une hyperstimulation de I’'immunité cellulaire, en revanche ce n’est pas un

marqueur étiologiquement spécifique. Il reste sensible pour la détection et le suivi de ces
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situations pathologiques. Il peut également avoir une valeur prédictive et pronostique dans

certains cas.

Infections virales
bactériennes
parasitaires

Maladies

neurodégénératives

Neéoplasies

e

Néoptérine

Maladies auto-
immunes

Maladies cardio-
vasculaires

Transplantations/

transfusion sanguine

Figure 2: schéma représentant les principales causes d'augmentation de néoptérine dans les fluides biologiques.

3. Néoptérine et pathologies neurologiques

3.1. Les infections du systéme nerveux central

De facon similaire au sérum, des taux élevés de néoptérine dans le LCR ont été
décrits pour les infections virales touchant le SNC. Nous retrouvons une augmentation de
néoptérine dans les cas de méningite et d’encéphalite virale, avec des taux
significativement plus élevés pour ce dernier cas, en raison de I’atteinte du parenchyme
cérébral (33). Historiquement, les taux élevés de néoptérine ont été observés chez les
patients atteints de démence (désormais appelés troubles cognitifs séveres=TCS) associée
au SIDA (34), en cas de neurolyme (35), dans les méningites aseptiques (36) ainsi que
dans les cas de méningomyélites dues a la rougeole (37). Concernant les encéphalites

herpétiques, il a été démontré que la néoptérine intrathécale avait une valeur prédictive et

29



était corrélée avec I’évolution de la maladie ainsi qu’avec le risque d’apparition de

complications neurologiques (38, 39).

Il a été également démontré une élévation significative de la néoptérinorachie lors
de meningites bactériennes, ne permettant pas ainsi a elle seule de distinguer les
méningites virales et bactériennes (33).

Dans le contexte des patients atteints du VIH, il existe une corrélation positive entre
la charge virale intrathécale et le taux de néoptérine chez les patients VIH non traités (15).
La démence associée au VIH est une des complications neurologiques les plus frequentes.
Chez ces patients, on note une concentration de néoptérine significativement plus élevée
comparé aux patients VIH sans symptdémes neurologiques. On la retrouve également plus
élevée en cas d’infections opportunistes et de méningite associée (40). Enfin, son dosage

intrathécal est un marqueur d’efficacité du traitement antirétroviral.
3.2. Les maladies neurodégénératives

Le dosage de la néoptérine a suscité un intérét dans les maladies
neurodégenératives. Une élévation moderée de la néoptérine intrathécale a été observée
dans les cas de maladie de Parkinson avancé (41). Concernant la maladie de Creutzfeldt-
Jakob (MCJ), il n’a pas été observé d’augmentation significative de néoptérine intrathécale
ni de B2-microglubuline (42). C’est la raison pour laquelle le dosage de la néoptérine dans
le LCR est utilisé dans le bilan de MCJ comme marqueur permettant d’augmenter la

spécificité de la protéine 14-3-3 en cas de positivité de cette protéine(43).
3.2.1. La maladie d’Alzheimer (MA)

Des travaux contradictoires ont été publiés concernant la MA et selon le fluide
biologique dans lequel la néoptérine a été dosée. D’une part, des études ont montré une
augmentation sérique de néoptérine chez les patients présentant une MA comparé aux
controles (44, 45) ou comparé a d’autres démences neurodégénératives (46). Cependant, de
larges recoupements des plages de valeurs ont été observes entre les groupes, rendant ce
dosage non utilisable a 1’échelle individuelle pour établir un diagnostic différentiel. Il
semblerait également que les taux sériques de néoptérine soient plus élevés chez les
patients MA comparativement aux patients présentant un trouble cognitif Iéger (TCL, ou
MCI en anglais pour « Mild cognitive Impairment ») (44, 46). D’autre part, dans le LCR,

une étude n’a pas montré de différence statistique de concentration en néoptérine entre les
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patients MA versus le groupe contrble (47). Une thése a été conduite au sein de notre
laboratoire dans le but d’étudier la valeur diagnostique du dosage de la néoptérine dans le
LCR dans le cadre du diagnostic de la MA et des maladies apparentées. Ce travail a mis en
évidence une différence statistique du taux de néoptérine LCR au sein des patients atteints
de MA comparé aux patients ayant une autre maladie neurodégénérative ou non
neurodégénérative avec une valeur moyenne plus élevée pour le groupe MA. Cependant,
ce taux restait dans les normes du laboratoire (<5,0 nM). Il existait aussi un chevauchement
important des valeurs de neoptérine entre les différents groupes diagnostiques, ce qui
limite I’intérét du dosage de la néoptérine intrathécale a 1’échelle individuelle dans ce

contexte.
3.3. Les néoplasies cérébrales

Concernant les maladies néoplasiques, des études récentes ont montré un taux de
néoptérine dans le LCR significativement plus élevé dans les cas de lymphomes primitifs
du SNC comparé a d’autres types de tumeurs cérébrales (49) avec une concentration
proportionnelle au nombre de lésions cérébrales et a la taille de la tumeur (50). Ainsi, la
néoptérine peut étre proposée comme biomarqueur diagnostique et pour le suivi de la

maladie des patients atteints de lymphome du SNC.
3.4. Les maladies neuro-inflammatoires

Le dosage de la néoptérine dans les maladies neuro-inflammatoires a également été
étudié. Chez des patients atteints de neuro-Behcet et de neuro-sarcoidose, il a été déecrit des
taux élevés de néoptérine dans le LCR et une diminution significative dans les phases de
rémission (51).

3.4.1. La sclérose en plaques

L’intérét du dosage de la néoptérine dans la sclérose en plaques (SEP) a beaucoup
été etudié. On retrouve des taux élevés de néoptérine dans les urines, le serum et le LCR de
patients atteints de SEP (52-55). Plus particulierement, on observe une augmentation
significative de néoptérine lors des poussées comparée aux phases de rémission pour un
méme patient. Cependant, ’utilité¢ du dosage de la néoptérine pour le suivi de I’activité de
la maladie est controversé (53), notamment du fait de son manque de specificité

étiologique.
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3.5. Les traumatismes craniens

D’autre part, une élévation modérée et prolongée a été décrite dans les

traumatismes craniens (56).

En conclusion, le dosage de la néoptérine en neurologie présente un intérét lors de
suspicions de maladies neuro-inflammatoires et de neuro-infection, mais aussi dans le

cadre des néoplasies (figure 2).

4. Dosage de la néoptérine dans les differents fluides
biologiques et facteurs physiologiques influencant le taux de
neoptérine
Le dosage de la néoptérine peut s’effectuer par différentes techniques dans les

fluides biologiques classiques, sang, urines et LCR. Chacun de ces dosages comporte ses

particularités et limites a prendre en compte pour I’interprétation des résultats.

4.1. Les différentes méthodes de dosage

Les techniques de dosage utilisées en routine sont variées: par méthode
radioimmunologique, immunoenzymatique ou détection fluorimétrique apres séparation
par chromatographie liquide haute performance (HPLC). Ne nécessitant pas de traitement
préanalytique complexe, ces techniques permettent de mesurer la néoptérine oxydée
(néoptérine) avec tres peu d’interférences par la NH,. Du fait de la faible robustesse de la
technique électrochimique et des prétraitements par oxydation pour mesurer cette derniere,
les équipes se sont rapidement tournées vers les dosages de la neoptérine oxydée pour les
¢tudes en santé¢ humaine. C’est ce que nous mesurons en routine au laboratoire (cf chapitre

méthodes).

Voyons a présent les particularités du dosage de la néoptérine dans les différents

fluides biologiques.

4.2. Particularités du dosage urinaire

Le dosage urinaire de la néoptérine présente I’avantage d’étre non invasif. Il peut

donc étre répété aisément, notamment pour le suivi d’une pathologie ou pour suivre
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I’efficacité d’un traitement. L’autre avantage est la forte concentration de la néoptérine
dans les urines, estimée a 100 fois supérieure comparé au plasma (8), la rendant facile a
détecter. Les valeurs normales chez 1’adulte différent en fonction du sexe et de I’4ge en
raison d’une différence de production de créatinine et de la clairance rénale.
L’inconvénient de ce dosage est la variabilité inter et intra-individuelle de sa concentration
urinaire, dépendante de la fonction rénale du sujet (52). En effet, il existe une variation
diurne du ratio néoptérine/créatinine urinaire (57). De plus, la concentration urinaire de
néoptérine dépend directement de I’excrétion rénale. Pour pouvoir comparer plusieurs
dosages, il faut donc harmoniser la valeur de néoptérine urinaire en tenant compte du débit
de filtration glomérulaire. Pour cela, le ratio néoptérine urinaire/ créatinine urinaire
(exprimé en pmol/mmol de créatinine urinaire) est utilisé. En effet, la créatinine urinaire
est la molécule reflétant la filtration glomérulaire du rein. Ce ratio permet donc d’exprimer

la concentration de la néoptérine urinaire indépendamment de 1’état de la fonction rénale.
4.3. Particularités du dosage sérique

Concernant le dosage sérique de la néoptérine, il existe une corrélation positive
entre la néoptérine et 1’age (58, 59). On note également une concentration plus élevée chez
les enfants aux premiers ages de la vie (60). Concernant la différence de valeurs entre les
genres, une premicre étude n’a pas montré de corrélation (61). D’autre part, une autre
étude plus récente a démontré une variation du taux de néoptérine selon le genre, le sexe et
I’indice de masse corporelle (62). La néoptérine sérique étant eéliminée exclusivement par
voie rénale, elle peut donc se trouver élevée en cas de dysfonction rénale par défaut
d‘excrétion. Peu de références existent dans la littérature parlant de ce probleme
d’interprétation, ou alors certains expriment la néoptérine sous forme de ratio néoptérine/

créatinine sérique dans le cadre du suivi des transplantations de rein (63).
4.4. Particularités du dosage intrathécal

Concernant le dosage de la néoptérine dans le LCR, le passage de la néoptérine
sanguine au LCR se fait de maniére passive, cette derniere ayant une faible perméabilité
pour traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE), le ratio de distribution sang/LCR
est estimé a 1/40 (64). Une étude a conclu que la concentration intrathécale de néoptérine
dépendait donc essentiellement de sa production locale et indépendamment de 1’état de la

BHE (65). La neoptérine intrathécale est synthétisée par la microglie activée, principales
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cellules immunitaires du systeme nerveux central (SNC) (33). Il n’a pas été mis en
évidence de corrélation entre 1’age du patient et le taux de néoptérine dans le LCR selon
une publication (66). En situation pathologique, une étude a montré une corrélation
positive entre 1’age des patients et le taux de néoptérine chez les patients atteints de
maladie d’Alzheimer (MA), corrélation non retrouvée dans le groupe contrble (47).
Concernant le métabolisme cérébral de la néoptérine, il n’existe pas de publication traitant
de I’influence de 1’état de la fonction rénale sur la valeur de la néoptérine dans le LCR. I
n’y a donc pas de consensus établi quant a I’interprétation d’une néoptérine intrathécale

élevée chez un patient insuffisant rénal.

5. Dosage de la néoptérine LCR au laboratoire : application

pratique et présentation de la problématique

5.1. Dosage de la néoptérine au laboratoire

Au laboratoire, nous disposons du dosage de la néoptérine dans le LCR et dans les
urines. Son dosage peut étre réalisé dans 2 situations : d’une part, elle peut étre demandée
de fagon isolée. Sa concentration est utilisée ici pour le diagnostic différentiel lors d’une
suspicion de lymphome cérébral. Dans le cas de névrite optique, elle est dosée a but de
diagnostic différentiel entre une suspicion de SEP et de névrite optique inflammatoire due
a une autre cause. Elle peut étre demandée dans un contexte d’encéphalite pour détecter un
processus infectieux viral ou inflammatoire mettant en jeu I’immunité & mediation
cellulaire. La valeur de la néoptérinorachie est donc interprétée avec un faisceau d’autres

données biologiques et cliniques.

D’autre part, le dosage intrathécal de la néoptérine est réalisé a titre systématique
lors d’une suspicion de MCJ en complément de la protéine 14-3-3. En effet, en cas de MCJ
pure, nous avons pu constater que la néoptérine cerébrale restait normale (42, 43). Ainsi, la
néoptérine représente un outil biologique d’aide au diagnostic différentiel des formes
sporadiques de MCJ vis-a-vis des pathologies infectieuses et inflammatoires pouvant
donner un tableau clinique similaire a une MCJ. Un taux significativement élevé de
néoptérine intrathécale en présence d’une élévation de la protéine 14-3-3 doit faire évoquer
une pathologie curable de type lymphome, encéphalite herpétique nécrosante par exemple,

avant de retenir une MCJ. En effet, il ne faut pas écarter les comorbidités. De plus, la

34



répétition du dosage intrathécal de la protéine 14-3-3 et de la néoptérine peut s’avérer utile
pour le suivi. Le dosage intrathécal de la néoptérine permet donc d’améliorer la spécificité

d’une positivité de la protéine 14-3-3.
5.2. Présentation de la problématique

En routine, le dosage de la néoptérine intrathécale est systématiquement
accompagné par un dosage des protéines, ainsi que de la créatinine dans le LCR. En effet,
puisque le cycle de la néoptérine dépend de la fonction rénale, il est utile de vérifier la
valeur de créatinine LCR. De plus, comme nous 1’avons vu précédemment, la néoptérine
urinaire est systématiquement normalisée par le taux de créatinine urinaire. Dans notre
pratique quotidienne, il a été observé des taux de néoptérinorachie au-dessus du seuil pour
lesquels aucun phénomeéne infectieux ou inflammatoire n’avait été objectivé, mais qui
présentaient une créatinine LCR plus élevée que la majorité des patients. Jusqu’a ce jour et
a notre connaissance, il n’existe pas d’étude portant sur I’impact d’une insuffisance rénale
sur la valeur de la néoptérine dans le LCR. Nous ne disposons pas non plus de valeurs
standards de la créatinine dans le LCR. C’est pourquoi il serait pertinent de se demander si
la présence d’une élévation de la créatinine dans le LCR ne pourrait pas s’accompagner
d’une augmentation de la néoptérine dans le LCR vers des valeurs subnormales. Dans
I’hypotheése affirmative, est-ce que I’expression d’un ratio néoptérine/créatinine LCR
permettrait de normaliser les valeurs de néoptérine se trouvant a la limite supérieure du
seuil sans production intrathécale de néoptérine, et par conséquent de mieux les reclasser?
A TDinverse, est-ce que ce ratio permettrait de déceler un processus inflammatoire ou

infectieux chez des patients ayant une néoptérine intrathécale normale ?
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PARTIE 2 : PARTIE EXPERIMENTALE

36



1. Objectifs

L’objectif principal de ce travail a été de definir une valeur seuil du ratio
néoptérine/créatinine LCR a partir d’une population de référence au sein de différents
services de Neurologie a I’Hopital Pierre Wertheimer du Groupement Hospitalier Est des
HCL de Lyon.

Dans un second temps, nous souhaitions évaluer les performances diagnostiques du

seuil retenu sur une deuxiéme cohorte de patients de maniére rétrospective.

Enfin, le dernier objectif était d’analyser les patients reclassés suite a 1’application
du ratio néoptérine/ créatinine LCR afin d’évaluer la capacité de ce ratio a mieux classer

ou non les patients en fonction des diagnostics.
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2. Méthodes

2.1. Patients

2.1.1. Cohorte de référence

La cohorte de patients de la premiére partie, dite « normale » d’un point de vue de
la néoptérinorachie, comporte des patients venus a 1’hopital neurologique du Groupement
Hospitalier Est a Bron entre janvier 2015 et janvier 2019 ayant eu une PL dans le but de
doser la néoptérine dans le LCR. Les parametres biologiques recueillis dans le LCR sont la
créatinine, la présence ou non de bandes oligoclonales (BOC), la cytorachie, la
protéinorachie et dans le sang la créatininémie (avec un délai de dosage inférieur ou égal a
une semaine par rapport a la date de la PL). Dans cette premiére partie, les criteres

d’exclusion sont les suivants :

- un taux de néoptérine supérieur a 5,5 nM, c’est-a-dire la valeur de notre seuil
actuel de 5 nM en ajoutant 10%, ce qui correspond a la valeur de notre coefficient de
variation (CV) de la méthode (67).

- une protéinorachie supérieure a 0,7g/L afin de s’affranchir des
dysfonctionnements de la barriere hémato-encéphalique (c’est-a-dire du passage de
protéines sanguines dans le LCR par rupture de I’intégrit¢ de la BHE) ou encore pour

écarter les PL hémorragiques,

- la présence d’une ou plusieurs BOC dans le LCR afin d’éliminer les patients ayant
une synthése intrathécale d’immunoglobulines (Ig), témoignant d’un phénomene

inflammatoire ou immunitaire au niveau cérébral,

- un taux de globules blancs (GB) supérieur & 2/mm?® afin de limiter ’apport
éventuel de néoptérine par certains GB ainsi que les diagnostics de neuro-infection et de

neuro-inflammation,

- Un taux de globules rouges (GR) supérieur & 5000/mm?® pour éliminer les PL trop

hémorragiques ou traumatiques.

Des 732 patients pour lesquels nous avons les analyses disponibles, seuls 308 souscrivent

aux critéres biologiques d’inclusion (criteres résumés dans la figure 3).
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Nous avons appliqué dans un deuxiéme temps des criteres diagnostiques d’exclusion:

- diagnostics infectieux a postériori (N=2),
- absence d’information clinique pouvant exclure une origine infectieuse (N=2) et,
- absence de diagnostic précis classe dans les «pathologie neurodégenérative

atypique sans cause retrouvée » (N=10).

Suite a ’application des critéres cliniques, 14 patients ont été exclus de la premicre partie
en fonction du diagnostic. Au total, la premiére partie porte sur une cohorte de 294 patients

répondant aux criteres biologiques et ayant un diagnostic précis non infectieux.

Données biologiques:
- Néoptérine LCR (nM)
- Créatinine LCR (uM)
- Créatinine plasmatique (pM)
- Bande oligoclonale (BOC)
- Cytochimie du LCR (protéinorachie, GB, GR)

¥

732 patients

Critéres biologiques d’exclusion
- Néoptérine LCR >5,5nM
-Bande oligoclonale (BOC) positive
-Protéinorachie > 0.7 g/L
-GB>2/mm3
- GR>5000/mm3

‘ E 424 patients exclus

308 patients

Criterescliniques d’exclusion
- Pas d’information clinique(2)
-Diagnostic infectieux (2)
-Diagnosticincertain (10)

‘ E& 14 patients exclus

294 patients

Figure 3: schéma résumant la sélection des patients de la 1ére cohorte.
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2.1.2. Cohorte N°2: évaluation des performances diagnostiques du

seuil
Pour la deuxieme partie, la population étudiée comporte les patients provenant de 2
services (unités 202 et 402) afin d’évaluer les performances diagnostiques des valeurs de
référence. Les diagnostics des patients de 1’unité 402 ont été établis lors des Réunions de
concertation pluridisciplinaires (RCP MAGICC) avec I’ensemble des données cliniques,
les examens paracliniques et les résultats des dosages biologiques réalisés. Pour les
patients de I'unité 202, les diagnostics ont été extraits des courriers et compte-rendu
d’hospitalisation discutés au sein du service clinique. Nous avons sélectionné les patients
entre janvier 2015 et janvier 2019 qui n’ont pas été inclus dans la premiére cohorte et
pour lesquels nous avons les données suivantes : un diagnostic clinique, les valeurs de
néoptérine et de créatinine dans le LCR, la protéinorachie, la cytorachie, et le dosage de la
créatinine plasmatique (dans un délai inférieur ou égal a une semaine par rapport a la date
de la ponction lombaire). Des 456 patients pour lesquels nous avons I’ensemble des
résultats précités, seuls 240 sont retenus apres exclusion de ceux avec un diagnostic

incertain.
2.2. Définition des patients classés en MA biologique

La population de patients classés en MA biologique dans la premiere cohorte est
définie par une valeur de protéine Tau totale supérieur a notre seuil décisionnel de 350
ng/mL, une protéine Tau phosphorylée supérieure a 60 ng/mL ainsi qu’un taux de peptide
amyloide AB1-42 inferieur au seuil de 700 ng/mL et/ou un ratio AB1-42/AB1-40 inférieur
au seuil de 0,070 (68). Les marqueurs de la maladie d’Alzheimer biologique ont été dosés
au laboratoire par méthode immunoenzymatique ELISA et les seuils décisionnels ont été

établis et validés par le laboratoire.
2.3. Dosage de la néoptérine

Le dosage de la néoptérine a été réalisé au laboratoire par detection fluorimétrique
aprés séparation en HPLC sur une chaine Waters®. Les prélévements de LCR ont été
transportés au laboratoire a I’abri de la lumiere et centrifugés a 2000g pendant 10 minutes
puis le surnageant a été récupéré. Si I’analyse n’était pas réalisée le jour-méme, le
surnageant était congelé a -80°C jusqu’a réalisation de 1’analyse. Le délai maximum entre

réception et congeélation était de 2 heures. Le délai maximum entre la congélation et
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I’analyse était de 15 jours (49). La valeur de référence supérieure avait été déterminée

précédemment a 5 nM (99% de I’intervalle de confiance de la limite supérieure) (67).
2.4. Dosage de la créatinine plasmatique et dans le LCR

Le dosage de la créatinine plasmatique a été réalisé via une méthode enzymatique
spectrophotométrique par 1’automate ALINITY (Abbott®) a partir d’un prélévement
sanguin sur tube hépariné. Le tube était rapidement acheminé au laboratoire puis centrifuge
a 2000-3000g pendant 10 minutes entre 15 et 24°C. Le délai maximum entre le
prélevement et le dosage plasmatique était de 2 heures. Seules les créatinines plasmatiques
dosées a plus ou moins une semaine par rapport a la date de la ponction lombaire ont été
sélectionnées. La méthode de dosage est une méthode standardisée et a été validée par une
veérification de méthode (Multigent Creatinine (Enzymatic) - Réf 8L24, Clin Chem Cal
Référence 6K3010).

Le dosage de la créatinine dans le LCR a été réalisé sur I’automate ALINITY (Abbott®)
par la méme méthode que le dosage de la créatinine plasmatique et qui a été validé par une
veérification de méthode (Multigent Creatinine Référence 6K3010).

2.5.  Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont ét¢ effectuées a 1’aide du logiciel MedCalc.

Du fait de I’absence de population gaussienne, les tests de comparaison de moyennes ont
été realisés avec le test U non paramétrique de Mann Whitney. De la méme maniére, les
valeurs ont été exprimées en médianes avec entre parentheses les valeurs minimales et
maximales. Le degré de signification pour les probabilités p (=p value) a été fixé a 0,05.
Nous avons étudié les corrélations entre les différents parameétres biologiques et 1’age par
le test non paramétrique de Spearman, ainsi que la corrélation entre les taux de créatinine
LCR et de créatinine plasmatique par ce méme test. Pour vérifier que nous avions une
proportion homogéne entre les hommes et les femmes, nous avons utilisé le test
paramétrique de comparaison de proportions. Le test non paramétrique de Kruskal-Wallis a
été utiliseé afin de comparer les valeurs de néoptérine, de créatinine et des ratios
néoptérine/créatinine LCR et créatinine LCR/ créatinine plasmatique en fonction des sous-
groupes diagnostics. Les tests post-hoc ont été ensuite réalisés pour connaitre quels

groupes diagnostics différent significativement des autres.
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3. Résultats

3.1. Etablissement de la valeur de référence du ratio néoptérine /

créatinine LCR dans notre cohorte de référence
3.1.1. Description de la population étudiée

Au sein des 294 patients utilisés pour 1’élaboration du seuil néoptérine/créatinine
LCR, nous avonc 136 hommes et 158 femmes. La proportion d’hommes et de femmes est
comparable (p=0,2065). La médiane des ages est de 64 ans (19-90). La médiane des ages
entre les 2 sexes est également comparable (p=0,1234).

Du fait de la diversité clinique, les diagnostics des patients ont été classés en 4 grandes

catégories :

- Les patients ayant une maladie d’ Alzheimer biologique (Ndeg MA) (N=68) :

Cette catégorie comporte les patients pour lesquels les biomarqueurs de la maladie
d’Alzheimer sont positifs. Elle comporte les diagnostics de MA biologique pure et avec
une présentation clinique de MA selon les critéres internationaux (69), ainsi que ceux avec
une co-pathologie vasculaire ou avec une maladie a corps de Lewy associée. Les patients
avec un bilan biologique de MA ayant un tableau clinique focal de la maladie (syndrome
de Benson, syndrome d’aphasie primaire progressive (APP), présentation frontale,
apraxique primaire) ou présentant une forme atypique de MA, ont été inclus.

- Les patients atteints de maladie neurodégénérative autre que la maladie d’Alzheimer
(Ndeg non MA) (N=67) :

Cette catégorie comprend tous les patients n’ayant pas de profil typique biologique

d’Alzheimer présentant une autre maladie neurodégénérative non classée dans le premier

groupe, avec :

e un premier sous-groupe de 22 cas de patients atteints de dégénérescence
lobaire fronto-temporale (DLFT) incluant notamment les cas de démence
fronto-temporale (DFT) selon les critéres biologiques de Rascovsky (70) et
de gorno-tenpini (71) et des cas de paralysie supranucléaire progressive
(PSP), ainsi que d’autres diagnostics apparentes.

e un sous-groupe, nommé « a-synucléinopathies» comportant 6 cas de

démence a corps de Lewy (DCL) définis selon les critéres de McKeith (72),
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2 syndromes parkinsoniens et 3 patients atteints de maladie de Parkinson
ainsi que 4 cas d’atrophie multi systématisée (MSA).

un sous-groupe incluant 6 cas de maladie de Creutzfeldt Jakob selon les
critéres revisités de I’OMS (73).

un sous-groupe de 8 cas de sclérose latérale amyotrophique (SLA) selon les
criteres de Ludolph (74).

enfin, un dernier sous-groupe de 16 cas de patients ne correspondant a
aucun des diagnostics précédemment cités, classés en « autre pathologie

neurodégénérative » et « autre démence neurodégenérative ».

- Les patients non atteints de pathologie neurodégénérative (non Ndeg) (N= 152) :

Cette catégorie inclue des patients:

atteints de troubles neurologiques dus & un alcoolisme chronique (N=4),
atteints d’hydrocéphalie a pression normale (HPN) (N=8)

atteints de maladie psychiatrique (N=14),

ayant des atteintes vasculaires (N=28),

atteints d’encéphalites auto-immunes (N=15),

ayant une tumeur solide cérébrale et/ou des métastases cérébrales (N=15),
présentant des maladies non neurodégénératives autres qui ne
correspondaient pas aux autres cas, avec plus ou moins une composante
inflammatoire (n=12 cas),

et enfin, des patients dits « normaux » d’un point de vue cérébral, sans signe
neurologique et sans étiologie centrale, avec par exemple des cas de
neuropathies périphériques, des troubles oculomoteurs, des rétinopathies,
des myélites et des cas de paralysies faciales (N=34).

- Laderniere catégorie contient les 7 patients atteints d’ataxie sans étiologie retrouvée.

En effet, les ataxies pouvant étre d’origine heéréditaire ou acquise (auto-immune,

paranéoplasique, suite a un traumatisme cranien ou un AVC, neurodégénérative ou

carentielle), nous ne pouvons classer ces cas dans I’une des 3 catégories précédentes.

Le tableau 1 résume la répartition des diagnostics ainsi que les valeurs des différents

parametres biologiques.
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Tableau 1: résumé des principales caractéristiques physiologiques et biologiques des patients de la premiere

cohorte.

Sexe Néoptérine | Créatinine Créatinine . , , ratio créat LCR/
] ] ) Age ; . ) ratio Néop/créat ,
Diagnostic Effectif . (min-max) [ LCR(min- | plasmatique ) créat plasma
(min-max) ) LCR (min-max) .
nM max) pM [ (min-max) pM (min-max)
H F
Neurodégénératif MA bio 68 |28 40| 68(47-85) [4,0(2,1-53)| 71(52-124) | 73(50-136) | 54,5(24,2-75,9) | 0,99 (0,63-1,76)
MA pure 54 |24 30| 66,5(47-85) |3,9(2,1-5,3)| 71(52-124) | 75(52-136) | 54,5(24,2-75,9) | 0,97 (0,63-1,76)
MA + vasculaire 1 1 0 83,0 3,2 82 97 39,0 0,85
MA+ DCL 4 2 2| 75(73-82) |50(2,7-5,2)| 76(70-82) 68 (61-80) 67,1(32,9-70) | 1,13 (0,94-1,26)
APP avec bilan MA biologique 1 0 1 58 4.4 69 72 63,8 0,96
APP logopénique avec bilan MA
T 3 1 2| 69(6876) |4,6(4,0-52)| 74(69-89) 72(55-80) | 58,4(54,1-66,7) | 1,03 (0,86-1,62)
biologique
syndrome de Benson 5 0 5| 67(60-76) |3,0(2,7-4,2)| 62(57-84) 62(50-76) | 48,8(45,2-65,6) | 1,03 (0,83-1,24)
Neurodégénératif non MA bio 67 34 33| 67(38-87) |3,4(1,8-53)| 61(39-110) | 76(35-116) [55,1(29,3-104,3)( 0,85 (0,49-1,45)
groupe DLFT 22 |11 11| 655(38-80) |29(1,853)|585(40-99) | 72,5(57-96) |49,1(29,2-100,0)| 0,85 (0,50-1,16)
DFT 12 |6 6| 575(38-68) [2,8(1,85,3)| 55(42-99) 69(57-96) | 48,7(29,2-80,3) | 0,84 (0,50-1,16)
PSP 5 2 3| 71(69-78) |2,5(2,2-4,0)| 56(40-77) 66 (60-94) | 43,9 (39,3-100,0) | 0,85 (0,61-0,97)
DCB 2 1 1| 76(73-79) |4,1(3,7-4,5)| 62,5(59-66) | 66,5(59-74) | 66,2 (56,1-76,3) | 0,95 (0,89-1,00)
Démence sémantique 1 1| 61(42-80) |4,4(3,7-5,1)| 72,5(63-82) | 76(75-77) | 60,5(58,7-62,2) | 0,95 (0,84-1,06)
APP non sémantique 1 1 0 65 2,8 58 83 48,3 0,70
Groupe a-synucléinopathies 15 (10 5| 67(45-79) |34(24-47)| 63(39-100) | 79(50-102) | 53,3(34,6-95,5) | 0,85(0,49-1,22)
DCL 6 4 2| 71(61-79) [3,4(2,7-4,5)| 65(39-78) | 80,5(57-102) | 60,4 (34,6-82,1) | 0,87 (0,49-1,18)
syndrome parkinsonien 2 2 0| 71(64-78) |3,7(2,6-4,7)| 82(64-100) | 93,5(91-96) | 43,8(40,6-47,0) | 0,87 (0,70-1,04)
maladie de Parkinson 3 2 1| 62(4567) |3,2(2,4-46)| 61(60-62) 77(50-77) | 53,3(39,3-74,2) | 0,81(0,78-1,22)
MSA 4 2 2| 66(5870) |3,4(2,9-4,2)| 64(44-70) 77(70-82) | 51,3(44,6-95,5) | 0,86 (0,56-0,90)
Maladie de Creutzfeldt Jakob 6 1 5| 61(46-75) |3,5(2,0-4,8)| 53,5(40-72) | 67(61-87) |58,4(47,2-104,3)| 0,75 (0,58-0,98)
Autre démence neurodégénérative 14 |6 8| 71(57-87) |3,8(2,7-52)| 67(49-84) | 74,5(53-106) | 64,5 (45,0-75,4) | 0,86 (0,54-1,45)
Autre pathologie neurodégénérative 2 0 2 49 (46-52) (2,5(2,4-2,6)| 48(47-49) 53,5(51-56) | 52,1(49,0-55,3) | 0,90(0,84-0,96)
SLA 8 6 2| 59,5(41-78) |3,6(2,3-5,0)|66,5(46-110)| 73(35-116) | 43,6(38,5-77,1) | 0,92 (0,59-1,31)
Non neurodégénératif 152 |71 81| 61(19-90) |3,4(1,2-5,4)| 63(28-110) | 72(22-141) |52,3(24,0-104,3)| 0,90(0,51-2,27)
origine alcoolique 4 4 0| 58(44-71) [3,4(2,3-52)|65,5(62-68) | 66,5(55-73) | 50,0(37,1-80,0) | 0,99 (0,93-1,13)
HPN 8 6 2| 73,5(53-86) |3,8(1,6-50)| 66(44-104) | 82,5(63-121) | 53,3 (34,7-70,0) | 0,84 (0,66-1,24)
origine psychiatrique 14 |6 8| 54(24-71) |3,3(2,0-4,6)| 61(43-100) | 71,5(57-137) | 53,3(30-75) | 0,87(0,51-1,21)
toxique/médicamenteuse 5 2 3| 41(3669) |2,4(2,0-40)| 43(28-74) 46(26-96) | 54,8(44,6-75,0) | 1,03 (0,61-1,31)
non neurodégénératif autre 12 |5 7| 62(26-75) |3,9(2,1-5,4)| 65,5(47-77) | 67,5(47-108) | 60,4 (31,9-94,7) | 0,93 (0,67-1,24)
th"rge“mdege“erat'f inflammatoire | o | ¢ | 485(33-80) | 3,2(2-5) |635(47-81)| 71(27-87) | 49,4(358-71,4) | 1,00(0,57-2,11)
vasculaire 28 |15 13| 66(24-90) |[3,4(1,2-5,1)|58,5(46-89) | 74,5(47-98) | 58,0(26,1-98,0) | 0,79 (0,55-1,51)
épilepsie 9 3 6| 61(28-84) [3,6(24-50)| 53(46-80) 59(41-75) | 62,3(39,5-104,3) | 1,01 (0,75-1,29)
encéphalite auto-immune 15 |6 9| 61(19-79) |3,6(1,3-4,7)| 63(37-109) | 76(58-111) | 43,4(33,3-70,0) | 0,83 (0,53-1,20)
patients "normaux" sans trouble
) 34 |16 18| 555(20-84) |3,2(1,2-5,1)|61,5(34-110)| 74(22-141) | 51,1(24-72,7) | 0,89(0,51-2,27)
neurologique
tumeurs cérébrales et métastases
o ; 15 |6 9| 67(47-81) |4,1(2,554)| 69(53-102) | 68(47-111) | 58,9 (40,6-73,0) | 1,03 (0,80-1,36)
cérébrales de tumeurs solides*
Ataxie 7 3 4| 48(21-76) [3,5(2,4-4,7)| 60(44-96) 70(48-89) | 53,0(47,9-72,3) | 0,86 (0,49-1,26)
Total 294 (136 158| 64,5(19-90) |3,5(1,2-5,4)| 65(28-124) | 72(22-141) |53,3(24,0-104,6)| 0,90 (0,49-2,27)

* les lymphomes cérébraux ne sont pas compris dans cette catégorie

min=minimum, max=maximum

APP: aphasie primaire progressive

DCB: dégénérescence cortico-basale

DCL: démence a corps de Lewy

DFT: démence fronto-temporale

HPN: hydrocéphalie a pression normale
MA: maladie d'Alzheimer

MSA: atrophie multisystématisée

PSP: paralysie supranucléaire progressive
SLA: sclérose latérale amyotrophique

44




3.1.2. Etude des valeurs absolues des paramétres biologiques

3.1.2.1. Néoptérine
Au sein de notre cohorte de patients, la médiane des taux de néoptérine dans le LCR est de
3,5 (1,2-5,4) nM. Il n’y a pas de différence significative entre le taux de néoptérine chez les
hommes et les femmes (p=0,06). Cependant, nous avons noté une corrélation positive entre

la valeur de la néoptérine et 1’age des patients (p<0,0001).

Comparaison de la néoptérine au sein des 4 catégories diagnostiques : nous observons une
différence significative de la médiane entre le groupe MA versus le groupe non
neurodégénératif a 5% (figure 4A). Nous pouvons objectiver une tendance pour le groupe

Ndeg MA a étre plus élevé par rapport aux autres groupes (p=0,007) (tableau 2A).

3.1.2.2. Creatinine LCR
La médiane était de 65 (28-124) uM dans la totalité de la cohorte. Il existe une différence
significative des valeurs entre les 2 sexes a 5% avec une médiane plus élevée pour les
hommes (68uM versus 62uM) (p=0,0001). Nous notons également une corrélation positive

entre les valeurs de la créatinine LCR et 1’age des patients (p<0,0001).

Comparaison de la créatinine LCR au sein des 4 catégories diagnostiques : il existe une
différence significative des médianes entre les groupes (p=0,00001). Nous pouvons noter
une médiane plus élevée dans le groupe Ndeg MA par rapport aux autres groupes (tableau
2B). En outre, le groupe Ndeg MA présente une différence significative avec les 3 autres

groupes (figure 4B).

3.1.2.3. Créatinine sanguine
La valeur moyenne de créatininémie dans la totalité de la cohorte est de 72 (22-141) uM. Il
existe une différence significative des valeurs de créatinine plasmatique entre les 2 sexes
(p<0,0001). Nous observons une faible corrélation positive entre la créatinine plasmatique
et I’age (p=0,05 ; r=0,116).

Comparaison des valeurs de créatinine sanguine au sein des 4 catégories diagnostiques : il
n’existe pas de différence significative des valeurs de la créatinine sanguine au sein des 4
groupes diagnostiques (p=0,57) (figure 4 C et tableau 2C).

Il existe une corrélation positive entre les valeurs de créatinine sanguine et les valeurs de
créatinine LCR (p<0,0001 ; r=0,346).
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Figure 4 : graphiques représentant les valeurs des différents

(médiane + 25°™ et 75°™ percentiles).
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parametres en fonction des groupes diagnostics

A : valeurs de la néoptérine LCR ; B : valeurs de la créatinine LCR, C : valeurs de la créatinine plasmatique ; D : valeurs

du ratio néoptérine LCR/créatinine LCR ; E : valeurs du ratio créatinine LCR/créatinine sanguine.
*:p=0,001 ; **: p=0,0001 ***; p<0,0001
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Tableau 2 : tableau résumant les tests statistiques de chaque parametre biologique en fonction des groupes

diagnostiques.

mgoow>»

: tableau des valeurs de la néoptérine,
: tableau des valeurs pour la créatinine LCR,

: tableau pour les valeurs de la créatinine sanguine,
: tableau pour les valeurs du ratio créatinine LCR/ créatinine sanguine,
: tableau pour les valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR.

A Valeur de néoptérine LCR (nmol/L)
gl:oupe . effectif | minimum [moyenne |médiane | maximum
diagnostique
Ataxie 7 2,4 3,5 3,5 4,7
Ndeg MA 68 2,1 3,8 4,0 53
Ndeg non MA 67 1,8 3,5 3,4 53
Non Ndeg 152 1,2 3,4 3,4 5,4

analyse post-hoc

facteur

différence (p<0,05)

(1) Ataxie

(2) Ndeg MA

(4)

(3) Ndeg non MA

(4) Non Ndeg

(2)

B Valeur de créatinine LCR (umol/L)
gt‘oupe . effectif |minimum|moyenne [médiane | maximum
diagnostique
Ataxie 7 a4 62,6 60 96
Ndeg MA 68 52 73,2 71 124
Ndeg non MA 67 39 62,9 61 110
Non Ndeg 152 28 64,1 63 110

analyse post-hoc

facteur

différence (p<0,05)

(1) Ataxie

(2)

(2) Ndeg MA

(1)(3)(4)

(3) Ndeg non MA

(2)

(4) Non Ndeg

(2)
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Valeur de créatinine plasmatique
¢ (umol/L)

gl"oupe . effectif [minimum | moyenne [médiane [maximum
diagnostique

Ataxie 7 48 68 70 89
Ndeg MA 68 50 74 73 136
Ndeg non MA 67 35 75 74 116
Non Ndeg 152 22 72 72 141

analyse post-hoc

facteur différence (p<0,05)
(1) Ataxie
(2) Ndeg MA
(3) Ndeg non MA
(4) Non Ndeg
Valeur du ratio créatinine LCR / créatinine

D sanguine
groupe . L . .

. . effectif |minimum [moyenne [ médiane | maximum
diagnostique
Ataxie 7 0,49 0,95 0,86 1,26
Ndeg MA 68 0,63 1,02 0,99 1,76
Ndeg non MA 67 0,49 0,86 0,85 1,45
Non Ndeg 152 0,51 0,93 0,90 2,27

analyse post-hoc

facteur

différence (p<0,05)

(1) Ataxie

(2) Ndeg MA

(3)(4)

(3) Ndeg non MA

(2)

(4) Non Ndeg

(2)

Valeur du ratio néoptérine LCR /

E créatinine LCR
gfoupe . effectif |minimum|moyenne |médiane [maximum
diagnostique
Ataxie 7 47,9 57,0 53,0 72,3
Ndeg MA 68 41,2 52,9 54,5 75,9
Ndeg non MA 67 29,3 57,5 55,1 104,4
Non Ndeg 152 24,0 54,1 52,3 104,4

analyse post-hoc

facteur

différence (p<0,05)

(1) Ataxie

(2) Ndeg MA

(3) Ndeg non MA

(4) Non Ndeg
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3.1.3. Etude des ratios

3.1.3.1. Ratio créatinine LCR/créatinine plasmatique
Le ratio est exprimé en mM de créatinine LCR par mM de créatinine sanguine. La médiane
de ce ratio dans la totalité de la cohorte est de 0,90 (0,49-2,27). Nous observons 2 valeurs
extrémes hautes dans le groupe Ndeg non MA. Leur description clinique et paraclinique se

trouve en Annexe 1.

Il existe une différence significative des valeurs du ratio entre les 2 sexes avec un ratio plus
élevé chez les femmes (0,96 chez les femmes versus 0,87 chez les hommes) (p=0,0003).
Nous observons une corrélation positive entre les valeurs du ratio et 1’age des patients

(p<0,0001).

Comparaison des valeurs du ratio créatinine LCR/créatinine plasmatique au sein des 4
catégories diagnostiques : il existe une différence significative des valeurs du ratio
créatinine LCR/ créatinine plasmatique entre les groupes diagnostiques (p=0,002) (figure
4D). Nous pouvons observer une différence significative entre le groupe Ndeg MA et le
groupe Ndeg non MA (p=0,0001) ainsi qu’une différence significative entre le groupe
Ndeg MA et le groupe non Ndeg (p=0,0066) (tableau 2D).

3.1.3.2. Ratio néoptérine/créatinine LCR
Le ratio est exprimé en nM de néoptérine par mM de créatinine LCR. La médiane du ratio
est de 53,29 (24-104,35). Il n’y a pas de différence significative des valeurs du ratio entre
les 2 sexes (p=0,25). Il existe une faible corrélation entre les valeurs du ratio et 1’age des

patients (p=0,0332).

Comparaison des valeurs du ratio au sein des 4 catégories diagnostiques : il n’existe pas de

différence significative des valeurs du ratio entre les 4 groupes (p=0,51) (figure 4E).

L’ensemble des corrélations est résumé dans le tableau 3.
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Tableau 3 : tableau résumant les corrélations et différence entre les sexes des valeurs pour chagque parametre.

Néoptérine LCR Non Oui Oui
Créatinine LCR Oui Oui Oui
Créatinine sanguine Oui Faible Non
Ratio créatinine LCR/ ) ) )
o ) Oui Oui Oui
créatinine sanguine

Ratio néoptérine LCR/ )

Non Faible Non

créatinine LCR

3.1.4. Etablissement du seuil de référence

La valeur de référence a été determinée selon les criteres du National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS) qui préconise de choisir le 97,5°™ percentile, soit
pour notre cohorte la valeur de 92,1 nM de néoptérine LCR/mM de créatinine LCR. Pour
information, au 95°™ percentile, nous trouvons une valeur de 79,4 nM de neoptérine par

mM de créatinine.

3.2. Performances diagnostiques de la valeur seuil choisie
3.2.1. Description de la population étudiée

Les patients provenant des unités 202 et 402 ont un age médian de 65 (15-87) ans. La
proportion d’hommes et de femmes dans cette cohorte est de 124 hommes pour 116

femmes.

Cette 2°™ cohorte comporte de nombreux diagnostics que nous avons regroupés en 6

catégories :

- Les patients ayant une maladie neurodégénérative (N=67), incluant tous les diagnostics
cliniques de maladies neurodégénératives, dont la maladie d’Alzheimer, les DFT ainsi
que les cas dits « neurodégénératifs atypiques » pour lesquels aucun diagnostic précis
n’a pu étre déterminé, classés dans les cas « neurodégenératif autre »,

- Les patients ayant une maladie neuroinflammatoire (N=25) incluant les cas de SEP,

de neurosarcoidose, de Guillain-Barré et de neuromyélite optique inflammatoire,
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- Les patients ayant une infection neurologique (N=12),

- Les patients ayant une tumeur cérébrale ou des métastases cérébrales (N=50), incluant
26 cas de lymphome cérébral,

- Les patients n’ayant pas de maladic neurodégenérative (N=52) incluant les cas de
pathologie vasculaire, psychiatriques, les HPN, les patients épileptiques, les cas non
neurodégénératifs ne correspondant pas aux autres cas et n’ayant pas de composante
inflammatoire connue, classés en « non neurodégénératif »,

- Enfin, les patients atteints d’encéphalite auto-immune (N=34).

L’ensemble des caractéristiques de la 2°™ cohorte sont résumées dans le tableau 4.
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Tableau 4: résumé des principales caractéristiques physiologiques et biologiques des patients de la cohorte N°2.

Diagnostic Effectif Sexe Age (min- | Néoptérine | Créatinine LCR p(I:;sera:;:iI:je ratio Néop/créat ri:t:;)actrzfatsi:/
H F max) (min-max) nM [ (min-max) pM . LCR (min-max) .
(min-max) uM (min-max)
Infectieux 12 5 7 | 68(17-76) |31,5(9,0-295,7)| 72,5(44-119) | 63,5(30-175) |388,3(78,2-4106,9)| 1,05 (0,63-2,15)
Encéphalite auto-immune 34 |16 18| 61(22-83) |5,1(1,7-132,4) | 53,5(36-88) 61,5 (45-99) | 87,6 (40,0-2229,4) | 0,83 (0,56-1,38)
fumeur cérebrale et 50 |29 2166,5(24-86) 12,0(2,1-90,6) | 67,5(38-124) | 71,5(26-171) [175,7(55,3-1318,2)| 0,95 (0,55-2,08)
métastases
tumeur cérébrale autre
13 | 7 6 |58(33-83)| 82(3,6-31) 63 (38-92) 63 (44-102) 120(67,7-815,8) | 0,90(0,73-1,25)
que le lymphome
lymphome primitif duSNC | 26 |15 11| 69(24-86) | 24,5(6,5-90,6) | 76 (41-124) 76 (46-171) |317,7(61,9-1318,2)| 0,96 (0,55-1,50)
métastases cérébrales 11 7 4 | 64(34-80) | 4,4(2,1-14,0) 64 (38-89) 67 (26-87) 77,6 (55,3-209,0) | 1,03 (0,57-2,08)
|Non neurodégénératif 52 |32 20| 64(15-87) | 5,8(1,5-160,8) | 70(36-190) 74,5 (45-366) | 80,0 (30,0-2364,7) [ 0,94 (0,51-2,09)
origine alcoolique 2 2 0 |59(51-67)| 85(4,8122) | 68(50-86) 90(73-107) | 118,9(96,0-141,9) | 0,74 (0,68-0,80)
HPN 3 2 1|76(69-86)| 6,3(3,6-8,0) | 99(90-102) 115(92-132) | 63,6(40,0-78,4) | 0,89(0,75-0,98)
origine psychiatrique 10 | 4 6 |635(43-75)| 7,6(3,0140) | 75(36-91) 73,5 (48-143) | 87,8(62,5-209,0) | 0,94 (0,61-1,60)
toxique/médicamenteuse 4 4 0 |63(39-86) | 5,8(4,6-9,0) 69 (58-80) 68 (56-103) 86,9(76,2-113,3) | 0,92(0,78-1,23)
origne vasculaire 8 4 4 |67(57-78) | 6,2(3,6-160,8) | 75 (55-190) 70 (45-366) | 98,8(38,3-2364,7) | 0,99 (0,52-2,09)
épilepsie 9 6 3 |62(24-87)]| 6,6(4,7-15,1) | 71(50-87) 68 (50-86) 88,9 (67,1-215,7) | 1,00(0,81-1,30)
patients "normaux" sans
) 10 |5 5 |44(1575)| 2,9(1,558) | 56,5(42-130) | 73(55-103) 51,1(30,0-80,0) | 0,87(0,51-1,26)
troubles neurologiques
Traumatisme cranien 2 2 0 |65(53-77) |10,9(9,4-12,4) | 63,5(51-76) 60,5 (46-75) |173,7(163,2-184,3)| 1,06 (1,01-1,11)
non neurodégénératif
autre 4 3 1 42,5(23-79)| 4,4(2,1-29,2) | 63,5(50-75) | 79,5(47-112) | 69,0(38,2-405,6) | 0,67 (0,34-1,53)
Neurodégénératif 67 |31 36| 69(19-87) | 4,8(1,2-22,1) 71 (30-152) 70 (29-180) 66,3 (27,9-227,8) | 0,95 (0,42-2,33)
MA pure .Ou associée 3 DCL 30 |10 20| 69(50-87) | 5,5(1,2-14,4) | 74,5(41-152) | 67,5(50-125) | 67,2(27,9-125,9) | 1,13(0,59-1,76)
ou MA mixte
DCL 2 2 0 ]|75(69-81) | 5,0(4,3-5,6) 73 (70-76) 79(79-79) 67,6(61,4-73,7) | 0,92 (0,89-0,96)
DFT 5 2 3 |73(6575)| 3,9(3,65,9) 63 (60-80) 74(68-92) 65,0(57,1-73,8) | 0,89 (0,69-1,14)
APP 2 1 1 |64,5(60-69)| 4,2(2,8-5,5) 76 (56-96) 73,5(62-85) | 53,6(50,0-57,3) | 1,02(0,90-1,13)
SLA 1 1 0 70 4,5 59 72 76,3 0,82
DCB 3 2 1|71(70-84) | 5,2(3,0-8,5) 71 (55-90) 70 (66-104) 73,2 (54-5-94,4) | 0,87(0,83-1,01)
démence sémantique 1 1 0 64 22,1 97 114 227,8 0,85
ataxie 2 0 2 |42,5(19-66) 5,6(4,9-63) | 67,5(65-70) 52 (48-56) 83,5(70,0-96,9) | 1,31(1,16-1,46)
Creutzfeldt-Jakob 7 3 4 |64(53-74)| 2,9(1,6-57) | 60(48-116) 72 (29-180) 49,1(29,1-75,8) | 0,75(0,64-2,07)
PSP 1 0 1 70 4,5 59 72 76,3 0,82
Syndrome parkinsonien 1 0o 1 71 58 66 65 87,9 1,02
Neurodégénératif autre 8 7 1 |66(43-84)| 59(2,098) 66 (30-96) 76 (40-95) 86,0 (48,9-213,9) | 0,87(0,42-2,33)
Inflammatoire 25 |11 14| 44(22-77) | 5,3(1,8-43,6) 60 (27-87) 68 (45-96) 98,1(27,7-1563,0) | 0,85 (0,59-1,13)
SEP 9 4 5 139(24-53) | 4,8(1,85,6) 59 (40-69) 63 (49-95) 81,2(27,7-120,0) | 0,87(0,63-1,13)
neurosarcoidose 5 2 3 |57(41-65) (17,3 (13,7-43,6)| 70(46-77) 86(64-96) |376,1(189,5-681,3)( 0,85 (0,66-1,09)
Guillain Barré 2 2 0 |49(37-61) | 5,7(5,0-6,3) 52 (44-60) 70(48-92)  [109,3 (105,0-113,6)| 0,78 (0,65-0,92)
inflammatoire autre 9 3 6 |44(22-77) | 5,3(2,0-42,2) 54 (27-87) 66 (45-90) 90,9 (41,7-1563,0) | 0,67 (0,59-1,09)
Total 240 |124 116| 65(15-87) | 5,9(1,2-295,7) | 67,5(27-190) | 70(26-366) | 86,9 (27,7-4106,9) | 0,92 (0,42-2,33)

min: minimum; max : maximum
APP: aphasie primaire progressive
DCB dégénérescence cortico-basale
DCL: démence a corps de Lewy

DFT: démence fronto-temporale
HPN: hydrocéphalie a pression normale

PSP: paralysie supranucléaire progressive

SEP: sclérose en plaques

SLA: sclérose latérale amyotrophique

3.2.2.

Valeurs de la néoptérine dans les différents groupes

La médiane de la néoptérine dans le LCR est de 5,9 (1,2-295,7) nM.

Lorsque 1’on compare les médianes des différents groupes diagnostiques, on observe des

différences significatives entre tous les groupes (p<0,000001) (figure 5 + tableau 5). La

figure 5 est un zoom de I’étendue des valeurs afin de rendre plus lisible le seuil décisionnel

de 5,0 nM. Pour voir I’intégralité des valeurs, se reporter a I’ Annexe 2.
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Figure 5 : Schéma représentant la répartition de la néoptérine selon les groupes diagnostiques (mediane + 25°M et
75°™ percentiles).
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Tableau 5 : tableau récapitulant les valeurs de néoptérine en fonction des groupes diagnostiques.

offectif Valeur de néoptérine LCR (hmol/L)
groupe diagnostique minimum [ moyenne | médiane | maximum
encéphalite 34 1,7 12,8 51 132,4
infection 12 9,0 51,8 31,5 295,7
inflammatoire 25 1,8 11,4 5,3 43,6
neurodégénératif 67 1,2 53 4.8 22,1
non neurodégénératif 52 1,5 10,0 5,8 160,8
tumeur cérébrale 50 2,1 19,8 12,0 90,6

analyse post-hoc
facteur

(1) encéphalite
(2) infection
(3) inflammatoire
)
)
)

différence (p<0,05)
(2)(6)
(1)(3)(4)(5)(6)
(2)(6)
(2)(5)(6)
(2)(4)(6)
(1)(2)(3)(4)(5)

(4) neurodégénératif
(5) non neurodégénératif
(6) tumeur cérébrale

On peut notamment observer que les groupes infectieux et le groupe des tumeurs
cerébrales different significativement des autres groupes a 5% (tableau 5 et figure 5). Leur

médiane est de 31,5 nM et de 12,0 nM, respectivement.

3.2.2.1. Valeurs extrémes dans les groupes

Nous pouvons observer des valeurs extrémes hautes dans les différents groupes
diagnostiques. De facon intéressante, nous avons 1 valeur extréme dans le groupe
neurodégénératif et dans le groupe non neurodégénératif, nous avons 3 valeurs extrémes
hautes. Les renseignements cliniques et biologiques de ces patients correspondant aux

valeurs extrémes sont récapitulés dans le tableau de 1’Annexe 3.

3.2.3. Valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR dans les différents
groupes

La valeur médiane du ratio néoptérine LCR/ créatinine LCR est de 86,9 (27,7 - 4106,9).

Lorsque 1’on compare les valeurs du ratio entre les différents groupes diagnostiques, on

observe des différences significatives entre les groupes (p<0,000001) (figure 6 et tableau

6). L’Annexe 4 comprend le test de Kruskal-Wallis avec toutes les valeurs. Pour plus de

lisibilité, la figure 6 comprend seulement les valeurs allant jusqu’a 1200 afin de voir le

seuil choisi de 92,1.

54



* K

1200 f=
*
i ]
n.s.
1000 f= T ]
%k k
e
i %k k
&
2 800 &
2 * o
=
~$ i I m I —_
%
G 600 |=
|
@ |
=
o - |
o
o
2
P 400 |- o |
© * ok *
o
200 |= — —_ L _C?_
I I 1 1
°t | | | I [ |
encéphalite infection inflammatoire Ndeg non Ndeg tumeur cérébrale
* % ¥ 3k %
* Kk
*

Figure 6: représentation de la repartition du ratio néopterine LCR/ créatinine LCR selon les groupes
diagnostiques (médiane + 25°™ et 75°™ percentiles).
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*:p=0,001

**:p=0,0001

**% : n<0,0001

55



Tableau 6: tableau résumant les valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR dans les différents groupes
diagnostics.

offectif Valeur du ratio néoptérine LCR/ créatinine LCR

groupe diagnostique minimum | moyenne médiane | maximum
encéphalite 34 40,0 228,0 87,6 2229,4
infection 12 78,2 733,7 388,3 4106,9
inflammatoire 25 27,7 221,1 98,1 1563
neurodégénératif 67 27,9 72,7 66,3 227,8
non neurodégénératif 52 30,3 139,6 80,0 2364,7
tumeur cérébrale 50 55,3 286,5 175,7 1318,2
analyse post-hoc

facteur différence (p<0,05)
(1) encéphalite (2)(4)(6)
(2) infection (1)(3)(4)(5)(6)
(3) inflammatoire (2)(4)
(4) neurodégénératif (1)(2)(3)(5)(6)
(5) non neurodégénératif (2)(4)(6)
(6) tumeur cérébrale (1)(2)(4)(5)

On observe que le groupe des infections différe significativement des autres groupes ainsi
que le groupe neurodégénératif, avec une médiane de 388,3 et 84,2 respectivement (tableau
6 et figure 6).

3.2.3.1. Valeurs extrémes dans les groupes
De facon similaire aux valeurs de néoptérines seules, on note 12 valeurs extrémes hautes
des ratios dans les différents groupes. Notamment, pour le groupe neurodégénératif, il
existe 2 valeurs extrémes, tandis que pour le groupe non neurodégénératif nous voyons 2
valeurs extrémes. Les caractéristiques cliniques et biologiques de ces patients sont
résumees dans 1’Annexe 5. Parmi ces valeurs extrémes, nous retrouvons 6 patients en
commun ayant aussi des valeurs extrémes hautes de néoptérine (en jaune dans le tableau

de I’Annexe).
3.2.4. Répartition des diagnostics de part et d’autres du seuil

3.24.1. Néoptérine

Au sein de cette 2°™ cohorte, nous avons 94 patients avec une valeur intrathécale de
néoptérine inférieure ou égale a 5,0 nM, considérés comme normaux d’un point de vue

biologique (du moins sans stimulation détectable de I’immunité cellulaire intrathécale).En
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paralléle, nous avons 146 patients au-dessus de notre seuil décisionnel, donc considérés
comme présentant une stimulation de I’immunité cellulaire. Parmi ces résultats
pathologiques, tous les cas infectieux sont inclus. Dans le groupe des tumeurs cérébrales,
tous les patients ayant un diagnostic de lymphome cérébral ont une néoptérine au-dessus
du seuil. Concernant les autres groupes, nous observons une répartition de part et d’autre
du seuil décisionnel. La figure 7 illustre cette répartition en fonction des 6 groupes
diagnostiques. Les valeurs supérieures a 20 nM ont été ramenées a 20 nM pour plus de

lisibilité dans la figure 7.

3.24.2. Ratio néoptérine/créatinine LCR
Nous avons 133 patients avec un ratio inférieur au seuil et 107 patients supérieurs au seuil.
Nous pouvons remarquer qu’un cas infectieux a un ratio normal. Concernant le groupe
neurodégénératif, nous observons une majorité de valeurs inférieures au seuil (54 sur 67
patients). Dans le groupe des tumeurs cérébrales, 3 cas de lymphome cérébral ont un ratio
normal (figure 7).Les valeurs supérieures a 400 ont été ramenées a 400 afin d’avoir une

meilleure lisibilité.
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Figure 7: schéma représentant la répartition des groupes diagnostiques de part et d'autres du seuil pour la
néoptérine et le ratio néoptérine/créatinine LCR

A : répartition des valeurs de néoptérine LCR ; B : répartition des valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR.

Ndeg : neurodégénratif ; Non Ndeg : non neurodégénératif
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3.2.5. Proportions de bien classés/mal classés avec le nouveau seuil
Lorsque nous appliquons la valeur seuil de 92,1 pour le ratio néoptérine/créatinine LCR,
46 des 146 patients ayant une valeur de néoptérine LCR élevée ont un ratio normal. A
I’inverse, sur les 94 patients ayant une valeur normale de néoptérine, 7 patients ont un ratio

au-dessus du seuil. Ces données sont résumées dans le tableau 7.

Tableau 7: tableau de contingence des patients classés selon le seuil choisi.
LCR : liquide céphalorachidien ; BCP : bien classés pathologiques ; BCN : bien classés normaux ; MCN : mal classés

normaux ; MCP : mal classés pathologiques

Néoptérine LCR >seuil | 100 (BCP) 46 (MCN) 146

Néoptérine LCR < seuil 7 (MCP) 87 (BCN) 94

Total ratio 107 133 240
3.25.1. Description diagnostique de la population reclassée par le

ratio néoptérine/ créatinine LCR
Nous avons émis I’hypothése que le ratio LCR néoptérine / créatinine, a ’instar de celui
utilisé dans les urines, permettrait d’améliorer les performances de la néoptérine LCR.
Nous avons donc fait le choix de considérer les patients dits « mal classés pathologiques »,
ceux des patients ayant une valeur intrathécale de néoptérine normale avec un ratio
néoptérine/créatinine LCR supérieur au seuil. Nous avons 4 patients inflammatoires, 2 cas
de tumeur cérébrale autre que le lymphome et 1 cas non neurodégénératif. Leurs

caractéristiques biologiques et cliniques sont résumées dans le tableau 8.

Inversement, les patients dits « mal classés normaux » sont les patients ayant une valeur
intrathécale de néoptérine supérieure au seuil avec un ratio inférieur au seuil. lls sont 46
dans ce cas. Nous avons 3 cas d’encéphalites, 1 cas d’infection suspectée, 4 patients
inflammatoires, 19 patients atteints de maladie neurodégénérative, 12 patients avec
maladie non neurodégénérative et 7 cas de tumeur/métastase cerébrale. Le résumé des
caractéristiques biologiques et la répartition diagnostique de ces patients se trouvent dans

le tableau 9.
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Tableau 8: résumé des caractéristiques des 7 patients avec le ratio néoptérine/créatinine LCR pathologique et avec une valeur normale de néoptérine LCR (« mal classés
pathologiques »).

créatinine | Créatinine ratio créatinine créatinine Protéine
age | Sexe groupe diagnostique Commentaire clinique Néoptérine | BOC Néopterine/Créatinine | (LCR)/créatinine | sanguine |GB | GR LCR
LCR (mM) | LCR (uM)
LCR (sang) (M) (/L)
baisse brutale de
32| F inflammatoire Facuité visuelle, 4,8 + | 004 40 120,00 0,82 49 |<2| 19| 035
neuropathie optique
avec découverte de SEP
neuromyélite optique
24 F inflammatoire séronégative évoluant 3,8 - 0,038 38 100,00 0,59 64 8 | <100 0,23
par poussées, NMOSD
47 | F inflammatoire SEP et cancer 5 + | 0053 53 94,34 0,91 58 |<2|<100| 0,23
pulmonaire
polyradiculonévrite
37 | M inflammatoire aigue, ressemble a un 5 - 0,044 44 113,64 0,92 48 3 | 505 2,93
Guillan-Barré
K koff
51| M non neurodégénératif | JYndrome de Korsako 48 ; 0,05 50 96,00 0,68 73 |<2|<100| 0,81
d'origine éthylique
|ésion du bulbe d'allure
tumorale, asthénie+++
49 F tumeur cérébrale trouble de I'équilibre: 3,6 + 0,039 39 92,31 0,89 44 2 | <100 0,45
gliome de haut grade du
tronc
neuronopathie mixte a
anticorps anti-Hu:
64 | M |tumeur cérébrale/métastase syndrome 3,7 + 0,04 40 92,50 1,03 39 <2 | <100 0,49

paranéoplasique

neurologique
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Tableau 9: répartition diagnostique des 46 patients avec le ratio néoptérine/créatinine LCR normal et une valeur
normale de néoptérine LCR (« mal classés normaux »).

Diagnostic effectif
encéphalite
infectieux 1
inflammatoire 4

2
2

dont inflammatoire autre
dont non neurodégénératif
Neurodégénératif 19
dont MA et apparentés 12
dont DFT 2
dont DCB 1
dont MCJ 1
1
1
1

dont syndrome de parkinson
dont DCL
dont neurodégénératif autre
Non neurodégénératif 12
dont épilepsie 3
dont HPN 2
origine psychiatrique 4
vasculaire 1
1
1
7

Non neurodégénératif autre
Normal

Tumeur cérébrale et métastases
dont tumeur cérébrale autre

qgue le lymphome 2
dont lymphome cérébrale 3
dont métastases cérébrales 2
3.25.2. Description des parametres biologiques au sein des patients

reclassés
La description diagnostique a été faite précédemment, nous allons donc nous intéresser aux
parametres biologiques. Les valeurs des paramétres biologiques sont résumées dans le

tableau 10 et comparées aux valeurs de la cohorte N°1.

3.2.5.2.1. Reclassement des valeurs de néoptérine élevée

Tout d’abord, nous nous intéressons a la valeur médiane de néoptérinorachie au-dessus du
seuil avec un ratio en-dessous du seuil déterminé. Nous pouvons observer que la médiane
des valeurs intrathécales de néoptérine parmi les 46 patients dits « mal classés normaux »
est de 5,9 nM (5,1-9,3) (tableau 10). Nous pouvons parler pour la plupart de ces patients de

valeurs subnormales de néoptérine intrathécale.
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3.2.5.2.2. Valeurs de la créatinine LCR et sanguine chez les

patients reclassés

Comme vu précédemment, la médiane de la créatinine LCR dans la cohorte N°1 était de 65
(28-124) uM et la médiane de la créatinine plasmatique était de 72 (22-141) uM. D’aprés
le tableau 10, nous pouvons observer que les médianes de créatinine LCR et de créatinine
sanguine sont plus basses de maniére significative chez les patients «mal classés
pathologiques » (p<0,0001 et p=0,0023 respectivement). A I’inverse, les patients dits « mal
classés normaux » ont une médiane significativement plus haute de créatinine intrathécale
que la cohorte de reférence (p<0,0001). Concernant la créatinine plasmatique, nous

observons une différence significative mais juste au seuil (p=0,05).

Tableau 10: tableau comparatif des parametres biologiques entre les patients mal classés et la cohorte N°1.

MCP= mal classés pathologiques ; MCN= mal classés normaux ; p value= valeur p.

L. ratio créatinine
, .. L .. Créatinine L. . , , .
Néoptérine LCR [Créatinine LCR (UM i LCR/ créatinine | ratio Néoptérine/
plasmatique (pM) . s
(nM) plasmatique créatinine LCR
groupe - .
médiane médiane
(min-max) | médiane médiane médiane (min-max)
. p value . p value . p value
(min-max) (min-max) (min-max)
4,8 40 49 0,89 96
MCP 0,0001 0,0023 0,3059
(3,6-5,0) (38-53) (39-73) (0,59-1,03) (92,3-120,0)
MCN >9 80 <0,0001 77 0,0458 1,06 0,0028 75
(5,1-9,3) (60-119) ’ (50-180) | (0,55-1,61) | (49,1-91,9)
horte N°1 3,5 65 72 0,9 53,3
cohorte (1,2-5,4) (28-124) (22-141) (0,49-2,27) (24,0-104,6)
3.2.5.2.1. Etude de corrélation entre les valeurs de

néoptérine LCR et de créatinine LCR au sein des patients

reclassés

Afin de savoir si les valeurs de néoptérine LCR subnormales sont corrélées aux valeurs de
créatinine LCR au sein des patients reclasses, nous avons réalisé un test de corrélation. Il
existe une corrélation positive entre ces 2 parametres (p=0,0001) pour les valeurs du
groupe «mal classes normaux ». Concernant les patients dits «mal classés

pathologiques », il existe une corrélation positive de faible significativité (p=0,05).

3.2.5.2.2. Effet du ratio sur les créatinines sanguines élevées

Dans la totalité de la cohorte, 18 patients avaient une créatinine sanguine au-dessus du

seuil établi par le laboratoire de biochimie (90 uML pour les femmes, 104 uM pour les
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hommes). Au sein des 18 cas, 17 avaient une néoptérine LCR élevée. Concernant le ratio

néoptérine/créatinine LCR, parmi les patients reclassés normaux avec le seuil («mal

classés normaux »), nous avons 2 femmes et 7 hommes avec une creatinine sanguine

élevée. Les donnees cliniques de ces 9 patients sont résumeées dans 1’Annexe 7. La figure 8

résume la proportion de patients reclassés par le seuil du ratio néoptérine/ créatinine LCR

et qui ont une créatinine sanguine élevée.

Cohorte N°2
N=290

Vv

Valeur créatinine sanguine

Elevée
(2>90uM
N=18

/

N\

Valeur de néoptérine LCR

e

Elevée
(>5,0 nM)
N=17

A 4

Valeur ratio

néoptérine/créatinine

LCR

Normale
(<92,1)
N=9

élevée
(>92,1)
N=8

N\

Normale
(<5,0 nM)
N=1

N

Normale
(2<90um
1< 104 uM)
N=222

Figure 8 : schéma représentant la proportion de patients reclassés par le ratio néoptérine/ créatinine LCR et ayant
une créatinine sanguine élevée
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3.2.5.2.3. Valeurs de créatinine dans le LCR chez les patients
ayant une créatinine sanguine élevée
Si on compare maintenant les valeurs de créatinine LCR entre le groupe ayant une
créatinine sanguine normale (N=222) et le groupe ayant une créatinine sanguine élevee
(N=18), on observe une différence significative (p<0,0001) avec une médiane
significativement plus élevée dans le groupe avec une créatinine sanguine élevée (figure
9).

De plus, parmi ces 18 patients pour qui nous avons une créatinine sanguine élevée, il existe

une corrélation positive avec les valeurs de créatinine intrathécale (p=0,001).
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Figure 9 : graphique représentant les médianes de la créatinine LCR dans les 2 groupes :créatinine sanguine
normales versus créatinine sanguine élevée (médiane + 25°™ et 75éme percentiles)

**% - n<0,0001
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4. Discussion

4.1. Analyse de la cohorte de référence
Le but principal de ce mémoire était de définir une valeur seuil du ratio
néoptérine/créatinine LCR au sein d’une cohorte de patients venant a [’hopital
neurologique de Lyon. En I’absence de possibilité de réaliser une ponction lombaire chez
des patients sans trouble nécessitant ce geste, nous avons sélectionné des patients selon des
criteres cliniques et biologiques précis. Nous avons constaté que cette population était
homogene d’un point de vue de la répartition entre les deux sexes et des ages entre les 2
sexes. D’autre part, nous avions une diversité clinique, qui a été répartie en 4 groupes
diagnostiques.
Concernant les paramétres biologiques étudiés (néoptérine et créatinine dans le LCR,
créatinine sanguine, ratios néoptérine/créatinine LCR et créatinine LCR/créatinine
sanguine), nous avons observé une certaine hétérogénéité en fonction des diagnostics et
des ages :
- Tout d’abord pour les valeurs de néoptérine : le groupe diagnostique regroupant les
MA biologiques différe significativement du groupe non neurodégénératif. De plus, la
valeur de néoptérine intrathécale varie en fonction de 1’age.

- Ensuite concernant les valeurs de créatinine dans le LCR, le groupe MA biologique

differe significativement des autres groupes diagnostiques et les valeurs de créatinine
varient en fonction de 1’age egalement.

- Auvec le ratio créatinine LCR/créatinine sanguine, nous retrouvons certaines différences

entre les groupes diagnostiques observés avec les valeurs de créatinine LCR. Nous
avons également une corrélation entre 1’age des patients les valeurs du ratio.
- Enfin, nous n’observons pas de différence significative entre les groupes pour les

valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR. L’utilisation de ce ratio efface donc la

tendance de certains groupes, notamment le groupe MA biologique, a étre Iégerement
plus élevé que dans les autres groupes diagnostiques. De plus, la corrélation des valeurs
du ratio avec 1’age est plus faible comparé¢ a la néoptérine et a la créatinine LCR
(p=0,03 versus p<0,0001 et p<0,0001 respectivement). Néanmoins, cette corrélation
avec I’age est également retrouvée pour le ratio urinaire néoptérine/créatinine avec des

valeurs de référence en fonction de 1’age (2).

En résumé, le ratio néoptérine/créatinine LCR semble normaliser I’hétérogénéité des

groupes diagnostiques et atténue la corrélation des valeurs avec 1’age.
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C’est donc a partir de cette population plus homogene en terme de ratio, que nous avons

choisi un seuil au 97,5°™ percentile.

4.2.  Analyse des performances diagnostiques du seuil pour le ratio

néoptérine/créatinine LCR

Le seuil établi a été appliqué sur une cohorte de patients de fagon rétrospective.
Comparativement aux valeurs de néoptérine intrathécale, I’utilisation du seuil a 92,1 du
ratio nous permet essentiellement de refaire basculer une bonne proportion de patients
neurodégénératifs présentant des valeurs discrétement élevées de néopterine a des valeurs
considérées normales pour le ratio, améliorant donc la spécificité chez des patients pour
lesquels on ne s’attend pas une stimulation de I’immunité cellulaire. En revanche, nous
semblons perdre de la sensibilité par rapport a la néoptérine seule chez quelques patients
avec tumeurs cérébrales et un patient avec infection présumée, donc des patients pour
lesquels une stimulation de I’immunité cellulaire est attendue. Nous allons maintenant nous

intéresser aux patients reclasses par ce nouveau seuil.
4.2.1.  Analyse de la répartition diagnostique

Le reclassement de patients dans différents groupes nous a amené a revoir certains
dossiers cliniques, entre autre, en tenant compte de la prise de médicaments ayant pu

interférer sur la stimulation de I’immunité cellulaire.

4.2.1.1. Valeurs de néoptérine
Nous observons 2 groupes qui se détachent des autres, a savoir le groupe des
infections neurologiques et le groupe des tumeurs cérébrales (figure 5). Ceci est cohérent
avec la littérature (33, 49). D’autre part, tous les cas de lymphomes ont une valeur
pathologique de néoptérine LCR (figure 7). La néoptérine semble donc détecter tous les

cas de lymphomes cérébraux, quel que soit le stade de la maladie.

4.2.1.2. Valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR
Le groupe neurodégenératif se détache des autres groupes par une médiane du ratio
plus basse que celles des autres groupes (figure 6). En effet, nous constatons qu’une grosse
proportion de patients atteints de maladie neurodégénérative présentant une valeur élevée
de néoptérine LCR, ont un ratio normal (54 patients mal classés sur 67, voir figure 7).
Cependant, il reste 13 patients pour lesquels la valeur brute de néoptérine LCR et le ratio

sont pathologiques. Cette persistance d’¢lévation du ratio LCR doit amener a une
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exploration des étiologies possibles (infection débutante, neuro-inflammation ou néoplasie

cérébrale) en tant que comorbidité chez des patients ayant une maladie neurodégénérative.

Un patient appartenant au groupe infectieux avait une néoptérine LCR supérieure
au seuil, mais un ratio normal. La reprise de ce dossier clinique montre que si la conclusion
retenait 1’étiologie infectieuse comme étant la plus probable, aucun agent étiologique
n’avait cependant été retrouvé, ce qui n’exclue pas une infection a agent atypique et non

recherché.

De plus, nous observons également un reclassement de patients n’ayant pas de
maladie neurodégénérative. Etant donnée I’hétérogénéité de ce groupe diagnostique, il est

difficile de conclure quant a ce reclassement de patients.

Enfin, nous observons 3 cas de lymphomes cérébraux ayant un ratio normal, ce qui
nous fait perdre de la sensibilité sur ce groupe diagnostique connu pour augmenter la
néoptérine LCR (49). Apres des recherches a posteriori dans leurs dossiers cliniques, il
s’est avéré que ces patients €taient connus et traités pour le lymphome, notamment par des
corticoides pour au moins deux d’entre eux et du rituximab pour le dernier. Cela pourrait
donc expliquer la valeur subnormale de néoptérine intrathécale pour ces patients et leur
reclassement par une valeur normale du ratio. Nous pourrions émettre 1’hypothése de
I’intérét du ratio néoptérine/créatinine LCR en tant que marqueur de 1’efficacité du

traitement du lymphome cérébral.

4.2.2. Analyse des patients dits « mal classés normaux »

Les patients dits « mal classés normaux » sont les patients ayant une néoptérine
supérieure au seuil, avec un ratio néoptérine/créatinine LCR inférieur au seuil sélectionné
(N=46).

Concernant les valeurs de néoptérine intrathécale, elles s’échelonnaient entre 5,1 et 9,3
nM. Nous pouvons en déduire que 1’application du ratio permet dans notre population de
reclasser les valeurs subnormales de néoptérine LCR. Par ailleurs, les valeurs de créatinine
LCR sont significativement plus élevées comparé a la cohorte de référence (tableau 10).

De plus, nous avons observé une corrélation entre les valeurs de néoptérine LCR et les
valeurs de créatinine LCR.

Nous pouvons donc conclure que dans notre population, le ratio permet de reclasser les
patients ayant des valeurs subnormales de néoptérine, en relation avec des valeurs élevées
de créatinine LCR. L’hypothese la plus plausible (qui est notre hypothése de départ) est

que dans ces cas, 1’¢lévation 1égére observée de néoptérine n’est pas liée a une stimulation
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intrathécale de I’immunité cellulaire et suit de maniére parallele 1’élévation de la
créatinine.
Pour aller plus en détails, nous avons analysé différents paramétres pouvant expliquer cette

reclassification.

42.2.1. Impact d’une créatinine sanguine élevée

Dans la cohorte N°2, nous avions 18 patients pour lesquels la créatinine sanguine
dépassait les normes du laboratoire. Sur les 18 patients, 17 avaient une neoptérine LCR
élevée. Apres application du seuil du ratio, 9 patients ont été reclassés normaux, soit
environ la moiti¢ de ’effectif. Nous avons observé une créatinine LCR élevée chez ces
patients, probablement en lien avec la créatinine sanguine élevée.
Nous pouvons donc conclure que dans notre population, D’application du ratio
néoptérine/créatinine LCR permet de reclasser une bonne proportion des patients ayant un
profil biologique composé d’une néoptérine subnormale associée a des creatinines

sanguines et LCR élevées.

4.2.2.2. Analyse diagnostique des « mal classés normaux » :

Parmi les 46 patients reclasses, 19 avaient une maladie neurodégénérative, dont 12
ayant une maladie d’Alzheimer et apparentée. Douze patients atteints de maladie non
neurodégénérative ont été reclassés également (tableau 9). Comme vu précédemment, 3
cas de lymphomes cérébraux traités ont un ratio normal.

Nous pouvons donc conclure que dans notre population, le ratio néoptérine/créatinine LCR
permet de reclasser les patients notamment neurodégénératifs, essentiellement les patients

MA. Le nombre de patients avec lymphomes traités est trop faible pour conclure.

4.2.3. Analyse des patients dits « mal classés pathologiques »

Les patients dits « mal classés pathologiques » sont les patients pour lesquels la
valeur de néoptérine intrathécale était en-dessous du seuil décisionnel et ayant un ratio

néoptérine/créatinine LCR au-dessus du seuil. Nous avions 7 patients dans ce cas précis.

D’un point de vue biologique, nous observons un taux de créatinine LCR significativement
plus faible que dans la cohorte de référence. De plus, les créatinines sanguines sont

également plus faibles que dans la cohorte de réféerence (tableau 10).

Au niveau clinique, nous avions 4 patients inflammatoires (dont 2 SEP et un Guillain-
Barré), un cas non neurodégénératif et 2 patients atteints de tumeurs cérébrales et/ou

métastases cerébrales, autre que les lymphomes cérébraux. Le nombre de patients étant
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faible, nous ne pouvons qu’émettre 1’hypothése suivante : le ratio pourrait reclasser
certains patients neuro-inflammatoires connus dans la littérature pour stimuler la synthése
intrathécale de néoptérine (51, 55). Cependant, nous savons également que la néoptérine
n’augmente dans le LCR que lors de poussées chez un patient atteint de SEP (54). Il
faudrait donc revoir I’ensemble des patients pour connaitre 1’état inflammatoire au moment
de la PL.

4.2.4. Interprétation des valeurs de créatinine LCR en fonction des

patients reclassés

Nous constatons donc que la reclassification des patients « mal classés normaux »
est essentiellement due a une valeur plus élevée de créatinine LCR et, a I’inverse, pour les
patients reclassés en « mal classés pathologiques » a une valeur de créatinine LCR plus
faible que dans la cohorte de référence. Le passage de la créatinine du compartiment
sanguin vers le LCR se fait par transport actif. Les taux de créatinine LCR et sanguins
augmentent et s’accumulent en cas d’insuffisance rénale (75). La clairance intrathécale de
la créatinine LCR se fait par efflux, cependant les mécanismes physiopathologiques du
cycle de la créatinine sont encore mal connus, tant en conditions physiologiques qu’en
conditions pathologiques telles que 1’insuffisance rénale chronique (76), ou encore dans les
maladies neurodégénératives (77). Par ailleurs, un des points limitants a ce travail, est la
temporalité de la mesure de la créatinine sanguine par rapport a la date de la PL. En effet,
nous n’avions pas le dosage de la créatinine sanguine le jour-méme de la ponction
lombaire pour tous les patients. Ainsi, nous avons accepté les dosages de créatinine
plasmatique dans une plage d’une semaine avant ou aprés la ponction lombaire, étant
donné la relative stabilité des concentrations plasmatiques de la créatinine, en 1’absence
d’insuffisance rénale fonctionnelle (déshydratation intense ....) ou de modification
importante de I’apport carné. Ceci peut donc étre un des biais d’interprétation de la
fonction rénale. Enfin, la valeur de la créatinine plasmatique n’est pas le reflet exact de la
fonction rénale. Pour cela, nous aurions dd relever également le débit de filtration

glomérulaire.

Le lien entre 1’élévation modérée de la néoptérine LCR en paralléle a une valeur élevée de
créatinine LCR n’est pas établi. Cependant, un probléme de clairance (cérébrale + rénale)

pourrait étre une des explications.
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4.2.5. Pertinence du seuil pour le ratio néoptéerine/créatinine LCR

Au vu de ces résultats, le ratio néoptérine/créatinine LCR s’avere utile lorsque le
taux de néoptérine intrathécale se situe dans les valeurs subnormales et avec une créatinine
LCR élevée (& partir de 80 puM, soit la médiane de notre population des mal classés
normaux). Dans une majorité¢ des cas, il peut s’agir soit de patients atteints de maladie
neurodégénérative (N=19/46), soit d’atteinte non neurodégénérative sans composante
inflammatoire (N=12/46).

A T’inverse, pour les patients avec une créatinine LCR basse (en-dessous de 40 pM, soit la
médiane du groupe des patients mal classés pathologiques) avec en paralléle une créatinine
plasmatique basse, le ratio néoptérine/créatinine LCR ne devrait pas étre utilisé pour
I’interprétation du dosage de la néoptérine car d’une part, le nombre de ce type de patients
reste limit¢ dans notre ¢tude et d’autre part, nous n’avons pas d’explication

physiopathologique claire sous-jacente dans la littérature.

D’un point de vue clinique, malgré la baisse « présumée » de sensibilité, tous les patients
infectieux (avec agent infectieux retrouvé) ont un ratio au-dessus du seuil sélectionné. 1l en
est de méme pour les maladies neuro-inflammatoires connues dans la littérature pour
augmenter significativement la néoptérine intrathécale : SEP, neuro-sarcoidose, Guillain-
Barré. Cependant, 3 cas de lymphomes cérébraux ont une valeur inférieure au seuil, qui

s’averent a posteriori €tre connus et traités.

Toutefois, il faut rester prudent quant a l’interprétation de ce seuil. En effet, notre
population de référence est une population agée trés ciblée venant du service de
neurologie, qui ne suit pas une loi normale. Le choix de notre cohorte a été établi dans le
but de répondre a une question précise de notre laboratoire : que faire des bilans présentant
une néoptérine subnormale? Par ce biais de recrutement, notre population de patients était
tres hétérogéne et contenait notamment des patients avec des pathologies variées. Notre
seuil établi ne peut donc pas étre extrapolable a d’autres populations en dehors des services
de neurologie de Lyon venant consulter pour un dosage de la néoptérine dans le LCR, ni a

d’autres études ayant d’autres objectifs.
4.3. Perspectives

Le choix du seuil du ratio dépend du choix du percentile de la population étudiée.
Bien que le National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) préconise de

5éme

choisir le 97, percentile avec notre population, nous manquons de valeurs proches de
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ce seuil pour I'utiliser a I’heure actuelle avec certitude. En effet, dans notre population, peu
de valeurs séparent le 97,5°™ percentile du 95°™ percentile, le seuil passant de 92,1 & 79,4.
Les sensibilité et spéecificité du ratio en seraient trés modifiées. Dans I’attente d’avoir une
cohorte de référence avec un plus grand nombre de patients, il serait plus prudent
d’appliquer un seuil plus faible que 92,1 par exemple au 95°™ percentile ce qui permettrait
de bien classer 81% des patients avec une stimulation de ’immunité cellulaire probable et
84% des patients sans stimulation probable de I’'immunité cellulaire, contre respectivement
69% et 92% pour le seuil a 92,1 (Annexe 7).

Un des enseignements de notre étude est de réaliser une séparation plus fine des
patients en fonction de leur diagnostic afin de pouvoir utiliser une véritable analyse de
sensibilité et spécificité avec 1’aide des courbes ROC. Cette étude nous permet également
d’envisager une approche prospective afin d’éviter certaines limites soulignées dans notre
travail.

Sur un versant plus fondamental, une autre perspective serait d’étudier la
physiopathologie de la creatinine et de la néoptérine concernant leur transport de la
périphérie au LCR ainsi que leur clairance du LCR vers la périphérie afin d’apporter des
réponses quant aux résultats trouvés: une collaboration avec une équipe du CRNL

expérimentée dans 1’étude de la BHE pourrait étre envisagée.
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Le dosage de la néoptérine dans le LCR vise a mettre en evidence tout processus
infectieux viral, inflammatoire, tumoral impliquant I’'immunité a médiation cellulaire. Du
fait de 1’élimination rénale de la néoptérine, le dosage de la créatinine dans le LCR est
réalisé en parallele dans le laboratoire. Il a été observé en pratique quotidienne que
certaines des valeurs de néoptérinorachies subnormales (entre 5 et 8 nM) étaient associées
a une valeur de créatinine ¢levée par rapport a la majorité des patients. Il n’existe pas
d’étude portant sur I’impact d’une insuffisance rénale sur le taux de néoptérine dans le

LCR. De méme, la physiopathologie de la néoptérine dans le LCR est peu connue.

Ce travail avait pour objectif d’exprimer les valeurs par le ratio
néoptérine/créatinine LCR et d’en définir un seuil pour voir s’il permettrait de mieux
classer les patients ayant une valeur subnormale de néoptérine sans processus neuro-

infectieux ou inflammatoire objectivé.

A T’aide d’une cohorte de référence de 294 patients, une valeur seuil de 92,1 pour le

ratio néoptérine/créatinine LCR a été déterminé en utilisant le 97,5°™ percentile.

A partir de ce seuil, les performances diagnostiques ont été évaluées sur une
seconde cohorte de patients de maniére rétrospective. A ce seuil, la sensibilité et la
spécificité du ratio néoptérine/créatinine LCR sont de 68,5% et 92,6% respectivement.
Nous obtenons un ratio normal pour les patients ayant une néoptérinorachie subnormale
avec une créatinine LCR augmentée. Cependant, nous observons une baisse de sensibilité
du ratio par rapport a la néoptérinorachie brute, malgré une bonne spécificité. 1l semble
nécessaire d’augmenter la taille de la cohorte du fait du percentile utilis¢é a 97,5% et
d’envisager d’utiliser un seuil au 95°me percentile, du moins temporairement. Par ailleurs,
ce seuil semble ne pas pouvoir étre interprété lors de créatinine intrathecale basse
(inférieure a 40uM), en raison de la méconnaissance du mécanisme physiopathologique de

la créatinine au niveau cérébral.
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D’un coté plus fondamental, ce travail ouvre la perspective de recherches sur le

passage de la néoptérine et de la créatinine depuis la périphérie jusqu’au cerveau et

également la clairance de ces deux métabolites du cerveau a la périphérie.

Lyon, le 9 septembre 2019

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Le président du Jury, Professeur Luc ZIMMER

Vu, la Directrice de I'ISPB — Faculté de Pharmacie de Lyon
Pour le Président de I"Université Claude Bernard

Professeur Christine VINCIGUERRA R
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Annexe 1. Description clinique des 2 patients ayant des valeurs extrémes hautes pour

le ratio créatinine LCR/ créatinine sanguine

Patient 1

Patiente 20 ans qui est venue a I’hopital pour céphalée et un bilan de 1’occlusion de la
veine centrale de la rétine. La patiente ne présentait pas d’autres signes cliniques. Elle
pesait 57kg pour 1m70. La valeur de la néoptérine dans le LCR était de 2,2 nM, avec une
créatinine LCR de 50,0 uM et une créatininémie de 22uM. Le ratio néoptérine/créatinine
LCR était de 44 et le ratio créatinine LCR/ créatinine plasmatique était de 2,27. Cette

patiente a été classée dans la catégorie “normal” d’un point de vue cérébral.
Patient2

Patiente de 68 ans venue a 1’hOpital neurologique pour une probable maladie de Horton.
L’examen neurologique normal a D’entrée. Elle présente des céphalées de tension, une
douleur de la méchoire et un signe du peigne. Elle a eu une perte de 4kg en 7 mois et pesait
78kg pour 1m60. La valeur de la néoptérine LCR était de 2,9nM, avec une créatinine dans
le LCR de 57uM et une créatininémie dosee la veille a 27uM. Le ratio néoptérine/
créatinine LCR était de 50,9 et le ratio créatinine LCR/ créatinine plasmatique était de

2,11. Cette patiente était classé dans la catégorie non neurodégénératif inflammatoire.
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Annexe 2. Test de Kruskal-Wallis des valeurs de néopterine LCR entre les différents

groupes diagnostiques de la cohorte N°2
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Annexe 3. Tableau récapitulatif des valeurs extrémes de néoptérine retrouvées dans les différents groupes diagnostics de la cohorte N°2

traitement au , L. L. ratio néoptérine| ratio créatinine L. ..
. groupe X . . néoptérine créatinine . . créatinine protéines
age sexe h . commentaire diagnostic moment de BOC LCR/ créatinine | LCR/créatinine . GB GR
diagnostic LCR (nmol/L) LCR (M) X sanguine (LM) (g/L)
laPL LCR sanguine
kc rein métastasé cerveau occipital et frontal (exerese .
. . . . . , . nivolumab,
occipitale G) et crises d'épilepsie. Méningoencéphalite K
eppra
72 M encéphalite inflammatoire suite au nivolumab. Ac anti GFAP. urbp‘; | 132,4 + 61 2170,5 0,7 89 35 | <100 0,72
conclusion: encéphalite iatrogéne au nivolumab, . .y
. . . - corticoides
possible progression métastases cérébrales
corticoides,
ivi éphalit toi i thmoid :3\%
72 M encéphalite sulviencephalite auto Immu'ne surcarcinome ethmolde gV, 113,7 + 51 2229,4 1,0 51 32 | 2000 0,82
Ac anti-MA2 endoxan,
keppra
suivi d'histoplasmose chez patiente immunodéprimée oradilline
74 F infection  |(P3" splenectomie et rituximab suite a SAM sur| (oo 295,7 + 72 4106,9 1,2 62 57 | <100 2,04
réactivation EBV). Apparition de troubles récents:
i i i . laroxyl xanax
diplopie aphasie troubles cognitifs fluctuants.
Conclusion: méningite chronique infectieuse
malaise, perte de connaissance avec defaillance
hémodynamique. Bonne résolution. Lymphome B a
36 F non Ndeg grande cellule depuis 8 ans . Coma, perte de aucun 29,2 - 72 405,6 1,5 47 <2 | <100 0,23
connaissance avec defaillance hémodynamique, SDRA.
Bonne résolution -->aucun agent trouvé
leucopathie découverte al'lRM depuis 6 mois, apathie,
indifférence et ralentissement psychomoteur, troubles
du langage, de la marche. ATCD gougerot sjogren- inexium
polymiosite. Biopsie cerebrale : vasculite des petits janumet
67 F Non Ndeg vaisseaux d'origine autoimmune probablement en ursolvan 160,8 + 68 2364,7 1,4 47 11 16 0,72
relation avec son sjrogen et sa cirrohse biliare primitive | corticoides
(par elimination des autres etiologies). Bonne évolution | monoprost
sous ENDOXAN: Vascularite inflammatoire améliorée et
polymyosite anti-KU
rejets de greffe rénale, exclusion vasculite cérébrale corticoides,
67 M Non Ndeg mais démence d'aggravation rapide, probable vascularite | anti HTA anti 30,6 + 190 161,1 0,5 366 <2 110 0,33
cérébrale sur HTA et greffe renale, IRC chol
concertation MAGICC: patient frontal, apathie,
desinhibition, EtOH, Grignotage, depense excessive avec
mesure de protection juridique,
DSC hypofixation compatible avec DFT non non
64 M Ndeg yporixa P i no 2,1 ' 97 227,8 0,9 114 13 | <100 0,47
Troubles de la mémoire et troubles dysexecutifs, IRM : renseigné dosé
atrophie temporale
conclusion: démence maladie sémantique (et autres DFT
vt) 03/07/2015
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Annexe 4. Test de Kruskal-Wallis des valeurs du ratio néoptérine/créatinine LCR en
fonction des groupes diagnostiques de la cohorte N°2
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Annexe 5. Tableau récapitulatif des valeurs extrémes du ratio néoptérine / créatinine LCR retrouvées dans les différents groupes

diagnostics de la cohorte N°2

En jaune, les patients en commun avec les valeurs extrémes de néoptérine LCR de I’Annexe 3.

ratio ratio
. o L néoptérine | créatinine | créatinine L.
. . . L . traitementau | neopterine creatinine . proteines
age | sexe | groupe diagnostic commentaire diagnostic BOC LCR/ LCR/ sanguine |GB| GR
moment de la PL |LCR (nmol/L) LCR (uM) . L (g/L)
créatinine | créatinine (uMm)
LCR sanguine
kc rein métastasé cerveau occipital et frontal (exerese
occipitale G) et crises d'épilepsie. Méningoencéphalite nivolumab,
2| M encéphalite inflammatoire suite au nivolumab. Ac anti GFAP. keppra urbanyl 132,4 + 61 2170,49 0,69 89 35 | <100 0,72
conclusion: encéphalite iatrogene au nivolumab, corticoides
possible progression métastases cérébrales
encephalite auto immune sur néoplasie ovarienne ac anti
69| F | encéphalite P i P nonrenseigné | 234 s 47 197,87 0,87 s |3]100] o5
suivi encéphalite auto immune sur carcinome ethmoide corticoides, g IV
2| M encéphalite P . , endoxan, 113,7 + 51 2229,41 1,00 51 32| 2000 0,82
Ac anti-MA2
keppra
suivi d'histoplasmose chez patiente immunodéprimée
(par splenectomie et rituximab suite a SAM sur oracilline
74| F infection réactivation EBV). Apparition de troubles récents:|sertraline laroxyl 295,7 + 72 4106,94 1,16 62 57 | <100 2,04
diplopie aphasie troubles cognitifs fluctuants. Xanax
Conclusion: méningite chronique infectieuse
) ) apparition diplopie binoculaire, ccl neurosarcoidose avec
57| M inflammatoire . ) . aucun 43,6 1bande 64 681,25 0,67 9 231 <100 1,24
atteinte neuro centrale (hydrocéphalie en 2017)
localisation possible cérébrale de la sarcoidose a pointde|  keppra anti
58| F inflammatoire départ pulmo. Rien de slr depuis fev 2019 sur la diabétique atarax 43 non dosé 77 558,44 0,85 91 <2 | <100 0,55
neurosarcoidose crestor flecaine
NMOSD a AQP4+ post partum a 8 mois d'évolution
241 F inflammatoire QPé+ postp non renseigné 42,2 1bande 27 1562,96 0,60 45 18| 110 0,35

favorable sous corticoides
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Suite de I’Annexe 5.

43

Ndeg

probable syndrome malin des neuroleptiques,
lymphome B a grandes cellules sans infiltration
méningée, méthotrextae prophylactique intrathécal, pas
d'origine infectieuse ou inflammatoire a I'lIRM,
rhabdomyolyse. Terrain psy, classé en neurodégénératif
autre.

abilify lorazepam

7,7

36

213,89

0,55

66

<2

406

0,26

Ndeg

concertation MAGICC: patient frontal, apathie,
desinhibition, EtOH, Grignotage, depense excessive avec
mesure de protection juridique,
DSC hypofixation compatible avec DFT
Troubles de la mémoire et troubles dysexecutifs, IRM :
atrophie temporale
conclusion: démence maladie sémantique (et autres DFT
vt)

non renseigné

22,1

non dosé

97

227,84

0,85

114

13

<100

0,47

36

non Ndeg

malaise, perte de connaissance avec defaillance
hémodynamique. Bonne résolution. Lymphome B a
grande cellule depuis 8ans . Coma, perte de
connaissance avec defaillance hémodynamique, SDRA.
Bonne résolution --> aucun agent trouvé

aucun

29,2

72

405,56

1,53

47

<2

<100

0,23

67

Non Ndeg

leucopathie découverte a I'lRM depuis 6 mois, apathie,

indifférence et ralentissement psychomoteur, troubles
du langage, de la marche. ATCD gougerot sjogren-
polymiosite. Biopsie cerebrale : vasculite des petits
vaisseaux d'origine autoimmune probablement en

relation avec son sjrogen et sa cirrohse biliare primitive

(par elimination des autres etiologies). Bonne évolution

sous ENDOXAN: Vascularite inflammatoire améliorée et

polymyosite anti-KU

inexium janumet
ursolvan
corticoides
monoprost

160,8

68

2364,71

1,45

47

11

16

0,72

86

tumeur cérébrale

lymphome cérébral primtif B a grandes cellules (PCNSL)

non connu

87

66

1318,18

1,43

46

2900

0,3
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Annexe 6. Tableau récapitulatif des 9 patients reclassés négatifs par le ratio et ayant une créatinine sanguine élevée

ratio créatinine P
Néoptérine | Créatinine | Néoptérine/ (LCR)/ créatinine
age au moment de laPL | Sexe| diagnostic COG Commentaire traitement P 'p . S plasmatique
(nM) LCR (uM) Créatinine créatinine (M)
LCR (sang) -
lymphome B a grandes corticoides
77 M Jlymphome cérébral ymp g imurel 6,7 76 88,2 0,70 108
cellules .
plaquenil
suspicion méningo- .
) . - previscan
encéphalite herpétique .
. . bisoprolol
L sans virus ni germe forge
68 M suspicion retrouvé mais extorse 9,3 119 78,2 0,71 167
d'infection - . . | amoxicilline
amélioration sous anti . :
. , . . aciclovir
viral : encéphalite virale .
- . gentamycine
non etiquetee
lymphome cérébral de
I'immunodéprimé dans
66 M Jlymphome cérébral contexte de greffe rituximab 6,8 94 72,3 0,55 171
cardiaque, infection a
EBV
syndrome confusionnel
63 M psychiatrique rapporté a un épisode 5,5 87 63,2 0,61 143
dépressif majeur
non céphalées, neuropathies
79 M | neurodégénératif |CCP2 €8S, NeUTopath 5,7 75 76,0 0,67 112
d'origine mixte (DT2)
autre
MCJ, choc
74 F MCJ cardiogénique sur ACFA 5,7 116 49,1 0,64 180
mal controlée
dilatation
tétraventriculaire a
86 M HPN 6,3 99 63,6 0,75 132

I'IRM faisant suspecter
une HPN
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Suite de I’Annexe 6.

ratio créatinine P
. . . . . Néoptérine | Créatinine | Néoptérine/ (LCR)/ creatm'me
age au moment de la PL | Sexe| diagnostic COG Commentaire traitement .. L. plasmatique
(nM) LCR (uM) Créatinine créatinine (M)
LCR (sang)
miansérine
L troubles dépakote
75 F psychiatrique i . . 7,7 91 84,6 0,89 102
mélancoliformes tercian
seresta
Suivi depuis 2 ans
pour suspicion de
syndrome
parkinsonien.
Syndrome dépressif,
épisode maniaque,
impulsivité, seresta
69 M HPN agressivité. Piste duloxétine 8 102 78,4 0,89 115
privilégiée HPN car | depakote
amélioration nette
de la marche et du
ralentissement
psychomoteur aprés
PLdéplétive. Va étre
opéré en 2019.
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Annexe 7. Tableau résumant la sensibilité et spécificité du seuil a 92,1 pour le ratio
néoptérine/créatinine LCR

IC 95 Se : intervalle de confiance a 95% de la sensibilité, IC 95 Sp : intervalle de confiance & 95% de la spécificité

92,1 97,5 68,5% 60,3-75,9 92,6% 85,3-97,0

79.4 95 80,8% 73,5-86,9 84,0% 75,0-90,8
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KACZOROWSKI Flora

Détermination d’une valeur de référence du ratio néoptérine/ créatinine LCR :
évaluation des performances diagnostiques et intérét en pratique biologique

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2019, 86 p.

RESUME

La néoptérine est un marqueur de 1’activation de I’immunité a médiation cellulaire. Elle est
augmentée dans de nombreuses maladies inflammatoires, auto-immunes, infectieuses et dans les
néoplasies. Au sein du laboratoire, son dosage est réalisé pour détecter une stimulation de
I’immunité cellulaire soit périphérique (dans les urines) soit neurologique (liquide céphalorachidien
[LCRY]). Eliminée exclusivement par voie rénale, sa concentration urinaire est exprimée par un ratio
néoptérine/créatinine afin de s’affranchir de ’état de la fonction rénale. La néoptérinorachie est
exprimeée en valeur absolue (hnmol/L).

En pratique quotidienne, nous avons observé des néoptérinorachies subnormales
fréqguemment associées a une créatinine LCR plus élevée gque la moyenne. Nous nous sommes alors
demandé si le fait d’exprimer la néoptérine par un ratio néoptérine/créatinine LCR permettrait de
normaliser ces néoptérinorachies subnormales, notamment en cas de défaut d’élimination rénale.

Pour cela, nous avons déterminé un seuil de positivité du ratio néoptérine / créatinine LCR,
établi a 92,1 a partir d’une cohorte de 294 patients. Ensuite, nous avons testé les performances
diagnostiques de ce seuil sur une 2°™ cohorte de maniére rétrospective. Ce seuil s’avére avoir une
sensibilité de 68,5% et une spécificité de 92,6% permettant de discriminer les patients avec et sans
stimulation de I’immunité cellulaire. Il permet de reclasser les patients ayant une néoptérinorachie
dans les valeurs subnormales avec une augmentation conjointe de créatinine dans le LCR.
Cependant, la faible sensibilité nécessite d’¢largir la cohorte de référence afin de vérifier ce seuil
qui semble notamment mis en défaut pour les valeurs de ratio avec créatinine LCR basse. Ce travail
ouvre également une perspective d’études plus fondamentales sur les passages de la néoptérine et
de la créatinine au travers des différentes barriéres périphérie/cerveau et la clairance de ces deux
métabolites.
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