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TITRE - SUJET:
Reépertoriation des cytokines de potentialisation de I'érythropoiétine téstées in vivo chez les primates.
Etude du cadre d'application clinique; Cas nécessitant I'utilisation de cofacteur de I'érythropoiétine.

1. INTRODUCTION - PRESENTATICN:

Cette note de synthése a été effectuée dans la cadre de la découverte d'un cofacteur original de
potentialisation de I'érythropoiétine (en vue d'un dépdt de brevet), pour Mr Mouchiroud, laboratoire de
geénétique moléculaire et cellulaire, CNRS UMR 106, Université Claude Bemard, Lyon 1.

- RESUME (ABSTRACT ):

L'équipe du Pr Blanchet a déccuvert une activit¢ MBPA (Mature Burst Promoting Activity), des les
extraits rénaux de souris, potentialisant la prolifération de progéniteurs érythroides spécifiquement au
stade BFU-e tardif.

Dans l'objectif de pouvoir utiliser ce produit en médecine, une recherche bibliographique a été faite sur
les cadres d'application clinique (myelodysplasies, anémies, transfusions, SIDA, TNF), en
développant les possibilités de combinaison érythropoiétine (Epo)/ molécules a activité BPA (IL6, G-
CSF, GM-CSF, Activine) utilisables en thérapie.

Les perspectives thérapeutiques de prescription de 'Epo s'étendent bien au dela du cas des patients
souffrant d'anémie liée a une insuffisance rénale, et le MBPA parait étre le meilleur adjuvant potentiel
de I'Epo en traitement d'appoint, étant donné sa production rénale régulée physiologiquement et sa

grande spécificité d'action sur les jeunes progéniteurs (BFU-e) de la lignée érythroide.

DESCRIPTEURS : Hématopoiése, -Erythropoiétine, -Cytokine, -in vivo, -Primate, -Thérapie.

KEYWORDS : Hematopoiesis, -Erythropoietin, -Ccytokine, -in vivo, -Primate, -Treatment.
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2. STRATEGIE DE RECHERCHE:

2.1.Interrogation de la base PASCAL par le serveur DIALOGUE a I'ENSSIB:

PASCAL:
Base de données bibliographique multidisciplinaire développée depuis 1973 par le CNRS. Elle recense ~3000

périodiques, théses ou ouvrages dans le domaine médical.

Recherche faite dans le cadre des Travaux Pratiques, malheureusement un virus s'étant insinué sur la
disquette de télédéchargement au moment de la relecture, le résultat a été inexploitable.

Remarque; J'aurai pu réinterroger cette base en utilisant le service vidéotext (code d'accés
36.29.36.01 PAscAL), mais d'autres opporiunités se sont présentées et cette étape a été abandonnée.

2.2.Interrogation de la base BIOSIS par ie serveur QUESTEL a I'URFIST:

BIOSIS: :
Base américaine de données depuis 1969, recensant ~3000 périodiques, congrés, rapports... et brevets, traitant

de biologie humaine, animale, ou végétale, également tournée vers la recherche fondamentale.

Recherche effectuée en Fevrier 92.

La stratégie de recherche a été ¢laborée a partir de I'utilisation du thésaurus; des "concept-codes" ont
été envisagés pour restreindre ia recherche a un domaine, ou pour obtenir "I'explosion” d'un terme.
L'interrogation a été faite directement sur; -les mots du titre, du résumé et les descripteurs, (exceptés

certains mot-clés limités a un champs précis)

Equations de recherche: ? Masque (troncature de 1 caractére)
BC=86215 “Biosystematic Code" ou "Super-taxonomy”, = Hominidae
DE Champ Descripteurs

Question: Réponses: Descripteurs:

Q1 2948 Cytokine?/DE
Q2 3134268 BC=86215

Q3 2020 Erythropoietine/DE
Q4 1645 in (w) vivo

Q5 1094 Q2 and Q3

Qé 5 Q5and Q1

Certaines étapes (par exemple in vivo) n'ont finaiement pas été utilisées, vu l'occurence de la derniére
question deja tres sélective. C'est également le cas des "Concept codes”; -CC=22008 soit Blood &
hematologic agents. et CC=15004 soit Blood cell studies.

Sur les 5 références obtenues, une seule parait pertinente sur le traitement des myélodisplasies. Elle

sera retrouvée plus tard sur le listing MEDLINE.
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Cependant, les deux tirés-a-part (que m'a donnés Mr Mouchiroud) me servant de point de référence

ne ressortent pas, ce qui me permet de critiquer le ciblage de la recherche.

Nous avons alors d'autre part recherché si les articles publiés par I'équipe de Mr Mouchiroud sur ce

sujet étaient répertoriés dans cette base. Nous n‘en n‘avons trouvé qu'un, dont nous avons demandé

le format complet pour étudier son indexation.

Le colt de consultation de cette base étant assez élevé, nous avons limité en temps l'interrogation
(recherche offerte par I'URFIST). Celle-ci a donc été interrompue, bien que nous aillons pu I'élargir en
tronquant erythropoie*. Toutefois, elle m'a quand méme permis de mieux cibler les descripteurs que je

devrais utiliser par la suite.

2.3.Interrogation des CURRENT CONTENTS sur DISQUETTE:

CCOD (Current contents on diskette) _ Life Sciences:

Revue de sommaires, hebdomadaire, publiée par l'institut d'information scientifique américain, repertoriant 1200
des plus importants journaux dans le domaine des sciences de fa vie. Accessible sur disquette avec le logiciel
d'exploitation correspondant.

Le profil de recherche automatisée sauvegardé a éte le suivant: (™ Troncature iflimitée )
Question: Champs: Descripteurs:
Q1 Basis Erythropoie*
Q2 Basis Hematopoie*®
Q3 Set-No tor2
Q4 Basis Interleukin-3 or Interleukin-4 or Interleukin-6 or Interleukin-9 or GM-CSF or
G-CSF or M-CSF
as Basis Colony stim.uI?ting factor or EPO or Cytokin* or Growth factor or Activine
or Lymphokin
Qé Set-No 4o0r5
Q7 Basis Anemia or Kidney failure
Q8 Basis Arthritis or Rheumatoid
Q9 Basis Acquired immunodeficiency syndrome or AIDS
Q10 Set-No 7or8or9
Qi1 Set-No 3and6
Q12 Set-No 3and 10
Qi3 Set-No 6and 10
Qi4 Author Ganser,A* or Adamson,W* or Yu,J
Q15 Author Kashiwakura,|* or Murakami,M* or Hayase,Y* or Takagi,Y*
Qte Set-No 11or12o0r13
Q17 Set-No 14o0r15
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Sur 4 mois le nombre de références sélectionnées est le suivant:
Mars 57
Avril  42(=14+7+16+5)
Mai 61(=12+27+12+10)
Juin  82(=25+19+15+33)
14 au total ont finalement été jugées pertinentes et commandées pour le travail de synthése.

2.4.Interrogation de la base MEDLINE par le serveur DATA-STAR:

MEDLINE: (MEDical literature analysis & retrieval system onLINE)

Base de données produite par la National Library of Medicine de Bethesda (USA), en ligne depuis 1966,
recensant ~3200 périodiques. Elle recouvre tous les domaines de la medecine, pharmacologie, toxicologie,
biochimie, microbiologie et psychologie. La mise a jour est mensuelle, et ~70% des notices sont enregistrées
avec le résumé des auteurs. Tous les champs sont interrogeables, les descripteurs sont regroupés dans le
thésaurus MeSH (Medical Subject Headings) qui fait référence en matiére biomédicale. Medline est gérée par
différents serveurs, et également disponible sur CD ROM et accessible par télésysteme (Minitel).

La statégie de recherche finale a été affinée peu a peu, avec ['utilisation du MeSH et a partir de deux
publications de I'équipe de recherche de Mr Mouchiroud.

Définitions des descripteurs:

-- Définition de la lignée érythroide:
- hematopoietic—stem—cellsf (=5554) Ce terme donnant un ensemble de réponses
beaucoup trop important a été éliminé.
Pour limiter les réponses, nous avons utilisé;
- erythroid-progenitor—cells with DE =133 Terme général, restreint aux effets des substances
thérapeutiques.
- Burst adj Forming adj Unit§1 = 301
ou - BFU aodj e = 762 Stade précisément intéressant ou semble intervenir le
nouveau facteur découvert.
Domaine particulier qui a été élargi avec;
- Burst adj Promoting adj Activity = 100

# Eclaternent

/DE  Restriction & un champ; DEscripteur

$1  Troncature d' un caractére

ad  Adjacence

with Restriction & un domaine (subheading); DE = Drug Effects

-- Définition des facteurs érythropoiétiques:
Le but de la recherche étant d'étre le plus exhaustif possible au niveau des cytokines connues, nous
sommes restés trés large.
- Growth-substances§ = 44378 Nous avons utilisé un éclatement de terme afin de
cibler tous les facteurs de croissances existant sans

différenciation.
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Plus, en particulier;
- Hematopoietic—cell-growth—factors# = 7568
ou - Erythropoieting1 = 2840

-- Définition du modéle d'expérimentation:
- human = 1468577
ou - primotes§ = 15679
Les premiéres recherches ayant été peu satisfaisantes, nous avons finalement décidé d'élargir
également au modéle expérimental de {a souris avec;
- murin§1 = 22323

-- Définition des applications cliniques:
Les principales applications cliniques ont été regroupées en différents ensembles restreints ou non a
des domaines particuliers (subheadings) en fonction du nombre de réponses obtenues.
§a anemig with DT = 1215
kidney—failure~chronic = 8577
diomond adj blackfon = 42
arthritis-rheumatoid = 8680

§8  ADS with DT = 238
Acquired-ImmunoDeficiency—Syndrome with DT = 1502

§y surgery = 141976
transfusion = 13226
prematurity = 1490

85 leukemia with DT = 5651
myeloid = 8185

8¢ physical-endurance = 1685

Domaines; DT = Drug Therapy
{Subheadings) TH = THerapy
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Equations de recherche:

N° Question Equations Nbr Réponses
Q1 Lignée érythroide ou Facteurs érythropoiétiques 43050
Q2 Q1 et Modele expérimentai 30096
Q3 Limitation de Q2 aux 5 derniéres années 19925
Q4 Limitation de Q3 aux articles anglais ou frangais uniquement 18663
Q5 Q4 et Vivo 2049
Q6 Q5 et (chaque groupe de pathologie)

Xo (18188) = 51
X P (1586) = 3

X v(154657) = 19
X & (5657) = 31

X € (1685) = 0

LiISTING: CF ANNEXE

Au total, 131 (=51+3+19+31-3 doublons) références ont donc été demandées en télédéchargement
dans ie format “Short* ( N° de référence interne _ Noms des Auteurs _ Adresse _ Titre _ Source )
Prix de linterrogation; 33.6 fr suisse, soit ~ 132 Fr.

Finalement, 12 d'entre elles ont été séiectionnées pour étre commandées, d'apres leur intérét et pour

la rédaction du travail de synthése.

2.5.Conclusion:

En supplément des 2 articles de base publiés par I'équipe de Mr Mouchiroud, 14 (ccop) + 12
(MEDLINE) références sont apparues pertinentes.

Cependant, sur ces 26 articles, choisis pour 'analyse, 2 n‘ont pu étre obtenus:

- L'un (34) étant non localisé en France,

- L'autre (35) étant trop récent pour étre localisé a la bibliothéque universttaire.
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3. ANALYSE:

3.1.Introduction

Rappels sur 'hématopoiése:
Chez I'homme, I'hématopoiese médullaire assure, journellement, le renouvellement de plusieurs
dizaines de milliards d'éléments figurés du sang. Ceux-ci comprennent 8 différents types de cellules
sanguines, toutes dérivées de mémes cellules souches hématopoiétiques localisées dans la moelle
osseuse. Les cellules médullaires érythropoiétiques se reépartissent en 3 compartiments d'importance
inégale;
- Les ceilules souches pluripotentes, qui sont capables, seules, de reconstituer définitivement et
efficacement I'hématopoiése aprés transplamiation a un individu létalement irradié. Elles assurent la
pérennité de toutes les cellules du sang par leur capacité d'autorenouvellement, et engendrent des
cellules progénitrices, engagées de maniére irréversible dans I'une ou I'autre des lignées sanguines.
Certaines cellules souches pluripotentes (Colony Forming Unit- Granulocyte Erythrocyte Macrophage
Megakaryocyte (CFU-GEMM), ou CFU-Mix) peuvent, cependant, donner in vitro des colonies de
cellules multidifférenciées.
- Par opposition, les progéniteurs unipotents qui perdent progressivement leur capacité
d'autorenouvellement ne se différencient que selon un nombre reduit de lignages (lignées myéloide,
granulocytaire, monocytaire, megakariocytaire, ou érythrocytaire). lis peuvent étre détéctés grace a
leur capacité & engendrer des clénes de cellules différenciées, in vitro, en milieu semi-solide
(méthylcellulose ou agar), et en présence de facteurs de croissance specifiques stimulants (Colony
Stimulating Factors, Interleukines, ou cytokines) (1). Ainsi, pour la lignée érythroblastique, deux types
de progéniteurs ont été bien définis:

- les BFU-e (Burst Forming Unit-erythroblast), plus précoces, donnant naissance, en 7 jours de
culture a des colonies multicentriques de plusieurs centaines de petits globules rouges.

- et, les CFU-e (Colony Forming Unit-erythroblast), population plus mature, donnant en 48

heures de culture, 8 4 64 globules rouges. (2)
- Les précurseurs hématopoiétiques, cellules sanguines mdres, qui sont déja reconnaissables
morphologiquement, et majoritaires dans la moeile, ot elles vont maturer avant d'étre déversées dans
le flux sanguin (Cf Schéma, page suivants).
Cette organisation du systéme hématopoiétique, associée a l'action concertée de nombreuses
cytokines, assure non seulement son homéostasie, mais permet également [l'ajustement de la

production des celiules sanguines aux besoins parfois tres fluctuant de l'organisme (hémorragies,

anémies...)



Schéma de 'hématopoiése chez Fhomme
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Régulation de I'érythropoiése par I'érythropoiétine:

L'érythropoiétine (Epo) est la principale hormone responsable de la régulation de I'hématopoiése. Son
existence f(it établie dans les années 50 (1950, Reissman- 1957, Jacobson- 1966, Schooley). Puis, sa
structure et sa physiologie furent étudiées (1977, Miyake -purification). If s'agit d'une glycoproteine
circulante de 34 KDaltons et 156 acides aminés, dont la glycosylation est absolument nécessaire pour
son activité biologique in vivo. Sa 1/2 vie naturelle serait ainsi, d'environ 4 & 5 heures. Chez l'adulte,
elle est synthétisée principalement par le rein, avec une variation circadienne de sécrétion, tandis que
durant la vie foetale, elle serait surtout produite au niveau du foie. (3)

L'érythropoiétine agit par fixation sur les récepteurs des précurseurs érythropoiétiques,
essentiellement les CFU-e dont elle induit la prolifération, la différenciation et la maturation. Le
développement des précurseurs plus immatures, c'est a dire des BFU-e, quant a lui, s'avére
relativement résistant aux effets de ['érythropoiétine, et nécessite aussi d'autres facteurs de
croissance (que l'on désigne pour cette raison molécules & activité BPA pour Burst Promoting
Activity), comme ['Interleukine 3 (IL 3) ou le Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating-Factor (GM-
CSF). On distingue les BFU-e 'précoces' ne répondant pas encore a I'érythropoietine contrairement
aux 'tardives'. En outre, d'autres cofacteurs érythropoiétiques tels que le fer, 'acide folique, et la
vitamine B12 sont aussi nécessaires a une érythropoiése normale. (4)

La régulation du taux d'érythropoiétine sérique est inversement proportionnelle au niveau
d'oxygénation cellulaire du rein, apprécié par les capteurs de la pression partielle en oxygene (PO2).
En cas d'hypoxie (altitude, insuffisance respiratoire...), 'organisme réagit par un accroissement de la
sécrétion déterminant une augmentation des hématies et donc de l'oxygéne fixé. Inversement, une
élévation de la PO2 (hypertransfusion...) sera suivie d'un ralentissement de ia production d'Epo. La
relation; niveau d'Epo sérique/ hémoglobine du sang, est actuellement, également bien exploitée en
diagnostic clinique (5). Outre le cas des patients anémiques, privés d'érythropoiétine, on a pu
observer, par exemple, que les taux d'érythropoiétine serique tendent & devenir anormalement faibles
chez les patients souffrant d'anémie chronique liée aux cancers, au SIDA ou aux polyarthrites
rhumatoides. En revanche, on rencontre des taux trop élevés dans certains cas de myélodisplasie,

d'anémie sévere aplasique, et, curieusement chez les sidéens traités a la zidovudine (4).

Applications thérapeutiques de I'érythropoiétine:

L'obtention stable, par le génie génétique, de nombreux facteurs de croissance, permet aujourd'hui,
aux essais thérapeutiques de se multiplier. Ainsi, depuis le clonage du géne de I'érythropoiétine, on
produit de I'Epo recombinante humaine (rHuEpo), maintenant préscrite sous plusieurs formes
pharmaceutiques. Cette érythropoiétine (rHuEpo), est largement adoptée dans le traitement des
anémies liées aux insuffisances rénales, avec des résultats significatifs.

Comme nous le verrons, la prescription d'THukpo est aussi étudiée dans les cas d'anémie avec SIDA,
cancer, polyarthrite rhumatoide et prématurité. Mais, elle peut également trouver de potentielles

applications cliniques dans d'autres contextes; -chez les malades ne pouvant étre transfusés pour
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problémes immunologiques, -chez les patients atteints de sévéres anémies dues & une atteinte
primaire de la moelle (myelodysplasies, apasies), -chez les témoins de Jéhova, refusant toute
transfusion sanguine homologue, -chez les personnes thalassémiques, pour lesquelles il a été
montré, que de hautes doses d'THUEpo augmentent la production d'hémoglobine F foetale (4). Clest,
d'autre part, un facteur de production sanguine utilisé pour les autotransfusions pré- et post-opératoire
afin de limiter les risques d'histoincompatibilité. (5)

La correction de 'anémie est accompagnée d'un accroissement du nombre des BFU-e et des CFU-e
de la moelle, chez les patients anéphriques. On observe alors, en réponse a ce traitement, une
diminution ou une élimination de la dépendance aux transfusions sanguines et donc, une diminution
des risques d'hypoferritinémie et d'histoincompatibilité. 4

Excepté quelques problémes secondaires liés & une reconstitution hématopoiétique imparfaite,
l'administration d'rHuEpo apparait stre avec un rapport; risques/ bénéfices, satisfaisant. Aucun
probléme de toxicité significatif n'a été observs (tension, coagulation, immunité, allergie).

Cependant, Sun C.H. & coll. ont comparé I'efficacité d'injections de grandes quantités d'Epo exogéne,
par rapport a une greffe de reins, dans la correction des anémies de patients anéphriques. Les
auteurs remarquent que lorsque I'apport d'Epo est endogene, la restauration de I'érythropoiése est
bien meiileure. lis en déduisent que la fonction rénale améliorerait donc la réponse hématopoiétique a
I'érythropoiétine, sans doute grace a des mécanismes de potentialisation par des molécules a activité
BPA (Burst Promoting Activity) (7). Ceci rejoint les expériences in vitro montrant que le
développement des progéniteurs medullaires érythroblastiques (BFU-e & CFU-e) serait potentialisé
par des interactions avec les ceilules stromales, mais aussi, par des cofacteurs rénaux autres que

I'érythropoiétine. (2-6)

La découverte des facteurs BPA, dont I'activité est décrite ci-dessus, serait particulierement
intéressante afin d'améliorer les traitements a base d'tHuEpo, extrémement couteux et permanents.
Le travail de synthése bibliographique qui m'a été confié, entre dans le cadre des différentes
applications cliniques de ['érythropoiétine. I est, notamment, accés sur les possibilités, citées dans la
littérature, de combiner I'Epo avec d'autres cytokines potentialisatrices, dans les traitements des
anémies. Vu I'étendue de cette recherche, nous nous sommes limités au cas des primates, et in vivo.
En effet, I'équipe de recherche du Pr Blanchet, pense étre la premiére a avoir mis en évidence, dans
des extraits rénaux murins, une nouvelle activité érythropoiétique stimulant spécifiquement la
prolifération des BFU-e ‘tardives’. L'expioitation de cette découverte pourrait étre son utilisation en
clinique conjointement & I'érythropoiétine, tout au moins, envisagée chez les patients anephriques, (et,
si possible, avec dépot d'un brevet, ce pourquoi, il faut faire preuve de priorité). Ainsi, verrons nous
successivement, la description détaillée de ce nouveau facteur produit par le rein. Puis, nous
passerons en revue les différents cadres d'application thérapeutique de I'érythropoiétine, et enfin, les
études sur son utilisation ciinique en association avec d'autres molécules & activité BPA, ayant fait

I'objet de publications scientifiques.

10
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3.2.Les activités de type BPA (Burst Promoting Activity)

3.2.1. Existence dans les extraits rénaux d'une nouvelle activité
érythropoiétique stimulant la prolifération des BFU-e 'tardives'

Les travaux de Royet J. & coil. ont permis de mettre en evidence, dans des extraits de cellules
rénales de souris, une molécule, dénommée MBPA (pour 'Mature' BPA, en anglais), en raison de sa
grande spécificité d'action sur une sous-classe de progéniteurs; les BFU-e ‘'tardives'. De plus, comme
I'Epo, le MBPA est la seule autre activité hématopoiétique décrite, également produite par le rein, et
dont la synthése est régulée de fagon physiologique, en fonction de I'état érythropoiétique de I'animal.
Comme ['érythropoiétine, il est augmenté en cas d'anémie, et diminué lors d'une forte polyglobulie.
Grace a des tests in vitro, et 4 des essais de neutralisation antigénique, il a été démontré que le
MBPA présente des caractéristiques d'activité qui ne sont partagées par aucune des cytokines
actueilement connues (IL3, GM-CSF, iL4, HILDA). Ainsi, sa spécificité d'action sur les BFU-e
tardives', (sans altérer les autres progéniteurs), est tout a fait unique. Cependant, seule la purification
biochimique du facteur permettrait de certifier sa véritable originalité.

L'ensemble de ces résultats conduit les auteurs & penser que le MBPA est un facteur original,
impliqué dans I'érythropoiése in vivo. En effet, son injection provoque une augmentation transitoire,
mais importante de la population des progéniteurs éryhtropoiétiques spiéniques du receveur. (2-6)
Suite a la publication de larticle de Royet J. dans Blood, des expériences de purifications
biochimiques de cette activité MBPA ont été entreprises. Et, de nouveau, l'efficacité du produit semi-
purifié a été redémontrée in vivo chez la souris.

Une activité hématopoiétique similaire a, d'autre part, été découverte in vitro chez 'homme (dans des
lysats de cellules de reins humains). L'équipe du Pr Blanchet cherche actuellement & obtenir un cléne

de cellules humaines, productrices de cette activité BPA.

3.2.2. Description d'une activité BPA analogue chez le porc

Une activité BPA analogue a récemment été décrite par Kashiwakura |. & coll. Les auteurs ont
éxaminé l'effet d'extraits de rein de porc (Porcine Kidney Extract (PKE)) sur la croissance de
progéniteurs érythroides en culture. L'addition de PKE aux colonies BFU-e se traduit par une
potentialisation de leur activité. Cet effet a été comparé a celui d'autres facteurs de croissance
érythroides bien connus, tels que; IL3, GM-CSF, et G-CSF. Seule IlL3 présente une activité BPA
potentielle impliquant la croissance des BFU-e dans les méme conditions expérimentales, et conduit
au maintien des BFU-e en association avec ['érythopoiétine. En revanche, l'addition d'Epo aux
cultures traitees au PKE ne permet pas le maintien des BFU-e. Ces résultats suggeérent donc que le
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PKE aurait bien une activité promotrice des 'bursts'. Cependant, cette activité BPA serait différente de
celle décrite par Royet J. & coll., car le PKE parait agir sur les BFU-e ‘précoces’. (33)

3.3.Etude de l'activité in vivo des différentes cytokines de différentiation
érythropoiétique, et de leurs possibiiités d'appiication clinique

Les facteurs de croissance et les interleukines en général régulent la prolifération, la différenciation, et
I'activation des nombreuses lignées de cellules hématopoiétiques. L'obtention possible de ces
facteurs recombinants en grandes quantités, a ouvert la voie aux études in vivo, avec la perspective
de traitements thérapeutiques dans les désordres hématologiques. lls sont, généralement, bien
tolérés aux doses ou il existe une stimulation effective de I'érythropoiése. Par ailleurs, la trés faible
durée de vie de ces cytokines lors de leur injection in vivo a posé le probléme du maintient d'un taux
élevé de ces facteurs de croissance dans l'organisme au cours du traitement. Ce probleme a souvent
été résolu par des injections répétées. (6-10)

L'utilisation de ces cytokines a permis, grace aux améliorations qu'elle apporte dans la reconstitution
hématopoiétique des personnes traitées par chimiothérapie, une intensification en doses et en temps
de ce type de traitement. Elle a donc conduit, in vivo, & une diminution de la mortalité due aux
insuffisances de I'hématopoiese. (10-11)

D'autre panrt, les études in vitro de ces facteurs de croissance ont montré que leur utilisation combinée

apparait plus efficace, (par un effet de synergie), que leur administration seule. (11)

3.3.1. Revue des differentes possibilités de traitement avec
I'érythropoiétine recombinante humaine (rHUEpo)

Le premier cas d'application thérapeutique de ['érythropoiétine in vivo, chez I'homme, a été le
traitement de patients souffrant d'anémie liée a une insuffisance rénale chronique. Chez ces
personnes, trés régulierement dialysées, il a été prouvé que I'utilisation clinique d'rTHuEpo permet de
réduire 'anémie, on observe alors, une élévation du hombre des progéniteurs érythroides (BFU-e &
CFU-e) dans la moelle. Un traitement a des doses comprises entre 40 & 120 U/kg 3 fois par semaine,
permet d'augmenter significativement le nombre des BFU-e circulantes et des CFU-GEMM aprés une
semaine de thérapie. La proportion d'érythroblastes, I'hématocrite (Ht) et I'hémoglobine sanguine
augmentent également. En revanche, les GM-CFU ne sont pas significativement touchés. (12-20)

Cependant, d'autres applications cliniques de I'érythropoiétine ont été envisagées avec plus ou moins

de succés, ces analyses sont décrites dans la littérature.
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3.3.1.1.  Myélodysplasies:
D'aprés Greenberg & coll., l'utilisation d'Epo en association a d'autres facteurs de croissance
permettrait d'obtenir une reversion compléte des anémies myelodysplasiques. (16)
Dans ce type de syndréme, dont l'une des principales manifestations est souvent l'anémie, les effets
de l'administration d'fHuEpo ont été étudiés au niveau de la stimulation de la lignée érythroide.
Pourtant, méme a hautes doses (640 U/kg - 3 fois par semaine), seul un faible taux de réponse, au
niveau de I'élévation de la concentration en hémoglobine, a été observé, et uniquement chez des
patients developpant en méme temps de sévéres leucémies. Des investigations plus profondes
seraient donc nécessaires pour clarifier si I'rHuEpo n'accroit pas aussi le risque de prolifération des
cellules malignes. (13)
Dans une autre étude, I'administration a la fois en intraveineuse (1V) (600-1500 & 3000 U/kg/semaine)
et en sous-cutanée (SC) (560 U/kg/semaine) a permis, sans que I'on explique bien pourquoi, d'obtenir
un résultat significatif chez certains patients avec une diminution Ou une suppression de la
dépendance aux transfusions et une élévation du taux d'hémoglobine (Hb) supérieur ou égal a 15 a/l.
A l'avenir, des études plus vastes devraient permettre de determiner plus précisément les critéres de
réponse a ce traitement. (14)
Par ailleurs, Shepherd & coll. encouragent également ce mode d'administration en sous-cutané (SC),
afin d'obtenir de bons résuitats dans les soins des myélodysplasies. (15)

3.3.1.2. Anémies:

Des essais cliniques (50 a 150 U/kg/j d'THEpo en SC 5 fois par semaine) ont été menés afin d'évaluer
la capacité de I'™HUEpo & renverser les anémies réfractaires dans les désordres hématologiques. Les
résuitats ont été mesurés par ['élévation de 'hémoglobine sanguine sans transfusion. (17)

Les patients atteints de syndrémes myéloides (lymphomes, gammopathies, leucémies), et touchés au
niveau des cellules souches hématopoiétiques, sont, cependant, peu sensibles a cette thérapie. Ce
traitement permet une diminution de la dépendance aux transfusions. Mais, il n'augmente pas la vie
des globules rouges, et peut accélérer le turn-over du fer globulaire. La lignée megakariocytaire peut
également parfois étre touchée avec une augmentation du taux de plaquettes sanguines. (17-18-19)
Les données suggérent que les malades anémiques souffrant de désordres lymphoprolifératifs
(exposés & des chimiothérapies) et, présentant des réponses inappropriées & I'érythropoiétine
endogéne (érythropoiése faiblement active) peuvent bénéficier de cette thérapie efficace et curative.
Enfin, il a été montré, que les non-réponses a I''HuEpo, fréquentes dans les anémies non associées 3

des problémes rénaux, peuvent avoir pour cause une déficience fonctionnelle en fer. (17-19)
3.3.1.3. Transfusions

La pratique courante des transfusions connait aujourd'hui un récent déclin étant donné les risques

dinfections. Les cliniciens disposent alors de différentes stratégies selon les cas cliniques,
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notamment, l'administration d'rHuEpo en pré- et post-opératoire pour diminuer ['Utilisation des
hématies hétérologues. (21)

Chez les Témoins de Jéhova, par exemple, la religion interdit tout type de transfusion, excepté
l'autotransfusion. Elle autorise, néanmoins, I'utilisation de composés biologiques. Pour les malades
nécessitant une opération, I'utilisation d'rHuEpo pendant 2 & 3 semaines autour de l'intervention est,

alors, le seul traitement alternatif, afin de faire monter significativement le taux de globules rouges et

leur hématocrite. (22)

3.3.1.4. SIDA:
Les mécanismes troublant I'hématopoiése dans le SIDA sont encore peu clairs. Il apparait, que si le
virus est capable d'atteindre les cellules de la moelle, cela reste relativement rare. La production des
facteurs de croissance et d'inhibition est toutefois perturbée (GM-CSF, G-CSF, IL6, TNFy, TGFB).
Des hypothéses concernant la production d'anticorps et des variations du microenvironnement sont
également avancées.
L'utilisation de tout facteur de croissance en cliniqgue, doit donc, avant tout, s'accompagner de
I'assurance que ces cytokines n'ont pas d'effet positif sur la réplication du virus HIV. En l'occurence, le
métabolisme de certains antiviraux comme I'AZT, parait activer les effets des cytokines (en particulier,
le GM-CSF).
L'utilisation d'rHUEpo a alors été testée dans un essai en double aveugle.( Cette thérapie ne s'est pas
avérée toucher la replication du virus HIV in vitro, ni in vivo). Il est curieux d'observer que le traitement
réduit le besoin en transfusion et éléve 'hématocrite des sidéens anémiés traités a I'AZT, alors que
ieur taux en érythropoiétine endogéene est déja elevé.
Une premiére étude de combinaison de I'érythropoiétine avec le G-CSF a donné des résultats
efficaces sur l'activation de l'érythropoiése. Par ailleurs, il serait intéressant de déterminer si
linterleukine 3 (IL3) agit également en synergie avec I'érythropoiétine plasmatique, puisque I'lL3 est
active sur les progéniteurs précoces alors que I'Epo l'est a un stade plus tardif.
La toxicité des produits antiviraux, antibiotiques et des chimiothérapies a, de plus, un effet néfaste sur
'nématopoiése. Les facteurs de croissance hématopoigtiques permettent de mieux supporter ces
soins. Mais, il reste a démontrer que leur utilisation augmente ['espérance de vie, bien gu'ils soient, de

toutes les fagons, interressants a terme dans les soins palliatifs. (23)

3.3.1.5. Traitement des anémies induites par le TNF (& I'IL.1):
L'anémie des maladies chroniques est parfois associée a des conditions dans lesquelles les
macrophages sont activés et produisent des facteurs de nécrose tumoraux (TNF). Les effet du TNF
ont été analysés chez des souris Nude inoculées avec des cellules CHO exprimant le géne humain du
TNF, par rapport a des souris contréle auxguelles on a injecté uniquement le vecteur de transfection.
Les souris TNF deviennent alors rapidement réticulocytopéniques (2.6+-7% de réticulocytes et
Ht=28.4+-1.7% contre 7.3+-4% de réticulocytes et Ht=46+-8% chez les témoins). Cette anémie est
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d'autre part souvent accompagnée de faibles taux en fer, et d'une thrombocytopénie. Les niveaux de
BFU-e et CFU-e de la moelle et la rate sont profondément diminués. Cependant, le traitement par
I'rHuEpo permet quasiment de renverser I'érythropoiése inhibée chez les souris TNF. (30)

L'injection de TNF exogéne chez les souris provoque, de méme, une anémie chronique, avec
diminution importante des CFU-e spléniques et medullaires. Le TNF peut donc servir de mediateur
dans la répression de I'érythropoigse, ainsi linjection d'IL1 induit une production de TNF qui, elle-

méme, affecte le développement des progéniteurs érythropoiétiques. (6)
La prescription d'lL1c recombinante (0.03 & 10 pg/kg/j en IV) a des patients avec une sévére anémie

aplasique ne provoque en effet, aucun changement significatif dans le sang périphérique des
malades. Une réponse des cellules progénitrices a rarement été notée au niveau de la moelle. En
revanche, de nombreux effets secondaires tels que fiévre, fatigue, nausées, maux de téte et

hypotension apparaissent. (31)

En conclusion, on peut donc noter que I'Epo voit son cadre d'application toucher un contexte ciinique
beaucoup plus vaste que celui, seul, des anéphries, comme cela était le cas a l'origine. D'autres
applications thérapeutiques restent, de plus, probablement, encore a exploiter (infections
hématologiques parasitaires). A linverse, certaines expériences, telles que l'étude de I"influence de
différents régimes d'endurance physique sur la concentration en érythropoiétine sérique, ont déja
donné des réponse négatives ou nulles sur les effets de I'Epo. En effet, les résuitats indiquent que
I'exercice n'a pas d'effet direct sur la teneur en érythropoiétine sérique. Et, I'élévation du nombre de
réticulocytes et de I'hémoglobine aprés exposition a des conditions d'hypoxie ( PiO2=92 mmHh), au
repos, ou avec un travail sous-maximal (60 mn & 60% des capacités maximales), n'a aucune
corrélation, non pius, avec la concentration en érythropoiétine, mais pourrait simplement résuiter

d'une hémodilution plus importante. (32)

3.3.2. Revue des différentes combinaisons Epo/ molécules a activité
BPA utilisables en thérapie

Les activités BPA de certaines cytokines, et i'action de I'érythropoiétine a un stade de différenciation
tardif sur les jeunes précurseurs érythroides, étant démontrées in vitro, comme in vivo, il était logique
d'étudier in vivo la possibilité de traitements combinés, dans lesqueis I'Epo est associée a des BPA,
qui augmentent la quantité de celiules cibles de I'éryhtropoiétine.

3.3.2.1. Interleukine-6 (IL6):
Bien que l'interleukine-6 humaine n'ait aucune activité BPA in vitro, linjection pendant 4 jours d'lL6
humaine, induit chez la souris receveuse, une augmentation des BFU-e de la moelle osseuse et de la

rate. Une simple injection dIL6 par voie intraveineuse provogque une réticulocytose rapide mais
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transitoire méme iorsque les injections sont maintenues pendant plusieurs jours. La méme expérience
faite avec de I'Epo induit généralement une réticulocytose qui toutefois se maintient aussi longtemps
que l'on poursduit les injections. L'IL6 semble donc capable d'agir in vivo sur certains progeniteurs

unipotents et pourrait agir comme facteur de différenciation. (6)

3.3.2.2. G-CSF & GM-CSF:
L'érythropoiése humaine in vivo est activée significativement par I'administration de G-CSF (100
ug/m2 en IV pendant 3 & 5 jours). Toutefois, ce mécanisme n'induit pas d'accroissement de
['érythropoiétine. Ces données mettent donc en évidence un effet direct du G-CSF sur la lignée
érythroide. (24)
En combinaison avec de ITHUEpo chez des patients anémiés sidéens, le G-CSF recombinant
influence positivement la production des BFU-e, des réticulocytes et de I'hémogiobine (avec une
augmentation de la capacité de fixation du fer). (25)
Chez les malades atteints d'anémie aplasique, cette association permet un rétablissement des 3
lignées sanguines (érythroide, granulocytaire, et mégakaryocitaire) sans effets secondaires. Le
mécanisme d'amélioration de la thrombopoiése est peu clair, mais on peut donc concevoir que le G-
CSF agit sur la prolifération d'un précurseur commun a toutes les lignées hématopoiétiques. (26)
Au niveau de la moelle, les cellules myéloides qui semblent le plus se différencier, en réponse au GM-
CSF, sont celles situées proche du trabécule de I'os. Cependant la lignée érythrocytaire n'est pas la
plus touchée, a l'inverse de celles granulocytaires neutrophile et eosinophile. (27)

3.3.2.3. Activine:

L'Activine A s'est avérée avoir un effet BPA in vifro sur I'érythropoieése, et jouer aussi un réle, in vivo,
chez des souris normales, ou rendues anémiques par saignée. Aprés injection pendant 7 jours
d'Activine A humaine aux souris, les précurseurs érythroides (BFU-e & CFU-e) augmentent toujours
significativement dans la moelle des receveurs, avec un effet dose-dépendant. Au niveau spiénique,
en revanche, seul le taux des CFU-e des animaux rendus malades s'éléve. Par ailleurs, Makoto S. &
coll. ont également observé que les valeurs sériques physiologiques en Activine (déterminées par des
essais biologiques), des patients atteints d'insuffisance rénale, sont réduites (<1.2 ng/ml) par rapport a
la normale (~8.3+-4.6 ng/ml), et insuffisantes pour stimuler I'érythropoiése. Des analyses
biochimiques plus approfondies, telles que 'HPLC, ont révélé, par la suite, que les sérums des
patients anéphriques contenaient, en fait, autant d'Activine que ceux des normaux, et, que la
différence observée s'explique par la production au niveau des quantités produites, par le rein, en
inhibiteurs spécifiques régulant la potentialité de 'Activine A in vivo. Ces données suggerent donc la
possibilité pour I'Activine A de participer & la régulation de I'érythropoiese, mais ['existence d'une
synergie avec I'érythropoiétine n'est pas démontrée. (28-29)
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3.4.Conclusion

De par son originalité, la mise en évidence du MBPA par I'équipe de recherche du Pr Blanchet
pourrait donc ouvrir des perspectives thérapeutiques importantes dans le traitement des anémies.

En effet, si lI'érythropoiétine s'avére suffisante a corriger les désordres hématologiques associés aux
anéphries, et bien que son utilisation clinique n'ait pas, non plus, d'effets secondaires ennuyeux, ce
traitement doit étre prescrit a vie, et reste, de ce fait, trés couteux. Il paraitrait donc intéressant de
pouvoir potentialiser la réponse a I'Epo grace a un cofacteur dont le réle serait d'amplifier le nombre
de cellules répondeuses. Ainsi a-t-on penser a tester des cytokines, dont on sait gu'elles stimulent in
vitro I'érythropoiese: certaines combinaisons, telles qu' avec I'lL6, le G-CSF ou le GM-CSF, sont déja
apparues efficaces, mais aucune n'est entierement spécifique de I'érythropoiése. C'est dans ce cadre
de traitement d'appoint, que le MBPA semble alors pour l'instant étre le meilleur adjuvant de I'Epo,
étant donnés son origine rénale (régulée physiologiquement), et son importante spécificité d'action,
permettant d'amplifier d'autant plus précisément l'impact de I'érythropoiétine sur la iignée érythroide.
Ces donnees sont, également, en accord avec les observations faites par Sun C.H. & coll., qui
suspectaient I'existence d'un cofacteur endogéne produit par le rein pour potentialiser I'érythropoiése.
Tous ces résultats permettent & I'équipe du Pr Blanchet de rester optimiste quant aux possibilités, a
venir, d'utilisation du MBPA, en médecine.

De plus, I'étendue des perspectives d'applications cliniques de I'érythropoiétine ne se limitent plus
seulement aux insuffisances rénales. Mais, celles-ci s'étendent aussi a d'autres traitements
complémentaires, concernant, tous les problémes (immunologiques et autres) dis aux transfusions
(ou polytransfusions), les soins associés aux interventions chirurgicales, les sidéens, et/ou les
atteintes canceéreuses ou génétiques de la lignée érythroide. La disponibilité d'un cofacteur spécifique
de potentialisation, qui permettrait de parachever les traitements & I'Epo, est donc, sans plus de

doute, trés recherchée.
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