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TITRE - SUJET: 
R6pertoriation des cytokines de potentialisation de l'6rythropoietine testees in vivo chez les primates. 

Etude du cadre d'application clinique; Cas necessitant 1'utilisation de cofacteur de l'erythropoietine. 

1. INTRODUCTION - PRESENTATION: 
Cette note de synth6se a ete effectuee dans ia cadre de la decouverte d'un cofacteur original de 

potentialisation de l'<§rythropoietine (en vue d'un depot de brevet), pour Mr Mouchiroud, laboratoire de 

g6netique moleculaire et cellulaire, CNRS UMR 106, Universite Claude Bemard, Lyon 1. 

- RESUME (ABSTRACT): 

L'6quipe du Pr Blanchet a deccuvert une activite MBPA (Mature Burst Promoting Activity), des les 

extraits r^naux de souris, potentialisani la proliferation de progeniteurs erythroides specifiquement au 

stade BFU-e tardif. 

Dans l'objectif de pouvoir utiliser ce produit en medecine, une recherche bibliographique a et6 faite sur 

les cadres d'application clinique (myelodysplasies, anemies, transfusions, SIDA, TNF), en 

d6veloppant les possibilites de combinaison erythropoletine (Epo)/ molecules a activit6 BPA (IL6, G-
CSF, GM-CSF, Activine) utilisables en therapie. 

Les perspectives therapeutiques de prescription de l'Epo s'etendent bien au dela du cas des patients 

souffrant d'anemie liee a une insuffisance renale, et le MBPA parait etre le meilleur adjuvant potentiel 

de l'Epo en traitement d'appoint, etant donne sa production renale regulee physiologiquement et sa 

grande specificit§ d'action sur les jeunes progeniteurs (BFU-e) de la lignee erythroide. 

PESCRIPTEURS j. Hematopoiese. -Erythropoietine, -Cytokine, -in vivo, -Primate, -Th6rapie. 

KEYWORDS 1 Hematopoiesis, -Erythropoietin, -Ccytokine, -in vivo, -Primate, -Treatment. 
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2. STRATEGIE DE RECHERCHE: 

2.1.lnterrogation de ia base PASCAL par ie serveur DIALOGUE D 1'ENSSIB: 
PASCAL: 
Base de donnees bibliographique multidisciplinaire developpee depuis 1973 par Ie CNRS. Elle recense -3000 
periodiques, theses ou ouvrages dans le domaine medical. 

Recherche faite dans le cadre des Travaux Pratiques, malheureusement un virus s'etant insinue sur la 

disquette de tel6d6chargement au moment de la relecture, le resultat a ete inexploitable. 

Remarque; J'aurai pu reinterroger cette base en utilisant le service videotext (code d'acces 

36.29.36.01 PASCAL), mais d'autres opporiunites se sont presentees et cette etape a ete abandonnee. 

2.2.1nterrogation de la base Biosis par le serveur QUESTEL a 1'URFIST: 
BI0SIS: 
Base americaine de donnees depuis 1969, recensant -9000 periodiques, congres, rapports... et brevets, traitant 
de biologie humaine, animale, ou vegetale, egalement tournee vers la recherche fondamentale. 

Recherche effectuee en Fevrier 92. 

La stratdgie de recherche a ete elaboree a partir de 1'utilisation du th6saurus; des "concept-codes" ont 

6te envisages pour restreindre la recherche a un domaine, ou pour obtenir "l'explosion" d'un terme. 

L'interrogation a et6 faite directement sur; -les mots du titre, du resume et les descripteurs, (exceptes 

certains mot-cles limites a un champs precis) 

Equations de recherche: ? Masque (troricature de 1 caractdre) 
BC=86215 "Biosystematic Code' ou "Super-taxonomy", = Hominidae 
DE Champ Descripteurs 

Question: Reponses: Descripteurs: 

Q1 2948 Cytokine?/DE 

Q2 3134268 BC=86215 

Q3 2020 Erythropoietine/DE 

Q4 1645 in (w) vivo 

Q5 1094 Q2 and Q3 

Q6 5 Q5 and Q1 

Certaines etapes (par exemple in vivo) n'ont finalement pas ete utilisees, vu Toccurence de la derniere 

question d6jd tres selective. Cest 6gaiement le cas des "Concept codes"; -CC=22008 soit Blood & 

hematologic agents, et CC=15004 soit Blood cell studies. 

Sur les 5 r6f6rences obtenues, une seule parait pertinente sur le traitement des myelodisplasies. Elle 

sera retrouv6e plus tard sur le listing MEDLINE. 
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Cependant, les deux tires-a-part (que m'a donnes Mr Mouchiroud) me servant de point de reference 

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

Nous avons alors d'autre part recherche si les articles publies par l'equipe de Mr Mouchiroud sur ce 

sujet 6taient repertories dans cette base. Nous n'en n'avons trouve qu'un, dont nous avons demande 

le format complet pour etudier son indexation. 

Le codt de consultation de cette base etant assez eleve, nous avons limite en temps l'interrogation 

(recherche offerte par 1'URFIST). Celle-ci a donc et§ interrompue, bien que nous aiilons pu i'elargir en 

tronquant erythropoie*. Toutefois, elle m'a quand meme permis de mieux cibler les descripteurs que je 

devrais utiliser par la suite. 

2.3.lnterrogation des CURRENT CONTENTS sur DISQUETTE: 
CCOD (Current contents on diskette) _ Life Sciences: 
Revue de sommaires, hebdomadaire, publiee par 1'institut dinformation scientifique americain, repertoriant 1200 
des plus importants journaux dans le domaine des sciences de la vie. Accessibie sur disquette avec le logiciel 
d'exploitation correspondant. 

Le profil de recherche automatisee sauvegarde a ete le suivant: 

Descripteurs: 

Erythropoie* 

Hematopoie* 

( * Troncature illimitee) 

Question: Champs: 

Q1 Basis 

Q2 Basis 

Q3 Set-No 

Q4 Basis 

Q5 Basis 

Q6 Set-No 

Q7 Basis 

Q8 Basis 

Q9 Basis 

Q10 Set-No 

Q11 Set-No 

Q12 Set-No 

Q13 Set-No 

Q14 Author 

Q15 Author 

Q16 Set-No 

Q17 Set-No 

I or2 
lnterleukin-3 or lnterleukin-4 or lnterleukin-6 or lnterleukin-9 or GM-CSF or 
G-CSFor M-CSF 
Colony stimulating factor or EPO or Cytokin* or Growth factor or Activine 
or Lymphokin* 

4 or5 

Anemia or Kidney failure 

Arthritis or Rheumatoid 

Acquired immunodeficiency syndrome or AIDS 

7 or 8 or 9 

3and 6 

3 and 10 

6and 10 

Ganser.A* or Adamson.W* or Yu,J 

Kashiwakura,l* or Murakami.M* or Hayase.Y* or Takagi.Y* 

II or 12 or 13 

14or15 
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Sur 4 mois le nombre de references selectionnees 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 ete jugees pertinentes et commandees pour le travail de synthese. 

2.4.lnterrogation de la base MEDLINE par le serveur DATA-STAR: 
MEDLINE: (MEDical literature analysis & retrieval system onLINE) 
Base de donnees produite par la National Library of Medicine de Bethesda (USA), en ligne depuis 1966, 
recensant -3200 periodiques. 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 enregistrees 
avec le resume des auteurs. Tous les champs sont interrogeables, les descripteurs sont regroupes dans le 
thesaurus MeSH (Medical Subject Headings) qui fait reference en matiere biomedicale. Medline est geree par 
differents serveurs, et egalement disponible sur CD ROM et accessible partelesysteme (Minitel). 

La stategie de recherche finale a ete affinee peu a peu, avec Tutilisation du MeSH et a partir de deux 

publications de l'4quipe de recherche de Mr Mouchiroud. 

Definitions des descripteurs: 

- Definition de la lignee erythrolde: 

- hematopoietic-stem-cellsf (=5554) Ce terme donnant un ensemble de reponses 

beaucoup trop important a ete elimine. 

Pour limiter les reponses, nous avons utiiise; 

- erythroid—progenitor—cells with DE =133 Terme g6neral, restreint aux effets des substances 

therapeutiques. 

- Burst adj Forming adj Unit$1 = 301 

ou - BFU adj e = 762 Stade precisement interessant ou semble intervenir le 

nouveau facteur decouvert. 

Domaine particulier qui a ete elargi avec; 

- Burst adj Promoting adj Aciivity = 100 

# Eclatement 
/DE Restriction k un champ; DEscripteur 
$1 Troncature d' un caractdre 
ac| Adjacence 
with Restriction h un domaine (subheading); DE = Drug Effects 

- D6finition des facteurs erythropoletiques: 

Le but de la recherche etant d'etre le plus exhaustif possible au niveau des cytokines connues, nous 

sommes restes tres large. 

- Growth-substancesf = 44378 Nous avons utilise un eclatement de terme afin de 

cibler tous les facteurs de croissances existant sans 

diff6renciation. 
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Plus, en particulier; 

- Hematopoietic—cell—growth—factors| = 7568 

ou - Erythropoieiin$1 = 2840 

-- D6finition du modele d'experimentation: 

- human = 1468577 

ou - primotesf = 15679 

Les premieres recherches ayant ete peu satisfaisantes, nous avons finalement decide d'elargir 

6galement au modele experimental de ia souris avec; 

- murin$1 = 22323 

-- Definition des appiications cliniques: 

Les principales appiications cliniques ont ete regroupees en differents ensembles restreints ou non a 

des domaines particuliers (subheadings) en fonction du nombre de reponses obtenues. 

§a onemio with DT = 1215 

kidney—foiiure—chronic = 8577 

diomond odj blockfon = 42 

orthritis—rheumatoid = 8680 

§P AIDS with DT = 238 

Acquired-immunoDeficiency-Syndrome with DT = 1502 

§Y surgery = 141976 

transfusion = 13226 

prematurity = 1490 

§5 leukemia with DT = 5651 

myeloid = 8185 

§e physical—endurance = 1685 

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

N° Question Equations Nbr R6ponses 

Q1 Lignee erythroide ou Facteurs erythropoietiques 43050 

Q2 Q1 et Modele experimentai 30096 

Q3 Limitation de Q2 aux 5 dernieres annees 19925 

Q4 Limitation de Q3 aux articles anglais ou frangais uniquement 18663 

Q5 Q4 et Vivo 2049 

Q6 Q5 et (chaque groupe de pathologie) 

xa (18188)= 51 

x P (1586) = 3 

xy (154657)= 19 

x 5 (5657)= 31 

x e (1685) = o 

LISTING: CF ANNEXE 

Au total, 131 (-51+3+19+31-3 doublons) references ont donc ete demandees en t6l§dechargement 

dans ie format "Short" (N° de reference interne _ Noms des Auteurs _ Adresse _ Titre _ Source) 

Prix de 1'interrogation; 33.6 fr suisse, soit ~ 132 Fr. 

Finalement, 12 d'entre elles ont ete seiectionnees pour etre commandees, d'apres leur interet et pour 

la redaction du travail de synthese. 

2.5.Conclusion: 
En suppl6ment des 2 articles de base publies par l'equipe de Mr Mouchiroud, 14 (CCOD) + 12 

(MEDUNE) r6f6rences sont apparues pertinentes. 

Cependant, sur ces 26 articles, choisis pour Panalyse, 2 n'ont pu etre obtenus; 

- L'un (34) 6tant non localise en France, 

- L'autre (35) etant trop recent pour etre localise a la bibliotheque universitaire. 

7 
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3. ANALYSE: 

3.1.lntroduction 

Rappels sur rhematopoiese: 

Chez I homme, I h6matopoiese medullaire assure, journellement, le renouvellement de plusieurs 

dizaines de milliards d'6lements figures du sang. Ceux-ci comprennent 8 differents types de cellules 

sanguines, toutes d§rivees de memes cellules souches hematopoietiques localisees dans la moelle 

osseuse. Les cellules medullaires erythropoietiques se repartissent en 3 compartiments d'importance 
in6gale; 

Les ceilules souches pluripotentes, qui som capables, seules, de reconstituer definitivement et 

efficacement 1'hematopoiese apres transplantation a un individu letalement irradie. Elles assurent la 

p6rennit6 de toutes les cellules du sang par leur capacite d'autorenouvellement, et engendrent des 

cellules progenitrices, engagees de maniere irreversible dans l'une ou 1'autre des lignees 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 multidiff6renciees. 

Par opposition, les progdniteurs unipotents qui perdent progressivement leur capacit<§ 

d'autorenouvellement ne se differencient que selon un nombre reduit de lignages (lignees myelolde, 

granulocytaire, monocytaire, megakariocytaire, ou erythrocytaire). Ils peuvent etre detectes grace a 

leur capacit6 a engendrer des cldnes de cellules differenciees, in vitro, en milieu semi-soiide 

(m6thylcellulose ou agar), et en presence de facteurs de croissance specifiques stimulants (Colony 

Stimulating Factors, Interleukines, ou cytokines) (1). Ainsi, pour la lignee erythroblastique, deux types 
de progeniteurs ont ete bien definis; 

- les BFU-e (Burst Forming Unit-erythroblast), plus precoces, 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 k 64 globules rouges. (2) 

Les precurseurs hematopoietiques, cellules sanguines rnures, qui sont deja reconnaissables 

morphologiquement, et majoritaires dans la moelle, ou elles vont maturer avant d'etre deversees dans 
le flux sanguin (Cf Sch6ma, page suivante). 

Cette organisation du systeme hematopoietique, associee a l'action concertee de nombreuses 

cytokines, assure non seulement son homeostasie, mais permet egalement 1'ajustement de ia 

production des cellules sanguines aux besoins parfois tres fluctuant de 1'organisme (h6morragies, 
an6mies...) 

8 
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Regulation de 1'erythropoiese par 1'erythropoi'etine: 
L'6rythropoi6tine (Epo) est la principale hormone responsable de la regulation de 1'hematopoi'ese. Son 

existence fOt etablie dans les annees 50 (1950, Reissman- 1957, Jacobson-1966, Schooley). Puis, sa 

structure et sa physiologie furent etudiees (1977, Miyake -purification). II s'agit d'une glycoproteine 

circulante de 34 KDaltons et 156 acides amines, dont la glycosylation est absolument necessaire pour 

son activitd biologique in vivo. Sa 1/2 vie naturelle serait ainsi, d'environ 4 a 5 heures. Chez Tadulte, 

elle est synthetisee principalement par le rein, avec une variation circadienne de secretion, tandis que 

durant la vie foetale, elle serait surtout produite au niveau du foie. (3) 

L'erythropoietine agit par fixation sur les recepteurs des precurseurs 6rythropoietiques, 

essentiellement les CFU-e dont elle induit la proliferation, la differenciation et la maturation. Le 

developpement des precurseurs plus immatures, c'est a dire des BFU-e, quant a lui, s'avere 

relativement resistant aux effets de l'erythropoietine, et necessite aussi d'autres facteurs de 

croissance (que l'on designe pour cette raison molecules a activite BPA pour Burst Promoting 

Activity), comme 1'lnterleukine 3 (IL 3) ou le Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating-Factor (GM-

CSF). On distingue les BFU-e 'precoces' ne repondant pas encore a l'erythropoletine contrairement 

aux "tardives'. En outre, d'autres cofacteurs erythropoietiques tels que le fer, 1'acide folique, et la 

vitamine B12 sont aussi necessaires a une erythropoiese normale. (4) 

La regulation du taux d'erythropoietine serique est inversement proportionnelle au niveau 

d'oxygenation cellulaire du rein, apprecie par les capteurs de la pression pariielle en oxygene (P02). 

En cas d'hypoxie (altitude, insuffisance respiratoire...), Torganisme reagit par un accroissement de la 

secrdtion d6terminant une augmentation des hematies et donc de Toxygene fixe. Inversement, une 

elevation de la P02 (hypertransfusion...) sera suivie d'un ralentissement de la production d'Epo. La 

relation; niveau d'Epo serique/ hemoglobine du sang, est actuellement, egalement bien exploitee en 

diagnostic clinique (5). Outre le cas des patients anemiques, prives d'erythropoietine, on a pu 

observer, par exemple, que les taux d'erythropoietine serique tendent a devenir anormalement faibles 

chez les patients souffrant d'anemie chronique liee aux cancers, au SIDA ou aux polyarthrites 

rhumatoides. En revanche, on rencontre des taux trop eleves dans certains cas de myelodisplasie, 

d'anemie severe aplasique, et, curieusement chez les sideens traites a la zidovudine (4). 

Applications therapeutiques de !'erythropoi'etine: 
L'obtention stable, par le genie genetique, de nombreux facteurs de croissance, permet aujourd'hui, 

aux essais therapeutiques de se multiplier. Ainsi, depuis le clonage du gene de l'erythropoietine, on 

produit de l'Epo recombinante humaine (rHuEpo), maintenant prescrite sous plusieurs formes 

pharmaceutiques. Cette erythropoletine (rHuEpo), est largement adoptee dans le traitement des 

anemies liees aux insuffisances renales, avec des resultats significatifs. 

Comme nous le verrons, la prescription d'rHuEpo est aussi etudiee dans les cas d'anemie avec SIDA, 

cancer, polyarthrite rhumatolde et prematurite. Mais, elle peut 6galement trouver de potentielles 

applications cliniques dans d'autres contextes; -chez les malades ne pouvant etre transfuses pour 
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problemes immunologiques, -chez les patients atteints de severes an6mies dues d une atteinte 

primaire de la moelle (myelodysplasies, apiasies), -chez les tSmoins de J6hova, refusant toute 

transfusion sanguine homologue, -chez les personnes thalassemiques, pour lesquelles il a 6t§ 

montr6, que de hautes doses d'rHuEpo augmentent la production d'h6moglobine F foetale (4). C'est, 
d'autre part, un facteur de production sanguine utilise pour les autotransfusions pre- et post-operatoire 

afin de limiter les risques d'histoincompatibiiit6. (5) 

La correction de 1'anemie est accompagnee d'un accroissement du nombre des BFU-e et des CFU-e 

de la moelle, chez les patients anephriques. On observe alors, en reponse a ce traitement, une 

diminution ou une elimination de la dependance aux transfusions sanguines et donc, une diminution 
des risques d'hypoferritinemie et d'histoincompatibilit6. (4) 

Except6 quelques problemes secondaires lies a une reconstitution hematopofetique imparfaite, 

1'administration dYHuEpo apparait sure avec un rapport; risques/ benefices, satisfaisant. Aucun 

probieme de toxicite significatif n'a ete observe (tension, coagulation, immunite, allergie). 

Cependant, Sun C.H. & coil. ont compare l'efficacite d'injections de grandes quantites d'Epo exogene, 

par rapport a une greffe de reins, dans la correction des anemies de patients anephriques. Les 

auteurs remarquent que lorsque l'apport d'Epo est endogene, la restauration de l'6rythropoiese est 

bien meilleure. Ils en deduisent que la fonction renale ameliorerait donc la reponse hematopoietique a 

16rythropoI6tine, sans doute grace k des mecanismes de potentialisation par des mol6cules h activit6 

BPA (Burst Promoting Activity) (7). Ceci rejoint les experiences in vitro montrant que le 

d6veloppement des prog6niteurs medullaires erythroblastiques (BFU-e & CFU-e) serait potentialise 

Par des interactions avec les ceilules stromales, mais aussi, par des cofacteurs renaux autres que 
r6rythropoietine. (2-6) 

La d6couverte des facteurs BPA, dont l'activite est d6crite ci-dessus, serait particulierement 

int6ressante afin d'ameliorer les traitements a base d'rHuEpo, extremement couteux et permanents. 

Le travail de synthese bibliographique qui m'a ete confie, entre dans le cadre des differentes 

applications cliniques de l'6rythropoietine. II est, notamment, acces sur les possibilites, cit§es dans la 

Iitt6rature, de combiner l'Epo avec d'autres cytokines potentialisatrices, dans les traitements des 

anemies. Vu l'6tendue de cette recherche, nous nous sommes iimitds au cas des primates, et in vivo. 

En effet. 1'^quipe de recherche du Pr Blanchet, pense etre la premiere a avoir mis en 6vidence, dans 

des extraits renaux murins, une nouvelle activite erythropoietique stimulant specifiquement la 

proiifdration des BFU-e tardives'. L'exploitation de cette d6couverte pourrait §tre son utilisation en 

ciinique conjointement a l'6rythropoietine, tout au moins, envisagee chez les patients anephriques, (et, 

si Possible. avec depot d'un brevet, ce pourquoi, ii faut faire preuve de priorit6). Ainsi, verrons nous 

successivement, la description d6taill6e de ce nouveau facteur produit par le rein. Puis, nous 

passerons en revue les diff6rents cadres d'application th6rapeutique de l'6rythropoi6tine, et enfin, les 

6tudes sur son utilisation ciinique en association avec d'autres molecules a activit6 BPA, ayant fait 
l'objet de publications scientifiques. 
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3.2.Les activit6s de type BPA (Burst Promoting Activity) 

3.2.1. Existence dans les extraits renaux d'une nouvelle activite 
^rythropoietique stimulant la proliferation des BFU-e 'tardives' 

Les travaux de Royet J. & coil. ont permis de mettre en evidence, dans des extraits de cellules 

r6nales de souris, une molecule, denommee MBPA (pour 'Mature' BPA, en anglais), en raison de sa 

grande spdcificite d'action sur une sous-classe de progeniteurs; les BFU-e 'tardives'. De plus, comme 

l'Epo, le MBPA est la seule autre activite hematopoletique decrite, egalement produite par le rein, et 

dont la synthese est regulee de fagon physiologique, en fonction de 1'etat erythropoletique de 1'animal. 

Comme 1'erythropoietine, il est augmente en cas d'anemie, et diminue tors d'une forte polyglobulie. 

Grdce a des tests in vitro, et a des essais de neutralisation antigenique, il a ete demontre que le 

MBPA presente des caracteristiques d'activite qui ne sont partagees par aucune des cytokines 

actueilement connues (IL3, GM-CSF, IL4, HILDA). Ainsi, sa specificite d'action sur les BFU-e 

lardives', (sans aiterer les autres progeniteurs), est tout a fait unique. Cependant, seule la purification 

biochimique du facteur permettrait de certifier sa veritable originalite. 

L'ensemble de ces resultats conduit les auteurs a penser que le MBPA est un facteur original, 

impliqu6 dans l'6rythropo!ese in vivo. En effet, son injection provoque une augmentation transitoire, 

mais importante de la population des progeniteurs eryhtropof6tiques spleniques du receveur. (2-6) 

Suite a la publication de 1'article de Royet J. dans Blood, des experiences de purifications 

biochimiques de cette activite MBPA ont 6te entreprises. Et, de nouveau, I'efficacit6 du produit semi-

purifi6 a et6 redemontree in vivo chez la souris. 

Une activit6 hematopoietique similaire a, d'autre part, ete decouverte in vitro chez l'homme (dans des 

lysats de cellules de reins humains). L'6quipe du Pr Blanchet cherche actuellement h obtenir un cldne 

de celiules humaines, productrices de cette activite BPA. 

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

Une activit6 BPA analogue a r6cemment ete decrite par Kashiwakura I. & coll. Les auteurs ont 

examin6 1'effet d'extraits de rein de porc (Porcine Kidney Extract (PKE)) sur la croissance de 

progeniteurs erythroides en culture. L'addition de PKE aux colonies BFU-e se traduit par une 

potentialisation de leur activite. Cet effet a ete compare a celui d'autres facteurs de croissance 

erythroides bien connus, tels que; IL3, GM-CSF, et G-CSF. Seule l'IL3 presente une activit6 BPA 

potentielle impliquant la croissance des BFU-e dans les merne conditions exp6rimentales, et conduit 

au maintien des BFU-e en association avec rerythopoietine. En revanche, 1'addition d'Epo aux 

cultures trait6es au PKE ne permet pas le maintien des BFU-e. Ces resultats sugg6rent donc que le 
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PKE aurait bien une activite promotrice des 'bursts'. Cependant, cette activite BPA serait diff6rente de 

celle d6crite par Royet J. & coll., car le PKE parait agir sur les BFU-e 'precoces'. (33) 

3.3.Etude de 1'activite in vivo des differentes cytokines de diff6rentiation 
erythropoVetique, et de leurs possibiiites d'appiication clinique 

Les facteurs de croissance et les interleukines en general regulent la proliferation, la differenciation, et 

1'activation des nombreuses lignees de cellules hematopoletiques. L'obtention possible de ces 

facteurs recombinants en grandes quantites, a ouvert la voie aux etudes in vivo, avec la perspective 

de traitements th6rapeutiques dans les desordres hematologiques. Ils sont, gen6ralement, bien 

tol6res aux doses ou il existe une stimulation effective de rerythropoiese. Par ailleurs, la tr6s faible 

duree de vie de ces cytokines lors de leur injection in vivo a pose le probleme du maintient d'un taux 

eleve de ces facteurs de croissance dans l'organisme au cours du traitement. Ce probleme a souvent 

ete resolu par des injections repetees. (6-10) 

L'utilisation de ces cytokines a permis, grace aux ameliorations qu'elle apporte dans la reconstitution 

h6matopoi6tique des personnes traitees par chimiotherapie, une intensification en doses et en temps 

de ce type de traitement. Elle a donc conduit, in vivo, a une diminution de la mortalit6 due aux 

insuffisances de 1'hematopoiese. (10-11) 

D'autre part, les etudes in vitro de ces facteurs de croissance ont montre que leur utilisation combinee 

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

3.3.1. Revue des differentes possibilites de traitement avec 
rerythropoietine recombinante humaine (rHuEpo) 

Le premier cas d'application therapeutique de ferythropoietine in vivo, chez 1'homme, a ete le 

traitement de patients souffrant d'anemie liee a une insuffisance renale chronique. Chez ces 

personnes, tr6s rdgulierement dialysees, il a ete prouve que 1'utilisation clinique d'rHuEpo permet de 

r6duire l'anemie, on observe alors, une 6levation du nombre des progeniteurs erythroides (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 apres une 

semaine de th6rapie. La proportion d'6rythroblastes, l'h6matocrite (Ht) et l'h6moglobine sanguine 

augmentent egalement. En revanche, les GM-CFU ne sont pas significativement touch6s. (12-20) 

Cependant, d'autres applications cliniques de l'6rythropoietine ont et6 envisag6es avec plus ou moins 

de succes, ces analyses sont decrites dans la litterature. 
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3.3.1.1. Myelodysplasies: 

Dapres Greenberg & coll., l'utilisation d'Epo en association h d'autres facteurs de croissance 

permettrait d'obtenir une reversion compiete des anemies myelodysplasiques. (16) 

Dans ce type de syndrome, dont l'une des principales manifestations est souvent I'an6mie, les effets 

de ladministration d'rHuEpo ont 6te etudi6s au niveau de la stimulation de la Iign6e erythroide. 

Pourtant, m§me a hautes doses (640 U/kg - 3 fois par semaine), seul un faible taux de r6ponse, au 

niveau de l'6l6vation de la concentration en hemogiobine, a ete observe, et, uniquement chez des 

patients developpant en meme temps de severes leucemies. Des investigations plus profondes 

seraient donc necessaires pour clarifier si TrHuEpo n'accroit pas aussi le risque de prolif6ration des 
cellules malignes. (13) 

Dans une autre 6tude, l'administration a la fois en intraveineuse (IV) (600-1500 & 3000 U/kg/semaine) 

et en sous-cutanee (SC) (560 U/kg/semaine) a permis, sans que l'on explique bien pourquoi, d'obtenir 

un r6sultat significatif chez certains patients avec une diminution ou une suppression de la 

d6pendance aux transfusions et une 6l6vation du taux d'h6moglobine (Hb) sup6rieur ou 6gal a 15 g/l. 

A 'avenir' des etudes plus vastes devraient permettre de determiner plus precis6ment les crit6res de 
r6ponse a ce traitement. (14) 

Par ailleurs, Shepherd & coll. encouragent egalement ce mode d'administration en sous-cutan6 (SC), 

afin d obtenir de bons resultats dans les soins des myelodysplasies. (15) 

3.3.1.2. Anemies: 

Des essais cliniques (50 d 150 U/kg/j dYHEpo en SC 5 fois par semaine) ont et6 menes afin d'6valuer 

la capacit6 de l'rHuEpo a renverser les anemies r6fractaires dans les d6sordres h6matologiques. Les 

r6suitats ont 6t6 mesures par l'6levation de 1'hemoglobine sanguine sans transfusion. (17) 

Les Pattents atteints de syndrdmes myeloides (lymphomes, gammopathies, leucemies), et touch6s au 

niveau des cellules souches hematopoietiques, sont, cependant, peu sensibles k cette th6rapie. Ce 

traitement permet une diminution de la dependance aux transfusions. Mais, il n'augmente pas la vie 

des 9|obules rouges, et peut accel6rer le tum-over du fer globulaire. La lignee m6gakariocytaire peut 

6galement parfois etre touch6e avec une augmentation du taux de plaquettes sanguines. (17-18-19) 

Les donn6es sugg6rent que les malades anemiques souffrant de d6sordres lymphoprolif6ratifs 

(expos6s a des chimioth6rapies) et, presentant des reponses inappropri6es & l'6rythropo!6tine 

endogene (erythropoiese faiblement active) peuvent b6n6ficier de cette th6rapie efficace et curative. 

Enfin, il a 6t6 montr6, que les non-reponses a lYHuEpo, fr6quentes dans les an6mies non associ6es a 

des probl6mes r6naux, peuvent avoir pourcause une d6ficience fonctionnelle en fer. (17-19) 

3.3.1.3. Transfusions 

La Prat|que courante des transfusions connait aujourd'hui un r6cent d6clin 6tant donn6 les risques 

dlnfections. Les cliniciens disposent alors de differentes strat6gies selon les cas cliniques, 
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notamment, 1'administration d'rHuEpo en pre- et post-operatoire pour diminuer 1'utilisation des 

hematies heterologues. (21) 

Chez les Temoins de Jehova, par exemple, la religion interdit tout type de transfusion, excepte 

1'autotransfusion. Elle autorise, neanmoins, 1'utilisation de composes biologiques. Pour les malades 

necessitant une operation, 1'utilisation dYHuEpo pendant 2 a 3 semaines autour de 1'intervention est, 

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

leur hematocrite. (22) 

3.3.1.4. SIDA: 
Les mecanismes troublant 1'hematopoiese dans le SIDA sont encore peu clairs. II 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 perturbee (GM-CSF, G-CSF, IL6, TNFy, TGF|3). 

Des hypotheses concernant la production d'anticorps et des variations du microenvironnement sont 

egalement avancees. 

L'utilisation de tout facteur de croissance en clinique, doit donc, avant tout, s'accompagner de 

1'assurance que ces cytokines n'ont pas d'effet positif sur la replication du virus HIV. En l'occurence, le 

metabolisme de certains antiviraux comme l'AZT, parait activer les effets des cytokines (en particulier, 

le GM-CSF). 

L'utilisation d'rHuEpo a alors ete testee dans un essai en double aveugle.( Cette therapie ne s'est pas 

averee toucher la replication du virus HIV in vitro, ni in vivo). II est curieux d'observer que le traitement 

r6duit le besoin en transfusion et 6leve 1'hematocrite des sideens anemies traites a l'AZT, alors que 

leur taux en erythropoietine endogene est deja eleve. 

Une premiere etude de combinaison de 1'erythropoletine avec le G-CSF a donn6 des resultats 

efficaces sur 1'activation de 1'erythropoiese, Par ailleurs, il serait interessant de determiner si 

1'interleukine 3 (IL3) agit egalement en synergie avec l'erythropo'ietine plasmatique, puisque l'IL3 est 

active sur les progeniteurs precoces alors que l'Epo l'est a un stade plus tardif. 

La toxicite des produits antiviraux, antibiotiques et des chimiotherapies a, de plus, un effet nefaste sur 

1'hematopoiese. Les facteurs de croissance hematopoletiques permettent de mieux supporter ces 

soins. Mais, il reste a demontrer que leur utilisation augmente 1'esperance de vie, bien qu'ils soient, de 

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

3.3.1.5. Traitement des anemies induites par le TNF (& I'1L1): 
L'anemie des maladies chroniques est parfois associee a des conditions dans lesquelles les 

macrophages sont actives et produisent des facteurs de necrose tumoraux (TNF). Les effet du TNF 

ont 6t§ analyses chez des souris Nude inoculees avec des cellules CHO exprimant le gene humain du 

TNF, par rapport a des souris controle auxquelles on a injecte uniquement le vecteur de transfection. 

Les souris TNF deviennent alors rapidement reticulocytopeniques (2.6+-7% de reticulocytes et 

Ht=28.4+-1.7% contre 7.3+-4% de reticulocytes et Ht=46+-8% chez les temoins). Cette anemie est 
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d'autre part souvent accompagnee de faibles taux en fer, et d'une thrombocytopenie. Les niveaux de 

BFU-e et CFU-e de la moelle et la rate sont profondement diminues. Cependant, le traitement par 

1'rHuEpo permet quasiment de renverser 1'erythropoiese inhibee chez les souris TNF. (30) 

L'injection de TNF exogene chez les souris provoque, de meme, une anemie chronique, avec 

diminution importante des CFU-e spieniques et medullaires. Le TNF peut donc servir de mediateur 

dans la repression de l'6rythropoiese, ainsi 1'injection d'IL1 induit une production de TNF qui, elle-

meme, affecte le developpement des progeniteurs erythropoietiques. (6) 
La prescription d'IL1a recombinante (0.03 a 10 jxg/kg/j en IV) a des patients avec une severe anemie 

aplasique ne provoque en effet, aucun changement significatif dans le sang periph6rique des 

malades. Une reponse des cellules progenitrices a rarement ete notee au niveau de la moelle. En 

revanche, de nombreux effets secondaires tels que fievre, fatigue, nausees, maux de tete et 

hypotension apparaissent. (31) 

En conclusion, on peut donc noter que l'Epo voit son cadre d'application toucher un contexte ciinique 

beaucoup plus vaste que celui, seul, des anephries, comme cela etait le cas a Torigine. D'autres 

applications therapeutiques restent, de plus, probablement, encore a exploiter (infections 

hematologiques parasitaires). A 1'inverse, certaines experiences, telles que l'etude de Tinfluence de 

differents regimes d!endurance physique sur la concentration en erythropoietine serique, ont deja 

donne des reponse negatives ou nulles sur les effets de l'Epo. En effet, les resultats indiquent que 

l'exercice n'a pas d'effet direct sur la teneur en 6rythropoietine serique. Et, l'6l6vation du nombre de 

rdticulocytes et de l'hemogiobine apres exposition a des conditions d'hypoxie ( PiG2=92 mmHh), au 

repos, ou avec un travail sous-maximal (60 mn a 60% des capacites maximales), n'a aucune 

correlation, non plus, avec la concentration en erythropoietine, mais pourrait simplement resuiter 

d'une hemodilution plus importante. (32) 

3.3.2. Revue des differentes combinaisons Epo/ molecules d activite 
BPA utilisables en therapie 

Les activit6s BPA de certaines cytokines, et 1'action de 1'erythropoietine a un stade de diff6renciation 

tardif sur les jeunes precurseurs erythroides, etant demontrees in vitro, comme in vivo, il 6tait logique 

d'6tudier in vivo la possibilite de traitements combines, dans lesquels l'Epo est associee a des BPA, 

qui augmentent la quantite de cellules cibles de feryhtropofetine. 

3.3.2.1. lnterleukine-6 (IL6): 
Bien que l'interleukine-6 humaine n'ait aucune activite BPA in vitro, Tinjection pendant 4 jours d'IL6 

humaine, induit chez la souris receveuse, une augmentation des BFU-e de la rnoelle osseuse et de la 

rate. Une simple injection d'IL6 par voie intraveineuse provoque une reticulocytose rapide mais 
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transitoire m§me iorsque ies injections sont maintenues pendant plusieura jours. La meme experience 

faite avec de l'Epo induit generalement une reiiculocytose qui toutefois se maintient aussi longtemps 

que l'on poursuit les injections. L'IL6 semble donc capabie d'agir in vivo sur certains progeniteurs 

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

3.3.2.2. G-CSF & GM-CSF: 
L'<§rythropoTese humaine in vivo est activee significativement par 1'administration de G-CSF (100 

|ig/m2 en IV pendant 3 k 5 jours). Toutefois, ce mecanisme n'induit pas d'accroissement de 

l'6rythropoietine. Ces donnees mettent donc en evidence un effet direct du G-CSF sur la lignee 

erythroide. (24) 

En combinaison avec de TrHuEpo chez des patients anemies sideens, le G-CSF recombinant 

influence positivement la production des BFU-e, des reticulocytes et de 1'hemogiobine (avec une 

augmentation de la capacite de fixation du fer). (25) 

Chez les malades atteints d'anemie aplasique, cette association permet un retablissement des 3 

lignees sanguines (erythroTde, granulocytaire, et megakaryocitaire) sans effets secondaires. Le 

mecanisme d'amelioration de la thrombopoiese est peu clair, mais on peut donc concevoir que le G-

CSF agit sur la proliferation d'un precurseur commun a toutes les lignees hematopoTetiques. (26) 

Au niveau de la moelle, les cellules myeloides qui semblent le plus se differencier, en reponse au GM-

CSF, sont celles situees proche du trabecule de l'os. Cependant la lignee erythrocytaire n'est pas la 

plus touchee, a 1'inverse de celles granulocytaires neutrophile et eosinophile. (27) 

3.3.2.3. Activine: 
L'Activine A s'est averee avoir un effet BPA in vitro sur 1'erythropoTese, et jouer aussi un rdle, in vivo, 

chez des souris normales, ou rendues anemiques par saignee. Apres injection pendant 7 jours 

d'Activine A humaine aux souris, les precurseurs erythroides (BFU-e & CFU-e) augmentent toujours 

significativement dans la moelle des receveurs, avec un effet dose-dependant. Au niveau spl6nique, 

en revanche, seul le taux des CFU-e des animaux rendus malades s'eleve. Par ailleurs, Makoto S. & 

coll. ont egalement observe que les valeurs seriques physiologiques en Activine (determinees par des 

essais biologiques), des patients atteints d'insuffisance renale, sont reduites (<1.2 ng/ml) par rapport a 

la normale (~8.3+-4.6 ng/ml), et insuffisantes pour stimuler l'erythropoiese. Des analyses 

biochimiques plus approfondies, telles que l'HPLC, ont revele, par la suite, que les serums des 

patients anephriques contenaient, en fait, autant d'Activine que ceux des normaux, et, que la 

difference observee s'explique par la production au niveau des quantites produites, par le rein, en 

inhibiteurs specifiques regulant la potentialite de 1'Activine A in vivo. Ces donnees suggerent donc la 

possibilit6 pour 1'Activine A de participer a la regulation de 1'erythropoTese, mais 1'existence d'une 

synergie avec 1'erythropoTetine n'est pas demontree. (28-29) 
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3.4.Conclusion 

De par son originalite, la mise en evicience du MBPA par 1'equipe de recherche du Pr Blanchet 

pourrait donc ouvrir des perspectives therapeutiques importantes dans le traitement des an6mies. 

En effet, si l'6rythropoietine s'avere suffisante a corriger les desordres hematologiques associes aux 

anephries, et bien que son utilisation clinique n'ait pas, non plus, d'effets secondaires ennuyeux, ce 

traitement doit etre prescrit a vie, et reste, de ce fait, tres couteux. II paraitrait donc interessant de 

pouvoir potentialiser la reponse a l'Epo grace a un cofacteur dont le role serait d'amplifier le nombre 

de cellules repondeuses. Ainsi a-t-on penser a tester des cytokines, dont on sait qu'elles stimulent in 

vitro 1'erythropoiese: certaines combinaisons, telles qu' avec l'IL6, le G-CSF ou le GM-CSF, sont deja 

apparues efficaces, mais aucune n'est entierement specifique de l'erythropoiese. C'est dans ce cadre 

de traitement d'appoint, que le MBPA semble alors pour 1'instant etre le meilleur adjuvant de l'Epo, 

etant donnes son origine renale (regulee physiologiquement), et son importante specificite d'action, 

permettant d'amplifier d'autant plus precisement 1'impact de l'erythropo!etine sur la iignee erythroide. 

Ces donnees sont, egalement, en accord avec les observations faites par Sun C.H. & coll., qui 

suspectaient 1'existence d'un cofacteur endogene produit par le rein pour potentialiser l'6rythropoiese. 

Tous ces resultats permettent a 1'equipe du Pr Blanchet de rester optimiste quant aux possibilites, ct 

venir, d'utilisation du MBPA, en medecine. 

De plus, l'etendue des perspectives d'applications cliniques de 1'erythropoletine ne se limitent plus 

seulement aux insuffisances renales. Mais, celles-ci s'6tendent aussi k d'autres traitements 

compl6mentaires, concernant, tous les problemes (immunologiques et autres) dus aux transfusions 

(ou polytransfusions), les soins associes aux interventions chirurgicales, les sid6ens, et/ou les 

atteintes cancereuses ou genetiques de la lignee erythrolde. La disponibilit6 d'un cofacteur specifique 

de potentialisation, qui permettrait de parachever les traitements a l'Epo, est donc, sans plus de 

doute, tr6s recherch6e. 
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