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ue de chemin parcouru en vingt ans ! C’est
le constat que fait quotidiennement le clinicien
en voyant les progrés accomplis dans le
traitement de 'anémie au cours de ces deux
derniéres décennies.
En vingt ans, I’érythropoiétine (Epo) a été
caractérisée, son géne a été identifié et cloné,
puis transféré dans le génome de cellules
animales par transfection virale. La voie de
production d’Epo recombinante humaine a visée
thérapeutique était ouverte et inaugurait, par la
méme, I’ére de la production industrielle par
génie génétique. Lindustrie biotechnologique
était née.
Cet ouvrage, coordonné par Nicole Casadevall,
Christian Gisselbrecht et Jérome Rossert,
rassemble I’ensemble des connaissances
acquises au cours de ces deux derniéres
décennies en matiére d’Epo et de traitement de
I'anémie rénale et chimio-induite.
C’est un formidable voyage qui plonge le lecteur
dans le monde fascinant de la biologie
moléculaire et cellulaire et, finalement, le
raméne progressivement dans le monde
exaltant de la clinique humaine.
Soulignons que ce défi médical et humain a été
le fruit conjugué de la perspicacité de cliniciens
et du génie inventif de chercheurs, les premiers
ayant soulevé une bonne hypothése, les
seconds ayant pu apporter une réponse
thérapeutique ciblée en développant des outils
nouveaux.
Dans cet ouvrage, le clinicien trouvera une
réponse a ses questions, le chercheur y trouvera
les justifications cliniques a ses travaux.

John Libbey
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réface

Les agents stimulant
I'érythropoiése : vingt ans dé€ja

Que de chemin parcouru en si peu de temps ! C’est le constat que fait
quotidiennement le clinicien en voyant les progrés accomplis dans le trai-
tement de I'anémie au cours de ces deux derniéres décennies. Deux
dates suffiront a marquer les esprits de cette formidable aventure médi-
cale et humaine. Il y a un peu plus d’un siécle que Carnot et Deflandre
suggéraient I'existence d’un facteur humoral, intitulé « hémopoiétine »,
capable de stimuler la production de globules rouges chez des animaux
rendus anémiques [1]. En tout juste un peu plus de 20 ans,
I’érythropoiétine (Epo) a été caractérisée par I’équipe de Goldwasser [2],
son gene a été identifié et cloné par FK. Lin et al. [3] puis transféré dans
le génome de cellules animales par transfection virale. La voie de produc-
tion d’Epo recombinante humaine a visée thérapeutique était ouverte. Elle
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démontrait la possibilité de synthétiser des peptides a action thérapeu-
tique ciblée. Elle ouvrait, par la méme, I’ére de la production industrielle
par génie génétique. L'industrie biotechnologique était née.

Au plan de la biologie moléculaire
et cellulaire, que nous ont appris
ces vingt derniéres années

en matieére d’Epo ?

La production a I'’échelle industrielle d’Epo recombinante humaine
(r-HUEPO) permit trés rapidement la mise en place d’essais cliniques. Les
deux premieres études cliniques, rapportées en 1986 [4] et 1987 [5] chez
des patients hémodialysés, confirmérent de fagon magistrale I efficacité et
la sécurité d’emploi de I'Epo. L'impact de ces études fut déterminant sur
la communauté néphrologique. Il ouvrit une ére nouvelle dans la prise en
charge de la maladie rénale, celle de la substitution hormonale. L'anémie
rénale pouvait enfin étre traitée de facon efficace par un traitement hor-
monal spécifique. Cette expérience néphrologique extrémement positive a
permis naturellement d’étendre ses indications a d’autres causes
d’anémie chronique. C’est dans le domaine de I'oncologie et de
I’'hématologie que I'Epo a le plus contribué aux progrés thérapeutiques et
principalement dans I'anémie chimio-induite. Hors de tout essai controlé,
les vertus « dopantes » de I’'Epo ont fait I’objet d’un usage détourné dans
le monde sportif de compétition. C’est en partie de ce fait que les tech-
niques de dépistage et de dosage d'Epo ont été aussi rapidement mises
a disposition des laboratoires de contrdle.

Les progrés ne s’arrétent naturellement pas la. La bioingénierie molécu-
laire a permis également de modifier la « molécule base » de r-HUEPO afin
d’en changer les propriétés pharmacologiques et pharmacocinétiques. Le
« refagonnage » biologique de la molécule de r-HUEPO (glycosylation, pégy-
lation, etc.) confére a cette protéine des propriétés nouvelles. Ces molé-
cules bénéficient ainsi d’'une demi-vie plus longue et, bien que leur affini-
té pour les récepteurs soit plus faible, leur durée d’action est trés signifi-
cativement prolongée. Ces propriétés pharmacocinétiques facilitent
I'utilisation clinique de ces molécules : les injections peuvent étre espa-
cées ; la voie d’administration (intraveineuse ou sous-cutanée) conserve
la méme efficacité. Il est également intéressant de noter que d’autres
formes de «refagonnage » biologique de la molécule base de r-HUEPO
(carbamylation, acylation) sont en mesure cette fois d’accroitre son pou-
voir stimulant de croissance et de protection cellulaire par un effet anti-
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apoptique et d’en faire disparaitre I'activité érythropoiétique. Des travaux
sont en cours pour évaluer I'intérét et le potentiel thérapeutique de telles
molécules en clinique.

La caractérisation des mécanismes d’action cellulaire de I'Epo, au niveau du
couplage a ses récepteurs membranaires et au niveau de ses voies de signa-
lisation cellulaire, permet également d’envisager de nouvelles avancées thé-
rapeutiques. Parmi celles-ci, on peut déja citer le développement de molé-
cules nouvelles a action érythropoiétique et la compréhension de patho-
logies touchant la lignée érythrocytaire. De méme, la meilleure compréhen-
sion des mécanismes de régulation de production et de sécrétion d’Epo per-
met d’envisager a terme une modulation de sa production endogéne. C’est
la raison pour laquelle les experts du groupe européen des recommandations
de bonne pratique (European Best Practice Guidelines) ont proposé d’utiliser
la dénomination générique d’agents stimulant I'érythropoieése (ASE) pour
I’ensemble de ces molécules a activité érythropoiétique [6].

Au plan clinique, que nous ont appris
ces vingt derni€éres années

de traitement de ’anémie

rénale par ASE ?

La correction de 'anémie est désormais possible chez tous les patients
atteints de maladie rénale, quel que soit le degré d’atteinte rénale et quel-
le que soit la modalité thérapeutique. Elle représente a ce titre un objec-
tif thérapeutique qui rentre dans le cadre des criteres majeurs d’efficacité
du traitement. L'anémie n’est pas une manifestation banale de la maladie
rénale chronique qui altére seulement la qualité de vie des patients
rénaux, c¢’est un facteur de comorbidité majeur qui affecte profondément
leur morbi-mortalité cardiovasculaire.

La correction de I'anémie chez les patients rénaux fait I’objet, a I’'heure
actuelle, d’un suivi et d’'un ajustement particulierement minutieux des
doses d’ASE. Le niveau optimal de correction de I'anémie chez les insuf-
fisants rénaux demeure I’objet de controverses. Cela dit, si la valeur supé-
rieure de I’hémoglobinémie est sujette a débat (12 a 13 g/dL), sa valeur
cible (11 g/dL) est en revanche consensuelle. La variabilité inter-indivi-
duelle de I’'hémoglobinémie est devenue un sujet de préoccupation nou-
veau dans la mesure ou elle semble affecter la morbi-mortalité des
patients dialysés. L’identification des facteurs affectant cette variabilité
fait I’objet de nombreux travaux. Dans le méme ordre d’idée s’inscrit, la

~

résistance relative a I'action de I'Epo qui peut étre évaluée de facon
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simple par le rapport « dose hebdomadaire d’Epo» sur «taux
d’hémoglobine ». Un indice élevé de résistance est volontiers associé a
une gravité particuliere du patient dialysé. Si la preuve était établie que ce
critére est associé a un risque accru de mortalité, nous aurions Ia un nou-
veau marqueur de risque. De facon indirecte, la correction de I'anémie par
Epo a fait redécouvrir la gestion du fer et a relancé I'intérét du métabolis-
me martial chez ces patients. Les besoins martiaux étaient manifeste-
ment sous-estimés chez les patients insuffisants rénaux avant I'ére de
I"Epo.

Si la correction de I'anémie rénale par I'Epo est une réalité clinique bana-
lisée au quotidien, il est utile de rappeler qu’il s’agit néanmoins d’une molé-
cule de structure protéique particulierement fragile. La description récente
d’érythroblastopénies séveres induites par le développement d’anticorps
anti-érythropoiétine chez des patients dialysés est la pour nous rappeler
qu’une altération minime de sa structure moléculaire peut la rendre immu-
nogéne [7]. Cela doit étre pris en considération dans les procédés indus-
triels de fabrication et dans les régles d’utilisation clinique.

Ce livre, coordonné par N. Casadevall, C. Gisselbrecht et J. Rossert, ras-
semble I’ensemble des connaissances acquises au cours de ces deux der-
nieres décennies en matiere d’Epo et de traitement de I'anémie rénale.
C’est un formidable voyage qui plonge le lecteur dans le monde fascinant de
la biologie moléculaire et cellulaire et finalement le raméne progressivement
dans le monde exaltant de la clinique humaine. Soulignons que ce défi médi-
cal et humain a été le fruit conjugué de la perspicacité de cliniciens et du
génie inventif de chercheurs, les premiers ayant soulevé une bonne hypo-
thése, les seconds ayant pu apporter une réponse thérapeutique ciblée en
développant des outils nouveaux. C’est également l'illustration concréte du
bien-fondé de la recherche médicale de « transfert », encore appelée « trans-
lationnelle », établissant le lien entre «lit et paillasse » et vice-versa. La
néphrologie est fiére d’avoir été le moteur de ce formidable défi. En dernier
lieu, il nous faut remercier tout particulierement les coordonnateurs et les
auteurs de cet ouvrage, qui ont actualisé nos connaissances sur I’'Epo et
I'anémie rénale. Le clinicien y trouvera une réponse a ses questions, le cher-
cheur y trouvera les justifications cliniques a ses travaux.

Bernard Canaud

Professeur de Néphrologie,

chef de service de Néphrologie, Dialyse et
Soins intensifs, Hopital Lapeyronie, Montpellier
Président de la Société francophone de dialyse
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a régulation
de Iérythropoiese

J. Vandekerckhove, G. Courtois, M. Dussiot,
J. Kersual, S. Coulon, Z. Belaid, Y. Zermati,
J.A. Ribeil et 0. Hermine

L’érythropoiése est le processus permettant la production de globules
rouges matures a partir de cellules souches hématopoiétiques. Ce procé-
dé cellulaire est caractérisé par des étapes d’engagement d’une cellule
souche multipotente vers un progéniteur érythroide qui, en se différenciant
va diminuer ses capacités de prolifération. Ce programme de différencia-
tion est en grande partie sous le controle de facteurs de transcription et
en particulier de GATA-1. GATA-1 se fixe sur les promoteurs et active la
transcription des genes érythroides comme la glycophorine, les chaines de
I’'hémoglobine et le récepteur a I'érythropoiétine (EpoR). De plus, au
niveau de I'érythropoiése, GATA-1 transactive le géne anti-apoptotique Bcl-
xL (Figure 1). L'érythropoiese est finement régulée par I’effet combiné du
micro-environnement et des facteurs de croissance qui permettent la sur-
vie, la prolifération et/ou la différenciation des progéniteurs érythroides.
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Figure 1. Rdle de GATA-1 dans la survie et la différenciation érythroide.

En présence d’Epo, le facteur de transcription GATA-1 en synergie avec STAT5a induit
I’expression du gene de survie Bel-xL. De plus, GATA-1 permet le programme de maturation
en se fixant sur les promoteurs des génes de différenciation érythroides tels que le récep-
teur a Epo, la glycophorine A et I’'hémoglobine.

La production des érythrocytes représente le plus haut rendement du sys-
téme hématopoiétique, avec un taux de production estimé a 2 x 101* éry-
throcytes par jour. Les progéniteurs érythroides ont la capacité de former
en culture de méthylcellulose des colonies d’érythroblastes matures in
vitro, appelées burst forming unit-erythroid (BFU-E) et colony forming unit-
erythroid (CFU-E). Les progéniteurs capables de donner des BFU-Es sont
les cellules hématopoiétiques les plus immatures déja engagées dans la
lignée érythroide. Elles sont dépendantes du stem cell factor (SCF) et
d’autres facteurs de croissance hématopoiétiques pour leur prolifération
et leur différenciation, alors que les cellules qui donnent naissance aux
CFU-Es sont hautement dépendantes de I'érythropoiétine (Epo). Les pro-
géniteurs BFU-Es donnent naissance aux progéniteurs CFU-Es. Ces der-
niers vont se différencier en cellules morphologiquement identifiables de
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la lignée érythroblastique, les proérythroblastes, qui se différencient suc-
cessivement en érythroblastes basophiles, polychromatophiles et acido-
philes. L'énucléation de I'érythroblaste acidophile donne naissance au
réticulocyte qui mature finalement en globule rouge. Ces cellules expri-
ment des antigénes de différenciation (Figure 2).
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Figure 2. L'érythropoiése et les processus permettant la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques en globules rouges matures.

La dépendance en érythropoiétine débute au stade BFU-E et s’arréte au stade proérythro-
blaste. L'expression des marqueurs de surface utilisés pour caractériser les différents pré-
curseurs érythroides est indiquée.

REGULATION DE L’ERYTHROPOIESE

Le procédé de production de globules rouges matures est orchestré par un
réseau complexe de facteurs de transcription. Parmi eux, GATA-1 joue un
réle critique, en régulant les genes impliqués dans la différenciation, mais
aussi du cycle et de la survie cellulaire. Ce programme de différenciation
doit étre régulé de facon positive et négative afin d’assurer une production
continue mais contrélée de globules rouges pour répondre aux besoins en
oxygene des tissus périphériques.
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Régulation positive de I’érythropoiese

Régulation positive de I’érythropoiese au niveau cellulaire

L’Epo n’est pas nécessaire au stade précoce de I'érythropoiése, incluant
le stade BFU-E et I'administration in vivo d’Epo a peu d’influence sur le
nombre de BFU-Es. En revanche, I'administration d’Epo augmente forte-
ment le nombre de CFU-Es et de précurseurs érythroides jusqu’au stade
d’érythroblastes basophiles, principalement en évitant leur apoptose et, a
un moindre degré, en augmentant leur prolifération. Les progéniteurs et
précurseurs érythroides présentent des sensibilités différentes a I’'Epo qui
correspondent a la gamme de concentration d’Epo sérique a I'état normal
et anémique. A de faibles concentrations d’Epo, seuls les progéniteurs et
précurseurs hypersensibles vont survivre. C’est pourquoi, la régulation de
I'apoptose des progéniteurs et précurseurs pendant le stade de dépen-
dance a I'Epo explique le contréle rapide mais finement régulé de la popu-
lation d’érythrocytes en réponse a I’hypoxie, I’hyperoxie et I'anémie, sans
effet de 'Epo sur la prolifération et la différenciation. Dans ce modéle, la
concentration en Epo module le taux d’apoptose des progéniteurs et pré-
curseurs érythroides (Figure 3).

Pas d'apopiose
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Figure 3. Régulation endocrine de I'érythropoiése.

Les progéniteurs érythroides roses sont moins sensibles & Epo que les rouges et meurent
par apoptose a de faibles concentrations d’Epo. A droite, la relation entre le niveau d’Epo et
I’hématocrite (Hct).
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Régulation positive de I’érythropoiese au niveau moléculaire

Le stem cell factor

Le SCF est fabriqué par les cellules stromales de la moelle osseuse. |l
existe sous une forme soluble et une forme transmembranaire qui semble
prédominer pour la régulation de [|érythropoiése puisque les souris
n’exprimant que la forme soluble sont anémiques. Le SCF agit sur son
récepteur c-kit, qui est un récepteur a activité tyrosine kinase, et va indui-
re des signaux de survie et de prolifération pour les progéniteurs éry-
throides. En ralentissant la différenciation, il permet une expansion des
progéniteurs les plus immatures ayant les potentiels prolifératifs les plus
importants. Il agit en synergie avec d’autres facteurs pour la prolifération,
notamment avec le GM-CSF (granocyte monocyte colony stimulating factor)
et I'interleukine 3. 1l pourrait également augmenter la sensibilité des CFU-
E a I'Epo. L'activation de la PI3-kinase par c-kit est sans doute une des
voies principales responsables de la prolifération et la survie, par
I'intermédiaire de la phosphorylation de la protéine AKT (voir plus loin).
Actuellement, il n’y a aucun argument démontrant I'existence d’une régu-
lation de la production de SCF en fonction de I'hypoxie tissulaire ou, a
I'inverse, en fonction de I’hyperproduction de globules rouges. Son expres-
sion semble constitutive.

L’érythropoiétine
L'Epo est donc le régulateur majeur de la production de globules rouges et

délivre les signaux essentiels de croissance, survie et différenciation aux
progéniteurs et précurseurs érythroides.

L'Epo exerce son effet en stimulant le récepteur a 'Epo (EpoR). L'EpoR
appartient a la famille de récepteur de cytokine de type |, caractérisée par
un domaine transmembranaire unique et un domaine cytoplasmique sans
domaine kinase. L'EpoR existe a I'état dimérique lorsqu’il n’est pas lié a
son ligand. Lors de la fixation de I’Epo, le récepteur subit un changement
conformationnel qui permet la transphosphorylation et I'activation de la
tyrosine kinase cytoplasmique, Janus kinase 2 (JAK2). JAK2 est absolu-
ment nécessaire pour I'activation de I'EpoR et des souris invalidées pour
JAK2 ont un phénotype presque identique aux souris invalidées pour
I’'EpoR, avec une |étalité embryonnaire. JAK2 activée induit la phosphory-
lation de huit résidus tyrosine dans le domaine cytoplasmique de I’'EpoR,
devenant ainsi des sites de fixation pour les molécules de signalisation
contenant des domaines SH2 tels que STAT5a/b, SHP1, SHP2, SHIR p85a,
Grb2, Lyn et les régulateurs négatifs de la signalisation (SOCS). D’autres
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molécules de signalisation liant le récepteur a I'Epo ont été identifiées,
dont les tyrosines kinases Syk, Tec, PLC-g, les protéines adaptateurs Shc,
Chl, Crkl, IRS-2 et Gab 1/2 et les facteurs d’échange nucléiques Sos et
Vav. Les roles respectifs physiologiques de cascades de signalisation ini-
tiées par la phosphorylation du EpoR dans la régulation de I'érythropoiése
normale et de « stress » restent a élucider. Cependant, la plupart des tra-
vaux montrent que certaines voies semblent avoir un réle majeur, parmi
lesquelles les voies de signal transducer and activator of transcription 5
(STAT5), Ras mitogen activated protein kinase (MAPK) et phosphoinositol
3 kinase (PI-3K)/Akt, ainsi que I’entrée du calcium (Figure 4).

Lpa

Figure 4. Le role d’EpoR dans la survie, la prolifération et la différenciation cellulaires.

* La voie JAK2/STAT5 et BelxL

La stimulation du récepteur par I'Epo induit la phosphorylation de JAK2 qui
est temps et dose dépendante. JAK2 joue un rble majeur au cours de
I’érythropoiése en induisant la phosphorylation de huit résidus tyrosines du
EpoR. JAK2, comme tous les autres membres de la famille des kinases JAK,
a sept domaines uniques, appelés les domaines JAK-homology (JH). Un
domaine tyrosine kinase catalytiquement actif (JH1), et un domaine pseudo-
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