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PROFESSEURS :

Mars, Avril et Septembre 1980

1.

Mai et Octobre 1981

2. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih
3. Pr. TAOBANE Hamid*

Mai et Novembre 1982

4.  Pr. ABROUQ Ali*

Pr. BENSOUDA Mohamed

Pr. BENOSMAN Abdellatif

Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI

Now

Novembre 1983
8. Pr. BELLAKHDAR Fouad
9. Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI

Décembre 1984

10. Pr. BOUCETTA Mohamed*

11. Pr. EL GUEDDARI Brahim E1Khalil
12. Pr. MAAOUNI Abdelaziz

13.  Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

14. Pr. SETTAF Abdellatif

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Chirurgie Thoracique

Oto-Rhino-Laryngologie
Anatomie

Chirurgie Thoracique
Physiologie

Neurochirurgie
Rhumatologie

Neurochirurgie
Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Chirurgie



Novembre et Décembre 1985

15.  Pr. BENJELLOUN Halima

16. Pr. BENSAID Younes

17. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
18. Pr. IRAQI Ghali

19.

Janvier, Février et Décembre 1987

20. Pr. AJANA Ali

21.  Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
22.  Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq

23. Pr. EL HAITEM Naima

24. Pr. EL YAACOUBI Moradh

25.  Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

26. Pr. LACHKAR Hassan

27. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

28.  Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
29. Pr. DAFIRI Rachida

30. Pr. HERMAS Mohamed

31. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
32. Pr. ADNAOUI Mohamed

33. Pr. AOUNI Mohamed

34. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
35. Pr. CHAD Bouziane

36. Pr. CHKOFF Rachid

37. Pr. HACHIM Mohammed*

38. Pr. KHARBACH Aicha

39. Pr. MANSOURI Fatima

40. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
41. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

42. Pr. ALHAMANY Zaitounia

43. Pr. AZZOUZI Abderrahim

44. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM

45. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

46. Pr. BENABDELLAH Chahrazad

47. Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif
48. Pr. BENSOUDA Yahia

49. Pr. BERRAHO Amina

50. Pr. BEZZAD Rachid

Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique



S1.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*
Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars

72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
1.
82.
3.
&4.
85.
86.
&7.
88.
89.
90.
91.

1994

Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BENJELLOUN Samir

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed
Pr. EL HASSANI My Rachid
Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader
Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pr. HASSAM Badredine

Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha

Pharmacologie
Histologie Emb

Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie
Radiothérapie

Chirurgie Générale
Biophysique

Biophysique
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne

Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie



92.
93.
94.
95.
96.

Pr. MOUDENE Ahmed*

Pr. OULBACHA Said

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR

Mars

97.

98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.

1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOQOUI Lalla Ouafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars

111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.

1995

Pr. ABOUQUAL Redouane

Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*

Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*
Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila

Pr. FERHATI Driss

Pr. HASSOUNI Fadil

Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
Pr. IBRAHIMY Wafaa

Pr. MANSOURI Aziz

Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Pr. SEFIANI Abdelaziz

Pr. ZEGGWAGH Amine Ali

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Meédecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique
Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie
Génétique

Réanimation Médicale



Décembre 1996

130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.

Pr. AMIL Touriya*

Pr. BELKACEM Rachid

Pr. BOULANOUAR Abdelkrim
Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
Pr. GAOUZI Ahmed

Pr. MAHFOUDI M’barek*

Pr. MOHAMMADINE EL Hamid
Pr. MOHAMMADI Mohamed

Pr. MOULINE Soumaya

Pr. OUADGHIRI Mohamed

Pr. OUZEDDOUN Naima

Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN AMAR Abdesselem
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. CHAOUIR Souad*

Pr. DERRAZ Said

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. GUEDDARI Fatima Zohra
Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ

Pr. NAZI M’barek*

Pr. OUAHABI Hamid*

Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali*
Pr. ALOUANE Mohammed*

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam

Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. EZZAITOUNI Fatima

Pr. LAZRAK Khalid *

Pédiatrie
Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique

Chirurgie Générale

Urologie

Neurologie
Radiologie

Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique

Urologie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Oto-Rhino-Laryngologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie



Novembre 1998

168. Pr. BENKIRANE Majid*
169. Pr. KHATOURI ALI*
170. Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

171. Pr. ABID Ahmed*

172. Pr. AIT OUMAR Hassan
173. Pr. BENCHERIF My Zahid

174. Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

175. Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
176. Pr. CHAOUI Zineb

177. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

178. Pr. ECHARRAB El Mahjoub
179. Pr. EL FTOUH Mustapha

180. Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
181. Pr. EL OTMANY Azzedine
182. Pr. HAMMANI Lahcen

183. Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
184. Pr. ISMAILI Hassane*

185. Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
186. Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
187. Pr. TACHINANTE Rajae

188. Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

189. Pr. AIDI Saadia

190. Pr. AIT OURHROUI Mohamed
191. Pr. AJANA Fatima Zohra

192. Pr. BENAMR Said

193. Pr. BENCHEKROUN Nabiha
194. Pr. CHERTI Mohammed

195. Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma

196. Pr. EL HASSANI Amine

197. Pr. EL IDGHIRI Hassan

198. Pr. EL KHADER Khalid

199. Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
200. Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
201. Pr. HSSAIDA Rachid*

202. Pr. LAHLOU Abdou

203. Pr. MAFTAH Mohamed*

204. Pr. MAHASSINI Najat

205. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
206. Pr. NASSIH Mohamed*

207. Pr. ROUIMI Abdelhadi

Hématologie
Cardiologie S
Anatomie Pathollggi

Pneumophtisiologie
Pédiatrie
Ophtalmologie
Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie



Décembre 2001

208.
209.
210.
211.
212.
213.
214.
215.
216.
217.
218.
219.
220.
221.
222.
223.
224.
225.
226.
227.
228.
229.
230.
231.
232.
233.
234.
235.
236.
237.
238.
239.
240.
241.
242.
243.
244.
245.
246.
247.
248.
249.

Pr. ABABOU Adil

Pr. BALKHI Hicham*

Pr. BELMEKKI Mohammed
Pr. BENABDELJLIL Maria
Pr. BENAMAR Loubna

Pr. BENAMOR Jouda

Pr. BENELBARHDADI Imane
Pr. BENNANI Rajae

Pr. BENOUACHANE Thami
Pr. BENYOUSSEF Khalil

Pr. BERRADA Rachid

Pr. BEZZA Ahmed*

Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
Pr. BOUHOUCH Rachida

Pr. BOUMDIN El Hassane*
Pr. CHAT Latifa

Pr. CHELLAOUI Mounia

Pr. DAALI Mustapha*

Pr. DRISSI Sidi Mourad*

Pr. EL HAJOUIJI Ghziel Samira
Pr. EL HIJRI Ahmed

Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
Pr. EL MADHI Tarik

Pr. EL MOUSSAIF Hamid
Pr. EL OUNANI Mohamed
Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
Pr. ETTAIR Said

Pr. GAZZAZ Miloudi*

Pr. GOURINDA Hassan

Pr. HRORA Abdelmalek

Pr. KABBAJ Saad

Pr. KABIRI EL Hassane*

Pr. LAMRANI Moulay Omar
Pr. LEKEHAL Brahim

Pr. MAHASSIN Fattouma*
Pr. MEDARHRI Jalil

Pr. MIKDAME Mohammed*
Pr. MOHSINE Raouf

Pr. NOUINI Yassine

Pr. SABBAH Farid

Pr. SEFTIANI Yasser

Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiolog
Gastro-Entérologie

Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie

Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Gynécologie Obstérique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie




Décembre 2002

250.
251.
252.
253.
254.
255.
256.
257.
258.
259.
260.
261.
262.
263.
264.
265.
266.
267.
268.
269.
270.
271.
272.
273.
274.
275.
276.
2717.
278.
279.
280.
281.
282.
283.
284.
285.
286.
287.
288.
289.

Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
Pr. AMEUR Ahmed *

Pr. AMRI Rachida

Pr. AOURARH Aziz*

Pr. BAMOU Youssef *

Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*

Pr. BENBOUAZZA Karima

Pr. BENZEKRI Laila

Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

Pr. BERNOUSSI Zakiya

Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
Pr. CHOHO Abdelkrim *

Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL ALJ Haj Ahmed

Pr. EL BARNOUSSI Leila

Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. EL MANSARI Omar*

Pr. ES-SADEL Abdelhamid

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HADDOUR Leila

Pr. HAJJI Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. ISMAEL Farid

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
Pr. MOUSTAINE My Rachid

Pr. NAITLHO Abdelhamid*

Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies

Anatomie Pathologi
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie

Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale



PROFESSEURS AGREGES :
Janvier 2004

290. Pr. ABDELLAH El Hassan

291. Pr. AMRANI Mariam

292. Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
293. Pr. BENKIRANE Ahmed*

294. Pr. BOUGHALEM Mohamed*
295. Pr. BOULAADAS Malik

296. Pr. BOURAZZA Ahmed*

297. Pr. CHAGAR Belkacem*

298. Pr. CHERRADI Nadia

299. Pr. EL FENNI Jamal*

300. Pr. EL HANCHI ZAKI

301. Pr. EL KHORASSANI Mohamed
302. Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
303. Pr. HACHI Hafid

304. Pr. JABOUIRIK Fatima

305. Pr. KARMANE Abdelouahed
306. Pr. KHABOUZE Samira

307. Pr. KHARMAZ Mohamed

308. Pr. LEZREK Mohammed*

309. Pr. MOUGHIL Said

310. Pr. SASSENOU ISMAIL*

311. Pr. TARIB Abdelilah*

312. Pr. TJAMI Fouad

313. Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

314. Pr. ABBASSI Abdellah

315. Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
316. Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
317. Pr. ALLALI Fadoua

318. Pr. AMAZOUZI Abdellah
319. Pr. AZIZ Noureddine*

320. Pr. BAHIRI Rachid

321. Pr. BARKAT Amina

322. Pr. BENHALIMA Hanane
323. Pr. BENHARBIT Mohamed
324. Pr. BENYASS Aatif

325. Pr. BERNOUSSI Abdelghani
326. Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
327. Pr. DOUDOUH Abderrahim*
328. Pr. EL HAMZAOUI Sakina
329. Pr. HAJJI Leila

330. Pr. HESSISSEN Leila

Ophtalmologie
Anatomie Path

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie

Traumatologie Orthopédie

Anatomie Pathologique

Radiologie

Gynécologie Obstétrique

Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Ophtalmologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardiologie

Pédiatrie



331.
332.
333.
334.
335.
336.
337.
338.
339.
340.

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*
Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed

P
P
P

P

r. NIAMANE Radouane*
r. RAGALA Abdelhak
r. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam

r. ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

423. Pr. ACHEMLAL Lahsen*
425. Pr. AKJOUJ Said*

427.

428
429

430.
431.
432.
433.
434.
435.
436.
437.
438.
439.
440.

441

442.
443.
444.
445.
446.
447.

.Pr

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

448.
449.

450

451.
452.

453
454

455.
456.
457.

. Pr
Pr
Pr
. Pr
. Pr
Pr
Pr
Pr

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
. BENCHEIKH Razika
Pr. BIYI Abdelhamid*

BOULAHYA Abdellatif*
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L’EPO est un facteur de croissance médullaire essentiel et spécifique de I’érythropoicse.
C’est une glycoprotéine principalement synthétisée par le rein et par le foie. Sa sécrétion est
corrélée a la pression partielle en oxygene au niveau des cellules sécrétrices et donc

indirectement a I'hématocrite.

Sa structure a été déterminée en 1985 [1] et la production d’EPO-médicaments a pu étre

réalisée quelques années plus tard par des méthodes biotechnologiques [2].

Utilisée au départ dans le traitement de l'anémie de l'insuffisance rénale chronique,
I'EPO a vu le nombre de ses indications augmenter : anémie des cancers, des tumeurs solides
mais €galement programme de transfusions autologues et chirurgie orthopédique majeure

programmeée.

Malheureusement, I’EPO est détournée de son utilisation normale a des fins de dopage,
par des athlétes soucieux d'augmenter le nombre de leurs GR circulants. C’est le cas de

Lance Armstrong qui a été ray¢ officiellement du palmarés du Tour de France [3].
Les objectifs de notre travail sont:

- de rappeler ’EPO endogene : sa structure, son controle génétique, ses modes
d’action et la régulation de sa synthese

- de retracer les grandes lignes de la découverte de I’EPO recombinante

- de présenter les méthodes de dosage de I’EPO

- Enfin on terminera par les principales utilisations licites ou illicites de I’EPO






C'est en 1905 que Clotilde Deflandre sous la direction de Paul Carnot [4], son directeur
de these, découvre que l'injection de sérum de lapins anémiques chez des lapins normaux
augmentait de fagon importante la production de GR chez ces derniers. Le

terme hémopoiétine est alors employé avant que celui d'érythropoiétine ne prévale [4].
p ploy q rythrop p

L'existence d'une régulation hormonale de I'érythropoiése sera confirmée en 1943 par
Krumdieck reprenant l'expérience de Carnot, puis par Kurt Reissmann en 1950 en utilisant
une expérience de circulation croisée entre le rat et enfin par Erslev en 1953. Ce dernier met
en évidence la survenue d'une réticulocytose franche chez le lapin sain perfusé avec de
grandes quantités de sérum provenant d'un lapin rendu anémique par saignées, confirmant
ainsi l'action de cette hormone sur I'érythropoicse [S]. Sa synthese rénale a été découverte en

1957 [4].

Le gene de la molécule a été identifié et cloné en 1985, permettant sa fabrication

industrielle. Son utilisation médicale a été approuvée aux Etats-Unis en 1989 [4].

L’EPO est interdite dans le sport depuis le début des années 1990 car elle était utilisée

de facon illicite par certains sportifs afin d’améliorer leur performance [6,7].






Au cours des dernieres décennies, des progrés majeurs ont €té accomplis dans la
compréhension de la structure de I’EPO, ses mécanismes d’action et ses modes de régulation.
De ces avancées ont découlées des applications thérapeutiques majeures et de vastes
perspectives de recherche sont encore ouvertes. Appartenant a la grande famille des
cytokines, ’EPO déclenche, par sa fixation sur son récepteur cellulaire, une cascade

d’événements dont I’aboutissement physiologique est le maintien de 1’oxygénation tissulaire

8].
I. Structure de I'’EPO :

Le géne de I’EPO code pour une séquence peptidique de 193 acides aminés. Son poids
moléculaire mesuré est d'environ 30,4 kDa; sa structure comporte environ 40% de
carbohydrates. Les 27 premiers acides aminés constituent le peptide signal qui autorise le
passage dans le réticulum endoplasmique. Les 165 acides aminés, apres la perte du peptide

signal et de I’arginine en position 166, constituent la protéine active.

— Pont disulfure N-Actetylglucosamine
Q Mannose N-Acetylgalactosamine
© Galactose ﬁ Acide scialique

@ Acide aminé F. Fucose

Figure 1: Structure primaire de I'EPO [9].




La molécule mature d'EPO est fortement glycosylée : trois de ces sites correspondent a
de la N-glycosylation (Asn 24, 38 et 83) portant des arbres glucidiques relativement
importants, et un site de O-glycosylation (Ser 126) dont le motif glucidique est plus petit
(figurel) [10-13]. La structure des chaines glycosylées n'est pas identique dans toutes les
molécules naturelles d'EPO. En effet, les chaines sont polyantennées, comportant entre trois et
quatre antennes de glycosylation terminées le plus souvent par un acide sialique sur leur
extrémité réductrice et contenant des unités N-acétylglucosamine en nombre variable ce qui

entraine l'existence dans le sang d'une population hétérogene de molécules d'EPO [13].

Un modele de structure tertiaire a été établi par analogie avec d'autres cytokines (Figure
2). Ainsi, I'EPO serait formée de 2 couples d'hélices a antiparalleles reliées par deux boucles.
Cette structure est stabilisée par deux ponts disulfures dont I'un relie les extrémités amino- et
carboxy-terminales. Les quatre hélices et le pont disulfure Cys7-Cys161 sont indispensables
pour l'activité biologique, les extrémités amino- et carboxy- terminales peuvent étre modifiées

sans perte de cette activité [10, 14].

L’activité biologique de la molécule in vivo est toujours précédée par une glycosylation.
Les galactoses des antennes glycosylées sont mis a nu, en cas de perte des acides sialiques. Ils
sont alors reconnus par des récepteurs hépatiques spécifiques et la molécule est tres
rapidement extraite de la circulation. Cependant, sous cette forme, la molécule est encore
active in vitro. Par contre, si elle est completement déglycosylée, elle devient inactive in vivo

et in vitro [10, 12].

Un petit nombre d'acides aminés, Argl4, Argl03, Serl04, Glyl51 et Glyl52,

apparaissent ainsi essentiels a l'activité biologique de la molécule [14].

Les domaines fonctionnels importants pour l'interaction avec le récepteur sont

représentés sur la figure 2 par les zones hachurées.
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Figure 2 : Modéle de structure tridimensionnelle de I'EPO [14].

La richesse en acides sialiques de I'EPO humaine lui confére un point isoélectrique tres

faible (environ 3,5) caractérisant la molécule comme l'une des plus acides du sérum humain.

D'autre part, la séquence de la chaine polypeptidique rend la molécule trés hydrophobe.
Ces deux propriétés, charge électrique négative et hydrophobicité, sont exploitées lors du

choix des méthodes de purification de I'hnormone [13].

Le site actif de la molécule est encore mal connu, mais des anticorps (Ac) monoclonaux
dirigés contre les résidus 99-118 et 111-129 sont neutralisants, suggérant que cette région de

la molécule est impliquée dans la liaison a son récepteur [10].



I1. Les sites de synthese de I'EPO :

L'EPO est produite chez 1'adulte essentiellement par le rein (90 % de la production) et
plus accessoirement par le foie (10 % de la production). Elle est ensuite relarguée dans la
circulation ou elle se comporte comme une véritable hormone [10]. D'autres organes peuvent

synthétiser d’une fagon locale I'EPO.
I.1. Le rein :

Les cellules produisant 'EPO dans le rein ont été identifiées dés 1988 comme une sous-
population de cellules interstitielles fibroblastiques péri-tubulaires situées dans le cortex rénal
et la médullaire externe. Toutefois certains auteurs ont décrit une production d'EPO par les
cellules tubulaires proximales [11, 12, 14-16]. Cependant, la production d'EPO par ces

cellules nécessite une fonction rénale normale.

La production rénale d'EPO est constitutive et selon une loi du « tout ou rien ».
L'augmentation de la production d’EPO se fait par augmentation du nombre des cellules
productrices. Les cellules tubulaires joueraient un réle de sensor a 'O, et transmettraient aux
cellules interstitielles voisines des signaux O, dépendants induisant la production d'EPO

(Figure 3) [10,17, 18].
11.2. Le foie :

Chez l'adulte, le foie assure 10 % de la production alors que chez le feetus il assure, au
début, la totalité¢ de la production d'EPO. Cette plus faible quantité produite ne permet pas une
identification précise des cellules hépatiques productrices d’EPO. Il semble avoir deux
populations cellulaires sécrétrices de ’hormone a savoir les hépatocytes distribués autour des
veines centro-lobulaires du foie et les cellules interstitielles situées en position périsinusoidale
dans les espaces de Disse [12, 14-17]. 1l existe de nombreuses analogies entre ces cellules et
les cellules interstitielles fibroblastiques du rein [14]. Ces cellules sont moins sensibles que
les cellules rénales a 'hypoxie mais elles peuvent faire varier individuellement leur taux de

production d'EPO [17].



1.3. Les autres sites de production de I'EPO :

Le test de protection a la RNase a permis de détecter de I'ARNm d'EPO chez le rat tres
hypoxique au niveau des testicules, de la rate et enfin du cerveau. Les quantités d'EPO
produite sont négligeables en comparaison avec les productions rénale et hépatique et il est
clair que I'hématocrite ne peut jamais €tre maintenu a son taux normal en l'absence de rein
fonctionnel. Par ailleurs, I'EPO produite dans le cerveau ne passerait pas dans la circulation a
cause de la Barriere hémato-encéphalique (BHE), et devrait donc avoir un rdle local. Selon

une équipe japonaise, cette production locale dans le cerveau serait due a une stimulation des

astrocytes par hypoxie [16].

Hypoxie
tissulaire \\
C-apacité de trans-
port de I'oxygansa Reins
dans e sang
L4 '|
augmania sacréatent dans le sang
Taux de
globulzs rouges Erythroponétine
augmania iyt

Figure 3 : Schéma explicatif de la synthese de PEPO [18]
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III. Le contrdle génétique :
lll.1. Le géne de ’'EPO :

Le gene de I’EPO est situé sur le bras long q21 du chromosome 7. Le clonage du gene
a pu étre réalis€¢ en utilisant comme sonde des oligonucléotides de synthese déduits de la

séquence en acides aminés de la protéine purifiée partiellement par Miyake et al.

L'ARNm de I'EPO contient 1600 nucléotides. La séquence codant pour I'EPO est
contenue dans 582 nucléotides. Le géne de 'EPO est formé par cinq exons, séparés par quatre
introns. Les exons II, III et IV dans leur totalité et une partie seulement des exons I et V
codent pour la protéine. En amont du codon d'initiation de la traduction ATG, on ne retrouve
aucune des séquences promotrices habituelles telles que TATA box, CCAAT box [14, 19,
20].

La structure du géne est conservée tout au long des espéces, spécialement au niveau des
exons : il existe 79 % d'homologie entre les parties codantes de la souris et de 'homme, 94%

entre 'homme et le singe. Cela explique l'absence de spécificité¢ d'espece dans l'activité
biologique [10, 21].

lll.2. Régulation de la synthése d’EPO :
I11.2.1. Bases moléculaires de la régulation du géne par 1I'hypoxie :

L'hypoxie est le stimulus déclencheur de la production d'EPO au niveau des organes

producteurs.

L’hypoxie agit directement sur le niveau d’expression du géne. Le pic de synthese

d’ARNm codant pour I’EPO est atteint en 4 a 8 heures et son amplitude est proportionnelle au
degré d’hypoxie [22, 23].

La régulation de la synthése d’EPO s’effectue a I’étage transcriptionnel.
Les séquences non codantes du géne de I’EPO humaine conduit a identifier

3 segments hautement conserves : le promoteur situé en région 5’, le premier intron et
une région de 120 paires de bases située en aval du site de poly-adénylation (séquence

«enhancer»). Seules la séquence promotrice et la séquence «enhancer» sont indispensables a

11



I’induction de I’expression du gene lors d’hypoxémie (figure 4). Trois protéines (HIF-la ;
HNF-4 et p300) sont impliquées dans [’activation du promoteur. Ces trois protéines
s’associent et se fixent a une séquence précise de bases situées dans la portion «enhancer» ce
qui induit des modifications conformationnelles permettant I’interaction de p300 avec la
séquence promoteur. Il existe des ¢léments régulateurs «en amont» du complexe HIF-

1o/HNF-4/p300 (Hypoxia-induced factor -1a, hepatocyte nuclear factor 4) (figure 4) [22, 24].

| I I v v

—il B H B =
. I .~ enhamcer 3

Ill Y‘_

HIF-la HNF-d | | HNF4

\_/ St \_/

GGLCCTACG TG TGTCTCACACAGOCTGTCTCACCTCTCGACC TACK

- ATy I:I Séguence non iranscrite homologue entre
homme et souris

|:| Séquence non iranscrite homologue
homme-souris indispensable a ' induction
de 1'expression du gene par |’ hypoxémie

Figure 4 : Structure du géne de PEPO humaine.

La séquence «enhancery est agrandie pour permettre la visualisation des intéractions avec le

complexe HIF-1a/HNF-4/p300 responsable de [ ’activation du promoteur.
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En 1989, Schuster et al. constatent I’augmentation du taux sérique d’EPO chez des
animaux non-hypoxémiques traités avec du chlorure de cobalt. IIs avancent alors I’hypothése
du rdle accepteur d’¢lectron de 1’ion cobalt au sein de protéines-hemes (type Hb) [23, 25]. De
nombreuses expériences confortent cette voie de ’héme et conduisent Ebert et Bunn a

proposer le modele présenté en figure 5 [26].

La forme oxydée de HIF-la est rapidement reconnue et dégradée par un complexe
enzymatique appelé protéasome. Il existe dans le cytosol un complexe protéine-héme faisant
intervenir les ions ferreux et ferriques dans leur réaction d’oxydo-réduction. Lorsqu’il
interagit avec le dioxygeéne, ’héme est responsable de la libération d’ions superoxydes (O;")
au puissant pouvoir oxydatif. Cet ion oxyde HIF-la et provoque donc sa dégradation. En
présence de dioxygene, le promoteur du géne de I’EPO n’est donc pas activé. En I’absence de
dioxygene, HIF-1a n’est pas oxydé, passe dans le noyau et permet la formation du complexe
HIF-10/HNF-4/p300 (figure 5) [26-29].
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Figure 5 : Modéle de régulation par le dioxygéne du géne de PEPO

I11.2.2. Hypoxie et voie de signalisation :

La principale voie par laquelle les cellules détectent et répondent a I’hypoxie est celle de
HIF-1. L’HIF-1 est une protéine cytosolique synthétisée en permanence par les cellules et le

facteur transcriptionnel pour ’EPO. C’est un hétérodimére composé de deux sous unités a et
B.

» En normoxie : 'HIF-1a est trés instable et en permanence dégradée (demi vie est <
5 minutes) par le systéme ubiquitine-protéasome dans le cytoplasme et le noyau [30]. En
effet, une prolyl-hydroxylase hydroxyle un résidu proline de la protéine HIF-la, ce qui

permet son interaction avec la protéine pVHL et sa dégradation par le protéasome.
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» En condition d’hypoxie : la prolyl-hydroxylase étant inactive, la protéine HIF-1a est
trés rapidement stabilisée et migre dans le noyau ou elle s’associe a son partenaire HIF-13

(figure 6) [31].

NORMOXIE HYPOXIE
102 + 0.
- 4
erotissome ZZE =
H eUbY S =
HIF-1ot HIF-1
M Prolyl hydroxylases
"TF-1x
E3 ligase aIF-10t
won Hippel-Lindau HIF-1ct

Figure 6 : HIF-10 en situation de normoxie et hypoxie [31].

Le complexe ainsi formé recrute d’autres partenaires, en particulier CBP/p300, et se fixe
sur la séquence nucléotidique spécifique de reconnaissance du facteur HIF-1 (motif HBS)
située dans les régions régulatrices des geénes cibles. L’activation de la protéine HIF-1f par
I’hypoxie entraine la synthése de facteurs protéiques impliqués notamment dans
I’érythropoiese, 1’angiogenese et la glycolyse anaérobie. Le recrutement de CBP/p300 par
HIF-1a dans le noyau est également régulé par la tension en oxygeéne. De nombreuses autres
modifications post-traductionnelles interviennent dans la régulation de ’activité de HIF-1a,
parmi celles-ci, les phosphorylations de HIF-1a et de ses partenaires par les MAP-kinases et

la PI3K/Akt [32].
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La Figure 7 représente les intervenants dans la régulation de Iactivité de la protéine

HIF-1a par la concentration intracellulaire en oxygene [33].
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Figure 7 : Régulation de Pactivité de la protéine HIF-1a par la concentration

intracellulaire en oxygéne [33].

I11.2.3. Spécificité tissulaire de la production d'EPO :

Trois séquences d'ADN gouvernant l'expression tissulaire du géne de I'EPO ont été

déterminées (Figure 8):

- une région de 6 kb située en 5' du géne (NRE) inhibe l'expression ubiquitaire non
spécifique du gene de I'EPO ;

- L'expression hépatique du gene nécessite une région de 0,4 kb (LIE) située en 5' du
gene ;

- alors que l'expression rénale requiert une région de 8 kb située de -14 a -16 kb en 5'
du gene (KIE).
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De plus, une région de 0,7 kb située en 3' est nécessaire a la régulation par I'hypoxie :

HRE, la séquence de fixation de HIF-1 [34-36,37].

A CTACGTGCT
KIE NRE LE NHE-1/
o+ &
14kb 6kb
B Het  Foie  Rein
fg EFO 4
56%  +
tg EPO10
< ! > 6% 4+ -
tq EPO 18
< g b o80% 4+ 4+

Figure 8 : Régulation du géne de 'EPO [37].

Il semble donc que la spécificité tissulaire de production de 'EPO dépende de la
longueur et de I'emplacement de certaines séquences. Ainsi, une longue séquence régulatrice
d'ADN située a plus de 6 kb en 5' du site d'mitiation du gene est indispensable a l'expression
rénale d'EPO en réponse a I'hypoxie. Mais, la région enhancer 3' contenant le site de fixation

de HIF-1 conditionne la régulation par I'hypoxie [37].
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IV. Le récepteur de I'EPO (EPO-R) :
IV.1. Structure :

Le EPO-R est une protéine constituée de 507 acides amines appartenant a la super-
famille des récepteurs aux cytokines de type 1. Le domaine extracellulaire de I’EPO-R
possede deux domaines nommés D1 et D2 [38], 'un nécessaire a la dimérisation du récepteur
et ’autre jouant un role dans la liaison au ligand et la transduction du signal. Le domaine
transmembranaire contient deux résidus leucines essentiels a la dimérisation du récepteur et la
transduction du signal [39] et le domaine intracellulaire possede deux séquences conservées,

nommeées Box1 et Box2 (Figure 9).
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Figure 9 : Domaines structurels du récepteur de PEPO [40]

Le domaine extra-cellulaire est constitué de deux domaines fibronectines de 2 types DI et D2 .
Chaque sous-domaine posséde deux résidus cystéines qui permettent la formation d’un pont disulfure
intra-domaine. Le domaine transmembranaire contient deux leucines (position 240 et 241) qui sont
essentielles a [’activation du récepteur. Le domaine juxta-membranaire est rigide et contient des
motifs hydrophobiques. La partie intracytoplasmique comprend deux régions Boxl1 et Box 2. Plusieurs
résidus entre la partie juxta-membranaire et la Box1 sont importants pour [ ’activation de JAK2 par le

récepteur de I’EPQO. Parmi ceux-ci [’isoleucine et la tryptophane.
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L’EPO-R est dénué de toute activité tyrosine kinase intrinseque. C’est pourquoi, celui-ci
a besoin de I’ancrage au niveau du domaine D1 de la tyrosine kinase JAK2 qui est le pivot
central de la signalisation de I’EPO. En absence de son ligand, ’EPO-R est présent a la
surface cellulaire sous forme de dimere inactif. Sa liaison a 'EPO induit un changement
conformationel du récepteur au niveau des domaines DI et D2 et permet la
transphosphorylation de chaque protéine JAK?2 présente au niveau de chaque monomere [40]
(Figure 10). Ainsi, la kinase JAK2 joue un role majeur dans la transduction du signal
consécutif a la liaison de I’EPO sur son récepteur [41, 42]. En conditions physiologiques,
I’activation de JAK2 permet la phosphorylation de ’EPO-R sur ses résidus tyrosines
intracellulaires. Au moins 8 résidus tyrosines semblent impliqués dans 1’activation de I’EPO-
R et contribuent a Dactivation de divers relais intracellulaires. Cependant, de facon
surprenante et contrairement a JAK?2, ces résidus ne sont pas indispensables a I’activation des

voies de signalisation [43,44].
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Figure 10 : Liaison de PEPO a son récepteur et initiation de la transduction du signal [45].
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IV.2. Les cellules porteuses de ’'EPO-R :

L'EPO circulante stimule la production de GR, du fait de son action sur les cellules

précurseurs de la lignée érythrocytaire (figure 11).

L'EPO ne semble pas impliquée dans l'engagement des cellules pluripotentes vers la
lignée érythrocytaire. Les BFU-E et les CFU-E correspondent aux premiers stades du
développement érythropoiétique identifiées en culture cellulaire comme étant sensibles a
I'EPO [46,47]. L'EPO agit sur ces cellules en synergie avec le SCF, le GM-CSF, I'[L-3, 1'lL-4,
IL-9 et I'IGF-1 pour permettre leur prolifération et leur maturation. Les BFU-E sont les
cellules les plus précoces du développement érythrocytaire que I'EPO soit capable de
stimuler. Cependant, ces progéniteurs sont peu répondeurs a 'EPO du fait de leur taux faible
en récepteur membranaire, et leur prolifération ne peut étre stimulée in vitro que par de tres
fortes concentrations en EPO [46,47]. Les principales cellules porteuses du EPO-R sont les
CFU-E et les proérythroblastes, capables de répondre a de trés faibles concentrations en
EPO. Il a été montré que la stimulation par 'EPO des CFU-E est indispensable pour leur
survie, pour leur prolifération, et leur différenciation terminale [48, 49]. L'EPO participe aux
¢tapes ultérieures de la différenciation des érythroblastes, et stimule la sortie des réticulocytes

de la moelle.

L’EPO-R a ¢également été localisé sur de nombreux autres types cellulaires : cellules
endothéliales, entérocytes, cellules de Leydig du testicule et enfin sur les neurones

aminergiques et cholinergiques et sur les astrocytes [14, 50].
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Figure 11: Cellules hématopoiétiques cibles de I'EPO [46, 47].
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V. Les mécanismes d’action :
V.1. Sur I’érythropoiése :

L’action principale et la mieux connue de I’EPO est de stimuler la lignée
érythroblastique. Ces kinases sont a I’origine de la phosphorylation de 8 résidus tyrosines
situés au niveau intra-cytoplasmique du récepteur, créant ainsi des sites de liaison pour de
multiples protéines de signalisation possédant des domaines SH2, et de phosphorylation de
nombreuses protéines responsables du déclenchement d’une cascade de signalisation
intracellulaire qui implique différentes voies : STATS, STATI, STAT3, RAS-MAP-kinases,
PI-3K [51] (figure 12). L’EPO est responsable d’une diminution de I’apoptose et d’une
augmentation de la maturation et de la prolifération des progéniteurs de la lignée
érythroblastique conduisant a une augmentation de la masse sanguine. L’EPO est le facteur de
croissance hématopoiétique essentiel et spécifique a la lignée érythroblastique, mais elle agit
en synergie avec de nombreux autres facteurs nécessaires a une érythropoiese efficace : SCF,
GM-CSF, IGF-1, IL-3, IL-4, IL-6, IL-9, IL-11 [51-57]. L'action de I'EPO s'étend aussi a
d'autres niveaux de l'érythropoicse : elle augmente la fréquence mitotique des CFU-E, accroit
le nombre d'ARNm de I'Hb, diminue le temps de transit médullaire, accélere la sortie des

réticulocytes de la moelle.
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Figure 12: Mécanisme d’action de PEPO [58].

Cependant, I’expression des récepteurs a I’EPO n’est pas réduite aux seuls précurseurs
érythroides [57]. Ces récepteurs sont exprimés dans de nombreux tissus non hématopoiétiques
: cerveau, ceeur, rein, poumon, tractus gastro-intestinal, tractus génital, endothélium vasculaire
[59]. 11 a par ailleurs ét¢ montré qu’une production locale d’EPO pouvait avoir lieu dans
certains tissus en conditions inflammatoires, d’hypoxie ou de stress métabolique. Cette
augmentation locale d’EPO peut stimuler ses récepteurs et serait a ’origine des effets anti-

apoptotiques et tissu-protecteurs de I’EPO, démontrés dans plusieurs études [51, 54, 57, 60].
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V.2. Sur d’autres organes :

Chez 'homme, en plus du rein et du foie, 'ARNm de I'EPO et la protéine elle-méme ont
¢té identifiés dans le cerveau [61, 62], dans le placenta [63], dans les organes reproducteurs
féminins (col, endometre, ovaires) [64] et dans de nombreuses tumeurs malignes (carcinome
rénal, cancer du sein, cancer gastrique, tumeurs malignes des organes reproducteurs féminins,
tumeurs solides pédiatriques, ...) [65-79].

Apres avoir longtemps cru que 'EPO était exclusivement une hormone agissant sur les

précurseurs érythrocytaires, l'utilisation d'EPO radiomarquée a ’Tode'*

a permis de détecter
la présence du EPO-R a la surface de cellules non érythrocytaires (cellules de
phéochromocytome PC12 et SN6). La séquence du géne codant pour I’EPO-R était identique

a celle connue pour les précurseurs érythrocytaires (Figure 13) [69].

Le systéme nerveux central possede un systtme EPO/EPO-R autocrine et paracrine
indépendant du systéme endocrine impliqué dans I'érythropoi¢se ou I'EPO produite par les
astrocytes se lie sur les récepteurs localisés a la surface des astrocytes eux-mémes (systéme
autocrine), des neurones, de la microglie, ainsi qu'au niveau des cellules endothéliales des

capillaires cérébraux (systeme paracrine) [80].

Il a également été montré que r-Hu EPO influencait la stéroidogénese testiculaire chez

les hommes en stimulant directement la production de la testostérone [81].

La r-Hu EPO augmente la prolifération des cellules endothéliales [78, 82], les protegent
contre l'apoptose induite par le Lipopolysaccharide (LPS) [83] et augmente leur migration
[78]. L'EPO constitue l'un des facteurs proangiogéniques impliqués dans la croissance de

I'endomeétre utérin.

Par ailleurs, la présence d'EPO a été identifiée dans le lait maternel et les EPO-R ont été
détectés au niveau des entérocytes chez les nouveau-nés. Ces résultats suggerent donc que

I'EPO puisse jouer un rdle dans le développement des fonctions intestinales chez les nouveau-

nés [84].
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Figure 13 : Effets non hématologiques de '’EPO [85].
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I. Les grandes étapes de la production industrielle de I'EPO :

En 1977, I'EPO humaine est purifiée a partir d'urines de patients anémiques par Miyake

et Goldwasser et les premiers dosages radio-immunologiques sont possibles a partir de 1979.

» La structure de la molécule : en décembre 1983, 1'équipe de génie génétique
californienne d'Amgen parvient a cloner le gene de 'EPO humaine a partir de
I'hormone purifiée par Goldwasser et dont il connait la séquence d'acides aminés.
Malheurecusement, la concentration urinaire de I'hormone est extrémement faible
rendant toute production industrielle irréalisable.

» Les premiers essais thérapeutiques : dés 1985, I'équipe de Kenneth Jacobs et,
simultanément celle de Fu-Kuen Lin réussissent a faire exprimer le geéne par des
cellules de mammiferes transfectées par le géne de I'EPO humaine. Ce procédé de
recombinaison génétique permet d'obtenir en quantité illimitée une glycoprotéine

pure analogue a I'EPO endogene: la r-Hu EPO.

La r-Hu EPO est produite, en partie, par I'hamster chinois (figure 14). Le géne de I'EPO
humaine est introduit dans les cellules ovariennes de I'animal, qui produit ensuite la protéine,

appelé époétine [6, 20, 86-87].
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Prélévemant du géne codant pour N'EPO

F=

A injection de co géne
dans les cellules ovariennes du hamster

Producton de TEPD

EFPO recombinanie

Figure 14 : Schéma de la fabrication de ’EPO recombinante [88].
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I1. Les différentes EPO commercialisées :
I1.1. Les molécules disponibles :

Les Agents stimulants I'érythropoiése (ASE) obtenues par génie génétique, c’est-a-dire
par production sur cellules de mammiferes dont le génome a été modifié par ajout du gene
humain codant pour la synthése de ’EPO. Les molécules ainsi obtenues présentent une
composition en acides aminés (165 acides aminés) et en glucides (trois chaines N-glycosylées
et une chaine O-glycosylée) identiques a celle de I’EPO naturelle, et stimulent I’érythropoicse
selon le méme mécanisme que I’hormone endogene, qui régule I’érythropoicse par son
interaction spécifique avec I’EPO-R [89].

Les différents ASE différent entre eux par leurs glycosylations. Ainsi les différents
types d'époétine actuellement disponibles dans le commerce contiennent une plus grande
proportion de résidus d'acide sialique que I'EPO endogene et différent I€gerement entre elles.
L’époiétine alpha présente une plus forte teneur en acide sialique que 1’époiétine béta [90].
Ces différences de glycosylation n’ont pas de traduction clinique, ni en terme d’efficacité ni

en terme d’effets indésirables [89, 91]. Plusieurs biosimilaires de I’EPO sont disponibles :

- les EPO : I’époiétine-a, époiétines-P, époiétine-oméga (), et époctine-delta (J),
- les dérivées de I’EPO : darbépoiétine, MPG- époétine (méthoxy-polyéthyléne-
glycol-époétine), époiétine-f pégylée (CERA).

IIs ont des propriétés différentes, notamment en termes de pharmacocinétique. D’autres
agents stimulant I’érythropoi¢se sont en cours de développement, avec des mécanismes

d’action différents de I’EPO [92].

La glycosylation des EPO recombinantes et de ses dérivés est nécessaire a I’activité
biologique in vivo et conditionne sa demi-vie. En raison de leur plus importante teneur en
glucides et en acide sialique, la darbopoétine alpha et la MPG-époétine béta présentent des
demi-vies d’¢élimination plus longue que les époétines alpha et béta. En effet, la demi-vie étant
proportionnelle au nombre d'acides sialiques et au pourcentage de glycosylation de la
molécule. Ces deux substances présentent une plus longue durée d’action que les EPO

recombinantes « classiques » [93].
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I1.1.1. Glycosylation et activité in vitro / in vivo :

L'EPO non glycosylée est active in vitro mais pas in vivo [94]. La r-Hu EPO est un
mélange des isoformes de 9 a 14. In vitro, l'affinité relative des isoformes de 'EPO pour les

EPO-R est d'autant plus grande que le nombre de molécules d'acide sialique est faible [94-96].

A l'inverse, in vivo, l'activité biologique des isoformes est d'autant plus grande que le

nombre d'acide sialique est ¢levé [94, 96].

Ces différences in vitro / in vivo sont dues a l'mstabilit¢ de 'EPO non glycosylée, dont
la demi-vie plasmatique n'est que de quelques minutes. En effet, '[EPO non glycosylée est
captée tres rapidement par le foie, ou elle est dégradée. La glycosylation protege donc la
molécule d'EPO et sa demi-vie plasmatique est d'autant plus longue que le nombre de

molécules d'acide sialique est ¢levé [94, 96].

Pris ensemble, ces €¢léments indiquent qu'il existe une relation directe entre le contenu
en acide sialique et la demi-vie plasmatique et par conséquent l'activité¢ biologique in vivo,

mais une relation inverse avec l'affinité pour les récepteurs [87, 95].

Ces considérations ont conduit a augmenter la glycosylation de I'EPO de fagon a obtenir
une «EPO» a demi-vie plasmatique plus longue permettant une administration moins

fréquente [94].
I1.1.2. Epoétines alfa et béta :

Les époétines alfa et beta sont des r-Hu EPO de premicre génération. Elles sont
composées de 165 acides aminés. Leur niveau de glycosylation differe peu car elles sont
toutes deux produites par génie génétique. Leur fraction glucidique représente 40% de leur
poids moléculaire et comporte 4 sites : trois de N-glycosylation et un de O-glycosylation. Les
ponts disulfures sont indispensables a leur activité biologique. Les acides sialiques qui les
composent permettent de protéger 'EPO d’une clairance hépatique prématurée et allonge
ainsi leur demi-vie plasmatique. Elles stimulent I’érythropoiése selon le méme mécanisme
que I’hormone endogene. Aprés administration, la numération érythrocytaire, le taux d’Hb, le

chiffre des réticulocytes augmentent de méme que I’incorporation du Fe59 [97].
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I1.1.3. Epoétine-oméga (m) et époétine-delta (5) :

L'époétine-o est produite par une autre souche de cellules, ainsi la glycosylation et les

propriétés pharmacocinétiques de cette molécule sont différentes [95].

L'époétine-w est produite dans des cellules BHK (Baby hamster kidney). Contrairement
aux ¢époétines dérivant des cellules CHO (Chinese hamster ovary), seulement 60 % de la
molécule est O-glycosylée sur la sérine en position 126. La majeure partie des chaines
oligosaccharidiques est a 4 branches et une plus grande proportion des hydrates de carbones
est tétrasialilée comparativement a I'EPO endogéne. De plus, un des sites N-glycosylés
contient un résidu phosphorylé sur une partie de la chaine. Des études cliniques a faible
échelle ont constaté que I'époétine-o serait légerement plus puissante que I'époétine-a. Mais

ces données cliniques restent a approfondir [95].

En mars 2002, les autorités européennes ont approuvé la mise sur le marché de
I'époétine-0 (époctine delta) aussi appelée activateur du gene de I'EPO, qui est produite par
une lignée cellulaire humaine, génétiquement modifiées pour transcrire et traduire le géne de
I'EPO sous le contrdle d'une nouvelle séquence d'ADN régulatrice. L'introduction de cette
nouvelle séquence a été réalisée par recombinaison homologue des zones non-codantes de
I'ADN. Le terme «géne-activation» signifie en fait le contréle de I'expression du gene par
l'introduction de nouvelles séquences promotrices permettant de coder des séquences d'ADN
natif. L'utilisation des cellules humaines dans le procédé d'obtention de I'époétine-d permet de
lever des problémes en terme de conformation de protéines et de modifications post

traductionnelles [95, 98].
I.2. Darbépoétine alfa :

En 2001, une EPO “hyperglycosylée” (darbépoétine alpha) a été commercialisée [99].
La darbépoétine alfa est produite dans des lignées cellulaires ovariennes de hamster chinois
[97]. Sa structure est proche de celle des €poétines précédemment citées, mais la substitution
de 5 acides aminés et la présence de 2 chaines glucidiques supplémentaires ont permis
d’augmenter significativement sa demi-vie plasmatique. Les chaines glucidiques permettent
notamment d’apporter 8 acides sialiques de plus, diminuant ainsi I’affinité de la glycoprotéine

pour son récepteur membranaire [100].
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Par rapport a I'EPO humaine ou recombinante, la NESP (Novel erythropoiesis
stimulating protein) est constituée d'une séquence fixe de 165 acides aminés, voisine de celle
de I'EPO, sur laquelle sont greffées en plus des 3 chaines N-glycosydiques, 2 chaines N-
glycosydiques. Les positions de ces 2 chaines additionnelles de glycosylation ont été choisies
et définies de facon a ne pas modifier la structure, et donc les capacités de fixation a I'EPO-R

[87, 95]. Ainsi une molécule a 5 chaines N-glycosydiques a été créée: la darbépoétine-a.

Afin, de parvenir a ce résultat et pouvoir introduire de nouvelles chaines glycosydiques,
la séquence d'ADN du geéne codant pour I'EPO a di aussi étre modifiée. Plusieurs douzaines
d'analogues de r-Hu EPO sont produits, contenant une ou plusieurs substitutions d'acides
aminés qui donnent une ou plusieurs chaines additionnelles. Ensuite, les étapes de fabrication
ressemblent beaucoup a celles de I'époétine-a et . A partir de ces séquences d'’ADN sont
synthétisés des clones d'ADNc. Chaque clone est ensuite transfect¢ via un vecteur
d'expression dans les cellules CHO ou la protéine sera alors produite. Mais une partie
seulement sur la douzaine d'analogues produite est convenablement glycosylée, a la bonne

structure et a conservé une activité biologique [87, 101].

La séquence d'acides aminés de la darbépoétine-a étant différente de celle de I'EPO
native. Compte tenu des 2 chaines supplémentaires de glycosylation, le contenu en hydrate de
carbone de la darbépoétine-a représente 51% du poids moléculaire versus 40% pour 'EPO, et
son poids moléculaire moyen est plus ¢€levé : 37100 Da versus 30400 Da. Le nombre de

molécules d'acide sialique de la darbépoétine-a est de 22 versus 14 pour 'EPO [94].

32



7YY . YYT. YT,

rHuEPQ MESP
¥ Ndinked carbohydrate chains 4 N-lInkad carbohydrate chalng & M-linkod earbohydrate chains
* Up ko 14 sialic acids s Up o 14 slallc scids * L lo 3 sialic acids
+ 30,400 daltons +=33,750 daltons + 37,100 daltons
+ =4 carbohydrate = ~dfi% carbatiytrate » =51% cacbohydrate
v pl =4.0 «pl =365 pl-33
Biologacel aciivity
f-ﬂ:sm

Sarum hall-lifa

:1_
| Racegor binding

Figure 15: Propriétés biologiques et biochimiques de la r-Hu EPO et de ses analogues [87].

La darbépoétine-a a été ¢laborée dans l'objectif de prolonger sa durée d'action en
ralentissant son ¢limination. Par voie intraveineuse, la demi-vie plasmatique de Ila
darbépoétine-a apparait 3 fois plus longue que celle de I'époétine-a (25,3 h vs 8,5 h) et sa
clairance est 2,5 fois plus faible (1,6 vs 4,0 ml/h/kg). Les volumes apparents de distribution de
la darbépoétine-a et de I'époétine-a sont comparables et voisins du volume plasmatique. La
demi-vie plasmatique par administration sous-cutanée de la darbépoétine-a (48,8 h) est 2 fois
plus longue que par administration intraveineuse [94, 95].

1.3. CERA : Continuous Erythropoiesis Receptor Activator

La pégylation consiste a lier de maniere covalente des chaines poly-éthylene glycol).
C’est une technique couramment utilisée afin d’améliorer la pharmacocinétique de protéines a
demi-vie courte. Elle a I’avantage de permettre une diminution de I’élimination rénale et de la
protéolyse en milieu sérique [102]. En 2008, la méthoxy-polyéthyléne glycolépoétine-p ou
CERA a été commercialisé et son activité prolongée est due a une moindre affinité pour

I’EPO-R [103]. Ceci déclenche des liaisons multiples, a plusieurs reprises, et ainsi une
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stimulation plus intense de la production de GR dans la moelle osseuse. Cette nouvelle
molécule est la conjugaison d'une protéine produite par la technique de 'ADN recombinant
dans des cellules CHO et d'un méthoxy-polyéthyléne glycol linéaire. Le poids moléculaire

moyen est d'environ 60 kDa.

In vitro, CERA est un agoniste de I'EPO-R mais s'en dissocie plus rapidement que
I'EPO, ne lui permettant pas d'étre internalis€ mais de se fixer a nouveau sur les récepteurs
entrainant ainsi des stimulations répétées, ce qui est confirmé par une demi-vie plasmatique
plus grande. Ces stimulations successives s'additionnent et permettent d'obtenir une activité
pharmacologique soutenue et prolongée comparativement a I'EPO [98, 104]. Cette molécule
est l'unique anti-anémique ayant été ¢étudi¢ avec des intervalles posologiques prolongés
(administration toutes les quatre semaines) dans tous les sous-groupes de patients et ce, dans

le cadre de son dossier dhomologation initial [95, 96, 105, 106].
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I11. Récapitulatif des spécialités commercialisées :
lll.1. Au Maroc : Tableau 1 [107]

Médicament DCI & dosage Forme PHM
EPOTIN EPO-HUMAINE 4000 UI SOLUTION INJECTABLE / 10 FLACON 1 ML | 4030,00
EPOTIN EPO-HUMAINE 2000 UI SOL INJECTABLE / 10 FLACON 1 ML 2340,00

EPREX10000 EPOETINE ALFA 4000 Ul | SOL INJ/6 SERINGUE PREREMPLIE 0,4 ML | 2226,60

EPREX10000 EPOETINE ALFA 3000 Ul | SOL INJ/6 SERINGUE PREREMPLIE 0,3 ML | 1818,50

EPREX10000 EPOETINE ALFA 1000 Ul SOL INJ/ 6 SERINGUE PREREMPLIE I ML | 6063,30

RECORMON EPOETINE BETA10000 Ul | PREPARATION INJ/ 1 BOITE 6 SERINGUE | 9323,10

RECORMON EPOETINE BETA 3000 Ul | PREPARA INJ/ 1 BOITE 6 SER PREREMPLIE | 1991,00

RECORMON EPOETINE BETA 2000 Ul | PREPARA INJ/ 1 BOITE 6 SER PREREMPLIE | 1200,00

RECORMON EPOETINE BETA 5000 Ul | PREPARA INJ/ 1 BOITE 6 SER PREREMPLIE | 2957,00

RECORMON EPOETINE BETA 500 UI SOL INJ/ 6 SERINGUE 0,3 ML 516,90

RECORMON EPOETINE BETA 30000 UI SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 12056,10

ARANESP 10 pG | DARBEPOETIN ALFA 10 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 661,40
ARANESP 20 uG | DARBEPOETIN ALFA 20 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 1322,80
ARANESP 30 uG | DARBEPOETIN ALFA 30 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 1984,30
ARANESP 40 pG | DARBEPOETIN ALFA 40 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 2645,70
ARANESP 50 uG | DARBEPOETIN ALFA 50 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 3307.20
ARANESP 60 pG | DARBEPOETIN ALFA 60 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 396850
ARANESP 80 uG | DARBEPOETIN ALFA 80 uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 529140
ARANESP 100pG | DARBEPOETIN ALFA 100uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 661420

DARBEPOETIN ALFA 150uG SOL INJ/ 1 BOITE 4 SER PREREMPLIE 992130

ARANESP 150uG

Tableau 1 : Spécialités d’EPO recombinante commercialisées au Maroc
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lll.2. En France : Tableau 2 [106]

Génération | DCI Spécialité Présentation Demi-vie
1o Epoétine alpha | Binocrit® Sol. inj. en ser. Pré-remplie 1 | IV : 4 h(volontaire sain)
000, 2 000, 3 000, 4 000,5 000, | 5 h(insuffisant rénal)
6 000, 8 000, 10 000, 20 000, | 6 h(enfant)
30 000 et 40 000 UI SC : 24h
Eprex® Sol. inj. en ser. Pré-remplie
2 000, 4 000, 10 000 et 40 000
Ul/mL
Epoétine béta | Néorécormon® | Sol. inj. en ser. Pré-remplie IV : 4h (volontaire sain)
500, 1 000, 2 000, 3 000, 4 | 12h (insuffisant rénal)
000,6 000, 10 000, 20 000, 30 | SC: 13 a 28h
000 et 50 000 UI
Epoétine théta | Eporatio® Sol. inj. en ser. Pré-remplie IV :4a6h
20 000 et 30 000 U/mL
Epoétine z8éta | Rétacrit® Sol. inj. en ser. Pré-remplie | SC:22a4lh
1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 8000, 10000, 20000,
30000 et 40000 UL
2eme Darbépoiétine | Aranesp® Sol. inj. IV SC en ser. ou | IV :21h
alpha stylo.10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, | SC : 74h
100,130, 150, 300 et 500 pg
3eme Peg-époétine | Mircéra® Sol. inj. en ser. préremplie IV : 134h

Béta

30, 50, 75, 100,
200,250, 360 pg

120, 150,

(insuffisant rénal)
SC: 1394 142h

(insuffisant rénal)

Tableau 2: Spécialités d’EPO recombinante commercialisées en France

IV : voie intraveineuse. SC : voie sous-cutanée. Sol : solution. Inj : injectable. Ser
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IV. Les effets secondaires du traitement par r-Hu EPO :

» L’Hypertension artérielle : L’HTA est la complication la plus fréquente [108].

L’origine de ’HTA est probablement multifactorielle. Elle fait intervenir a des degrés
divers une augmentation de la viscosité sanguine [109-110], li¢e a I’augmentation de la masse
globulaire; une mauvaise adaptation des résistances vasculaires périphériques avec
vasoconstriction artériolaire (disparition d’un facteur relaxant vasculaire d’origine endothéliale
ou EDRF); un effet vasoconstricteur direct propre a I’EPO ou indirect potentialisateur de

I’action de I’angiotensine II [111].

» Les complications neurologiques : Des cas d’encéphalopathie hypertensive avec

convulsions et des leuco-encéphalopathies postérieures hypertensives ont été observés chez des
malades traités par ASE. Les encéphalopathies hypertensives s’observent lorsque la vitesse de
correction de I’anémie est trop rapide [112].

» L’Erythroblastopénie : L’érythroblastopénie liée aux ASE est secondaire a la

production d’Ac anti-EPO. Lorsque le diagnostic est posé, le traitement doit étre interrompu et
le recours a un traitement immunosuppresseur est fortement recommandé [112]. Des
modifications du procédé de fabrication associ€es au retrait de I’albumine humaine (remplacée
par du Tween 80) ont coincidé avec I’apparition d’Ac neutralisants et le développement

d’érythroblastopénie.

Le nouvel excipient aurait interagi avec les composants du piston de la seringue
entrainant la formation d’agrégats fortement immunogenes a I’origine de la formation des Ac

anti-EPO [113].

Il s’agit d’un phénoméne complexe associant probablement d’autres facteurs comme une
rupture de la chaine du froid, une instabilité liée au retrait de I’albumine ou une sensibilisation

accrue lors de I’injection SC.

La plupart des cas d’érythroblastopénie sont survenus avec I’époétine alfa contre-

indiquant temporairement son utilisation par voie sous cutanée. Des cas ont ét¢ rapportés avec

I’EPO béta.
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Ces observations ont donc emmené ’AFSSAPS a limiter son utilisation par voie SC
chez les malades insuffisants rénaux chroniques [112]. Elle recommande cependant une

¢valuation du rapport bénéfice/risque pour chaque malade [112].

En novembre 2005, I’agence du médicament Canadienne a publi€¢ une mise en garde sur

’utilisation de la darbépoétine alfa suite a la survenue de 2 cas d’érythroblastopénie [114].

A Theure actuelle les tests de recherche d’anticorps chez les malades traités par

méthoxy-polyéthyléne glycol-époétine béta ont été¢ négatifs [115].

» Les thromboses : Le risque thrombotique augmente chez les malades traités par

ASE. L’incidence des thromboses est de 29 a 39% sous ASE, soit un risque majore multiplié
par 1,6 [116]. La thrombose serait due a une augmentation de la viscosité sanguine.
L’augmentation de I’Hb majore le risque de thrombose chez les hémodialysés. Ainsi, le taux
cible d’Hb ne doit pas dépasser 12 g/dl chez ces malades [112].

» Les accidents cardiovasculaires : En mai 2007, suite aux résultats de plusieurs

¢tudes cliniques suggérant une augmentation du risque cardiovasculaire, I’AFSSAPS et
I’agence européenne ont rappelé que I’utilisation des ASE devait étre conforme aux résumés
des caractéristiques du produit. Une cible d’Hb supérieure a 12 g/dL chez les insuffisants
rénaux anémiques est associée a une augmentation de la morbidité cardiovasculaire [112].
Avec le méthoxy-polyéthyléne-glycol époétine béta, les troubles cardiovasculaires mentionnés
dans les essais cliniques étaient plus fréquents.

> Les effets sur la progression tumorale : En 2007, I’AFSSAPS et I’EMA ont rappelé

que le traitement par ASE était limité aux anémies post-chimiothérapie. L utilisation des EPO
dans le traitement de I’anémie en oncologie en dehors de toute chimiothérapie est associ¢e a
une augmentation de morbidité et de mortalité [112]. Des études suggerent un effet possible

sur la progression tumorale des ASE chez les malades cancéreux.

La méta-analyse présentée a I’ASH et publiée en 2009 impose une grande prudence lors
de l'utilisation des ASE en cancérologie et insiste sur I’importance d’un suivi rigoureux des

recommandations de I’ASH et de I’ASCO [116].
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> Le Cas particulier du nouveau né : Les effets indésirables observés chez 1’adulte

n’ont pas été rapportés chez le nouveau-né prématuré. L’EPO est bien tolérée chez 1’enfant.
Elle n’a pas d’effet néfaste sur le développement, ni sur la croissance des enfants [117]. La
rétinopathie a ¢été rapportée comme étant le principal effet indésirable [118]. Cette
augmentation pourrait étre liée a de fortes doses de supplémentation en fer associées a I’EPO
[119].

> La perte d’efficacité du programme de dialyse : La correction de 1’anémie réduit

les performances du systéme d’épuration extrarénale. L’efficacit¢ du programme de dialyse
peut ainsi €tre compromise, notamment en cas de dialyse courte. Cette réduction de clairance
des solutés résulte d’une augmentation de la masse érythrocytaire au détriment du volume
plasmatique [109].

» Le Fer : On observe une augmentation trés importante des besoins en fer au cours de
la période de correction de I’anémie [109].

> Les besoins nutritionnels : La stimulation de 1’érythropoiése se traduit par une

augmentation des besoins en apport protéique de 10 g par jour ainsi que des apports caloriques
de 200 a 300 K-calories plus facilement acceptée par le malade grice a I’amélioration de
Iappétit [109].

> Les effets secondaires mineurs :

- les céphalées : Le plus souvent concomitantes ou prémonitoires des poussées

hypertensives [111].

- le syndrome pseudo-grippal : transitoire et habituellement précoce associ€¢ a un
syndrome algique (myalgies, arthralgies, douleurs osseuses), fatigue et parfois

fébricule. Son incidence est voisine de 1-7% [111].
- le prurit : phénomene transitoire et fugace qui céde sous antihistaminiques [111].

- les douleurs aprées I’injection (surtout sous-cutanée) : diies a I’excipient et non pas a

la molécule elle-méme [120].
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V. Les contre-indications du traitement par r-Hu EPO :

Plusieurs situations pathologiques contre-indiquent relativement ou temporairement le
traitement par r-Hu-EPO. On cite : la spoliation sanguine par hémorragie, les carences martiale
ou vitaminiques, la malnutrition, la fibrose médullaire, les maladies inflammatoires ou
infectieuses chroniques évolutives, 1’hypertension artérielle sévere ou mal controlée, la
comitialit¢ instable, les néoplasies ou hémopathies évolutives, 1’intoxication éthylique
chronique, la toxicomanie, I’insuffisance respiratoire chronique, les antécédents récents

d’accidents thrombotiques ou vasculaires [111].

VI. Les causes d’inefficacité du traitement par r-Hu EPO :

Une réponse inadéquate au traitement par I’EPO est définie par une incapacité
d’atteindre I’hématocrite et/ou Hb cible en présence de stocks adéquats de fer a une dose de
450 Ul/kg/semaine en intra veineux ou 300 Ul/kg/semaine en sous-cutané pendant 4 a 6

semaines, ou une incapacité¢ de maintenir I’Hb et/ou I’hématocrite cible avec cette dose [121].

La cause principale d’une réponse incomplete a I’EPO est la déficience martiale [121].
En effet, I’efficacit¢ de 1’administration de ’EPO est conditionnée par une disponibilité
suffisante en sels de fer chez les patients. Celle-ci est définie par un taux de ferritine sérique
¢gale a 100 ng/ml, un taux de saturation de la transferrine supérieur a 20%, un pourcentage de
GR hypochromiques < 10% [122]. La prévention de cette inefficacit¢ se fait par
I’administration orale de 300 mg de sulfate ferreux une a trois fois par jour. En cas
d’intolérance, le fer peut étre donné par voie parentérale sous forme de fer dextran
intraveineux (100 mg) aprés chaque session de dialyse, apres une dose-test initiale de 25 mg

[123].

D’autres situations ou pathologies peuvent expliquer d’inefficacit¢ du traitement par
EPO, on cite : les hémolyses, les infections, les inflammations et les ostéites avec fibrose,

I’érythroblastopénie, [121, 124].

Récemment, une immunisation contre I’EPO administré par voie sous-cutanée a été

décrite chez un malade en dialyse péritonéale [125].
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I. Les variables pré-analytiques :

Il est fortement recommandé de faire le préleévement le matin en raison des variations

diurnes de 'EPO [126, 127].

Le sang est recueilli sur tube sec sans anticoagulant. 11 faut le laisser entre 2° et 8°C, si
possible. On a relevé que les échantillons de sérum coagulés a température ambiante entre 22

°C et 28 °C avaient des taux bas d'EPO évalués par dosage radio-immunologique [128].

Il est nécessaire de séparer rapidement le sérum avec une centrifugeuse réfrigérée de
préférence et de disposer de 400 pl de sérum pour pouvoir doser I’échantillon en double

exemplaire. 1 faut éviter les échantillons fortement hémolysés ou lipémiques [127,128].

Les échantillons de sérum peuvent étre conservés jusqu'a 24 heures entre 2° et 8 °C.
S'ils sont congelés a —15 °C, ils restent stables jusqu'a 12 mois. Ne pas conserver les
échantillons  dans des congélateurs a  dégivrage automatique. Eviter la
congélation/décongélation répétée des échantillons. Il est conseillé de répartir les échantillons
destinés a une longue conservation en volumes égaux dans les éprouvettes ou les fioles avant
de les congeler. Avant de les utiliser, amener tous les spécimens a température ambiante

(entre 22 °C et 28 °C) et mélanger par retournements [128].

I1. Les Méthodes de dosage de I'EPO :

Il existe de nombreuses méthodes de dosage de ’EPO sérique faisant appel a des
immunodosages. Celles-ci différent entre elles essentiellement par la nature des anticorps
(polyclonaux, monoclonaux) et par le type de traceurs (radioactif, enzymatique,
chimiluminescent) utilisés [129]. Le dosage de '’EPO (endogéne et synthétique) peut étre
effectué sur le sérum ou le plasma (ou les deux) selon les méthodes.

Les premieres méthodes développées étaient radio-immunologiques. Celles-ci sont de
moins en moins utilisées depuis la mise au point de trousses de dosage immuno-enzymatiques
ou immuno-chimiluminescentes qui permettent une automatisation des tests. Si la majorité
des trousses commercialisées présentent de bonnes performances dans les valeurs normales et
¢levées d’EPO, il existe de grandes disparités dans les valeurs basses, avec des seuils de

détection tres variables.
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Il.1. Le dosage immuno-radiométrique :

Le dosage immunoradiométrique est une technique « sandwich » utilisant deux Ac
monoclonaux murins qui reconnaissent deux épitopes spécifiques de I'EPO active. Le premier
Ac est fixé sur la paroi des tubes (phase solide), le deuxieme est marqué a ’iode 125. Apres

incubation, on mesure la quantité¢ du complexe formé a I’aide d’un compteur gamma [130].
II.2. L’Immuno-dosage par chimiluminescence :

La réaction utilise un marqueur (exemple ester d'acridinium), avec émission lumineuse
quand il est traité par du peroxyde d'hydrogene en solution alcaline.

Le retour a I'état stable du produit oxydé entraine une émission lumineuse, quantifié par
un luminométre. Le test immunométrique utilise un Ac monoclonal de souris anti-EPO couplé
a l'ester d'acridinium et un Ac polyclonal de mouton couplé a la biotine. L'adjonction de
streptavidine 1i¢ a des particules magnétiques permet, apres une deuxieéme phase d'incubation,
la formation d'un immuncomplexe grace a la haute affinité du couple streptavidine-biotine. Le
complexe est transporté dans le luminomeétre pour y subir la réaction de chimiluminescence et
la lecture. Dans ce systéme, la quantité d'Ac marqué est directement proportionnelle a la

concentration en EPO [130].
1.3. Le dosage immuno-enzymatique : (ELISA)

Le dosage immunologique de I’EPO est un test ELISA a deux sites «en sandwich »,
servant a mesurer la chaine d'EPO biologiquement active. Il utilise deux différents Ac
monoclonaux de souris anti-EPO humaine qui sont appliqués spécifiquement a des régions
bien définies de la molécule de ’EPO. L’un des Ac monoclonaux de souris anti-EPO
humaine est biotinyl¢é et 1’autre est marqué a la peroxydase pour la détection.

Dans ce dosage, les étalons, les controles ou les échantillons des patients sont
simultanément incubés avec I'Ac marqué a I’enzyme et avec un Ac couplé a la biotine dans un
puits & microplaques recouvert de streptavidine. A la fin de l'incubation, les composants libres
sont retirés du puits par lavage et 'enzyme liée a la phase solide est incubée avec le substrat,
le tétraméthylbenzidine. On ajoute alors une solution bloquante acide pour arréter la réaction
dont la couleur devient jaune. L'intensité de la couleur jaune est directement proportionnelle a

la concentration en EPO dans l'échantillon. A l'aide des résultats fournis par les étalons, on
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réalise une courbe dose-réponse indiquant l'unit¢é d'absorbance en fonction de la
concentration. Les concentrations d’EPO présentes dans les controles et les échantillons des
patients sont directement déterminées a partir de cette courbe.

La norme de référence de I'OMS adoptée était la premicre norme internationale relative
a I'EPO [131].

III. Les valeurs de référence de I’EPO :

Les valeurs de référence de I’EPO doivent étre déterminées par chaque laboratoire sur
une population de référence. Ces valeurs varient selon les techniques utilisées (Tableau 3).

Les concentrations en EPO ne sont influencées ni par le sexe ni par I’origine ethnique.

Limite de Gamme de Valeurs normales
Trousse/Distributeur Méthode détection calibration (UI/L) ou moyennes
(UI'L) (UI'L) (SD)
Biomerica EPO/Cambridge
ELISA 1,2 7,5a494 4,3-329
Life Sciences
Quantikine EPO/R et D
ELISA 0,6 2,5a200 3,3-16,6
Systems
Immulite EP O/Diagnostic
Chimiluminescence 0,2 2al178 4,1-20,1
Products Corporation
Acces EPO, DXI
Chimiluminescence <0,6 5a750 2,6-18.,5
800/Beckman Coulter
Nichols Advantage/Nichols o
Chimiluminescence 5 5a700 5,0-25,0
Institute Diagnostics
EPO-Trac/Diasorin RIA 4.4 6a280 9,1-30,8
EPORIA/Ramco
RIA 3,3 6,252a200 16,2 (
Laboratories

Tableau 3: Caractéristiques des différentes trousses de dosage d’EPO disponibles avec les

valeurs seuils [129, 132].
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I. Les applications légales :

I.1. Les objectifs du traitement :

L’EPO est le facteur de croissance spécifique de la lignée érythrocytaire nécessaire a la
fabrication des GR. L’EPO a pour but d’augmenter la production des GR et de ramener le
taux d’Hb au voisinage de 12 g/dl [133].

I.2. Les précautions a prendre :

Les carences martiale et vitaminique (vitamine B12, folates) doivent &étre corrigées

[134].

L’EPO agit aprés au moins 10 jours de traitements, ce qui rend son utilisation

impossible pour le traitement d’urgence des hémorragies.

Une ordonnance hospitaliére annuelle est nécessaire et le renouvellement se fait mois

par mois. Les flacons et les stylos auto-injectables se conservent au réfrigérateur.

Les taux d’Hb doivent étre mesurés toutes les 1 a 2 semaines jusqu’a I’obtention d’un

taux stable. La dose d’EPO doit étre ajustée suivant I’évolution de I’Hb [133].
I.3. Les applications de la r-Hu EPO :

Les EPO recombinantes ont initialement été utilisées dans le traitement des anémies de

I’insuffisance rénale chronique (IRC), mais leurs indications sont actuellement beaucoup plus

larges [135,136].
1.3.1. Les anémies:
1.3.1.1. Les anémies rénales :

L'insuffisance rénale chronique (IRC) se caractérise par une altération irréversible du

systéme de filtration glomérulaire, de la fonction tubulaire et endocrine des reins [137].

L’IRC est responsable d’une anémie dont I’importance augmente avec la sévérité¢ de
I’insuffisance rénale. Les deux principaux facteurs de risque d’atteinte cardiaque chez

I’insuffisant rénal sont I’hypertension et I’anémie.
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L’anémie est présente chez 90 % des patients traités en hémodialyse, 80 % des patients

traités en dialyse péritonéale et 35 % des patients transplantés rénaux [138].

A. Physiopathologie :

L’anémie de I’'insuffisance rénale est essentiellement due a une diminution de la
synthése de ’EPO par le rein responsable d’une anémie normochrome normocytaire. D’ autres
mécanismes peuvent expliquer la survenue de I’anémie de I’insuffisance rénale chronique on
cite : la diminution de la durée de vie des hématies, I’inhibition de I’érythropoicse par des

toxines urémiques, la carence martiale et I’hypersplénisme [134,138].

Typiquement, le taux d’Hb commence a diminuer a un taux de filtration glomérulaire de

50 mL/ min.

B. Les schémas thérapeutiques :

L'EPO est considérée comme une avancée thérapeutique importante dans le domaine de
la néphrologie. Elle représente un traitement substitutif et étiologique de l'anémie rénale,
permettant de compenser le déficit existant et contribue, non seulement a améliorer I'état
général des patients et leur qualit¢ de vie, mais également a supprimer les besoins
transfusionnels et diminuer les risques d’immunisation de ces patients essentiellement dans le

systeme HLA [139-140].
Le niveau d’Hb visé estde 11 a 12 g/dl [138].

» Pour I’époétine-a :
e PEPREX®: I’administration par voie IV est préférable. Le schéma thérapeutique

est divisé en deux phases :

- la phase corrective : la posologie initiale est de 50 Ul/kg trois fois par semaine,
suivie si nécessaire d’une augmentation des doses de 25 Ul/kg trois fois par

semaine (par palier d’au moins 4 semaines) ;

- la phase d’entretien : la dose totale recommandée par semaine est comprise entre

75 et 300 Ul/kg.
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Chez les patients adultes non encore dialysés la posologie de la phase d’entretien est

comprise entre 17 et 33 Ul/kg trois fois par semaine sans dépasser 200 Ul/kg.

Chez les patients adultes en dialyse péritonéale, la voie sous-cutanée. La posologie
initiale de la phase correctrice est de 50 Ul/’kg deux fois par semaine et la posologie de la

phase d’entretien est ajustée a une dose entre 25 et 50 Ul/kg, deux fois par semaine [141].

e ARANESP® : chez les adultes et les enfants a partir de 11 ans la dose initiale lors
de la phase correctrice est de 0,45 pg/kg, administrée par voie sous-cutanée ou IV,
en une injection unique hebdomadaire. Chez les patients non dialysés, une dose
initiale de 0,75 pg/kg peut étre administrée par voie sous-cutanée, en une injection
unique une fois toutes les deux semaines. Le taux d’Hb doit étre réalisé une fois par
semaine ou toutes les deux semaines jusqu’a ce qu’il se soit stabilisé. Pendant la
phase d’entretien, on réalise une injection unique hebdomadaire ou une injection

une fois toutes les deux semaines.

Les patients dialysés traités par une injection toutes les 2 semaines devront recevoir

une dose initiale équivalente au double de la dose hebdomadaire préalablement administrée.

Chez les patients non dialysés, une fois le taux d’Hb cible atteint par I’administration
d’une dose toutes les deux semaines, ARANESP® peut étre administré par injection sous-
cutanée une fois par mois en utilisant une dose initiale équivalente au double de la dose

utilisée toutes les deux semaines [143-145].
» Pour I’époétine-p :

On prend I’exemple du NEORECORMON® : la posologie initiale lors de la phase de
correction en administration sous-cutanée est de 3 x 20 Ul/kg/semaine. La posologie peut
étre augmentée toutes les 4 semaines de 3 x 20 Ul/kg/semaine, si I’augmentation de

I’hématocrite n’est pas satisfaisante [139].

En administration IV la posologie initiale est de 40 Ul/kg, 3 fois par semaine. Apres 4
semaines, la posologie peut étre augmentée a 80 Ul/kg, 3 fois par semaine, et, si nécessaire,
par de nouvelles augmentations de doses de 20 Ul/kg, 3 fois par semaine, a un mois
d’intervalle [142].

Pour les deux voies d’administration, la dose maximale ne doit pas dépasser 720 Ul/kg

et par semaine.
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Chez les enfants, les essais cliniques ont montré que les doses de NEORECORMON®

nécessaires sont d’autant plus €levées que le sujet est jeune.
Le traitement par NEORECORMON?® est un traitement au long cours [139, 140, 142].

1.3.1.2. Les anémies d’autres origines :

a. L’anémie en oncologie :

L’anémie chronique est une complication habituelle au cours des cancers, surtout
lorsque la maladie est en phase avancée ou aprés des chimiothérapies agressive [146]. La
diminution de la synthése de EPO est lice, d’une part a I’inflammation, et d’autre part a

I’atteinte rénale induite par les sels de platine utilisés dans les protocoles thérapeutiques.

L’administration d’EPO permet de réduire le nombre de transfusions, de diminuer la
fatigue et d’améliorer la qualit¢é de vie du patient. La réponse peut étre compléte avec

disparition totale des besoins transfusionnels ou partielle.

Toutefois, les ASE doivent étre prescrits avec précautions, car I'utilisation I’EPO est
associée a une augmentation significative d’effets secondaires en particulier cardiovasculaires
et thrombo-emboliques. En plus, le probléme se pose actuellement de savoir si les EPO
pourraient stimuler I’angiogeneése et la survie des cellules tumorales. La décision
d’administrer des EPO recombinantes doit ainsi étre déterminée sur une évaluation du rapport
bénéfices/risques prenant en compte le type de tumeur et son stade, le degré de 1’anémie,
I’espérance de vie. Les ASE ne doivent pas étre utilisées chez les patients non anémiques en
cours de radiothérapie ou chimiothérapie et chez des patients anémiques ne recevant pas de

chimiothérapie [147, 148, 149].
» Sous chimiothérapie :

Les EPO sont administrées si ’Hb est inférieure ou égale a 10 g/dl. L’objectif est
d’augmenter trés progressivement le taux d’Hb, de 1 g/dl par mois, sans dépasser 2 g/dl par
mois. Les modifications hématopoiétiques n’apparaissent qu’apres 2 a 3 semaines sur la NFS.

Le traitement doit étre arrété si le taux d’Hb est supérieur a 13 g/dl [147-148].

49



» Sous radiothérapie :

Aucune attitude standard n’est définie. Si le taux d’Hb est compris entre 10 et 12 g/dl, le
recours a ’EPO est possible en cas de chimiothérapie concomitante, de contre-indication a la

transfusion ou d’anémie trés symptomatique [147-148].

» Les schémas thérapeutiques :

- Pour EPREX® : la dose initiale est de 150 Ul/kg trois fois par semaine ou 450 Ul/kg
une fois par semaine par voie sous-cutanée est recommandée. Apres quatre semaines de
traitement, si aucune réponse n’est observée, on doit augmenter les doses a 300 Ul/kg trois
fois par semaine. Siaucune réponse n’est observée a la fin du méme délai, on doit abandonner
le traitement. En revanche si I’Hb a augmenté d’au moins 1 g/dl, ou si les réticulocytes ont
augmenté d’au moins 40 000/ul par rapport aux valeurs initiales aprés quatre semaines de
traitement, la dose doit étre maintenue [140, 150].

" NEORECORMON® : administrée par voie sous-cutanée, la dose hebdomadaire peut
étre administrée en une injection par semaine ou répartie en 3 a 7 injections par semaine. La
dose initiale recommandée est de 30000 Ul par semaine. Le traitement doit étre poursuivi
jusqu’a 4 semaines apres la fin de la chimiothérapie. La dose maximale ne doit pas dépasser
60 000 UI par semaine [151].

Le cas particulier du cancer de ’enfant : contrairement a I’adulte chez qui il a été mis
en évidence une production inapproprice d’EPO en réponse a la diminution du taux d’Hb,
avec une augmentation de la production moins marquée que ne le voudrait le degré de
I’anémie, chez I’enfant, il existe une augmentation significative de la production d’EPO, soit

une réponse adéquate du mécanisme de feedback de I’érythropoicse [152].

Selon les recommandations de la fédération nationale de lutte contre le cancer, il
n’existe pas d’attitude consensuelle en pédiatrie pour I’utilisation de I’EPO en cancérologie
[153-154]. Pourtant ’EPO a fait la preuve de son efficacité et son utilisation peut étre
considérée au cas par cas, particuliérement lorsqu’il existe une contre-indication relative ou
absolue a la transfusion sanguine. En effet, méme si les études publiées ne concernent que des
cohortes de patients de faible effectif, 'usage de I’EPO a montré des résultats encourageants

chez I’enfant cancéreux [152, 155-157].
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b. L’anémie des myélodysplasies :

La r-Hu EPO a ¢été de fagon logique le premier facteur utilisé chez les patients atteints
de SMD [158, 159,160]. Dans les SMD plusieurs ¢léments pouvaient faire craindre une
mauvaise réponse des précurseurs €rythroblastiques a la stimulation par ’EPO. Le taux de
I’EPO endogeéne sérique est dans un tiers des cas spontanément é¢élevé [161,162]. La
différenciation €rythroblastique des progéniteurs in vitro au cours des SMD, montre, qu’a des
concentrations d’EPO habituellement optimales pour la croissance des progéniteurs
érythroblastiques normaux, le nombre de colonies obtenues est trés faible ou nul [163]. On
sait d’autre part que les patients porteurs d’'une my¢lodysplasie ont des cellules normales qui
coexistent dans la moelle avec les cellules anormales [164] et il est possible que I’EPO

stimule I’érythropoiese [165].

A dose élevée et soutenue, la r-Hu EPO aide a réduire le besoin de transfusions. Selon
certains auteurs, les patients atteints d’anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne, ont
montré un taux de réponse plus faible que les autres et que le niveau de I’EPO sérique

endogene avant le traitement joue un role dans le taux de réponse au traitement [166].

Plusieurs résultats d’études effectuées in vitro ont montré un effet synergique de la r-Hu
EPO et du G-CSF (granulocyte colony stimulating factor) sur ’activité proliférative des
progéniteurs €rythroides normaux au cours des SMD [166-168]. L’effet synergique chez les
patients atteints de SMD est particulicrement net chez ceux porteurs d’une anémie
sidéroblastique, ce qui est trés important car les anémies sidéroblastiques constituent un sous-

groupe de bon pronostic souvent trés anémiques et donc tres transfusées.

Selon une étude publié¢e par Negrin [169] dont le double but est de savoir si la réponse a
r-Hu EPO se maintient a long terme et aussi savoir si ’association des deux facteurs de
croissance est nécessaire a cette réponse. Les patients ont été traités par le r-Hu G-CSF puis r-
Hu EPO pendant 8 semaines : 48% des patients répondent a cette association. Le traitement
est poursuivi tel quel 8 semaines supplémentaires : 81% des patients répondeurs conservent
une réponse. Au bout de ces 16 semaines de traitement par I’association r-Hu EPO et G-CSF,

les patients répondeurs sont traités par r-Hu EPO seule. On constate alors qu’environ 50% des
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patients vont rechuter sous r-Hu EPO seule. Il est donc clair qu’il existe une synergie in vivo
entre r-Hu EPO et le r-Hu G-CSF chez 50% des patients. Le taux d’EPO endogéne (s’il est

inférieur a 500 mU/ml) est un bon élément de prédiction de réponse.

c. L’anémie chez le nouveau-né prématuré :

L’anémie des prématurés semble étre secondaire par une déficience relative dans la
production d’EPO. Plusieurs essais multicentriques [170-173] ont montré que la r-Hu EPO
corrigeait ce déficit en EPO endogene et stimulait I’ érythropoiese, permettant une diminution
significative du nombre de transfusions [174]. Les études pharmacocinétiques indiquent que
les nouveau-nés ont un volume de distribution plus large et une ¢limination plus rapide de
I’EPO, nécessitant 1’usage de doses plus €levées que celles requises chez les adultes [175]. On
utilise des doses allant de 100 a 400 Ul/kg 3-5 fois par semaine. La supplémentation en fer, en

folates et en vitamine E quotidienne est systématique [175].

d. Les indications rares :

- L’Anémie au cours des infections par le VIH (virus de 'immunodéficience

humaine) :

L’anémie liée au VIH est multifactoriel et un malade sur cinq pourrait avoir besoin de
transfusions sanguines. Ces dernieres sont dangereuses chez ces patients. Le recours a EPO
est une altérnative bénéfique dans ce context et la dose initiale recommandée est de 100 Ul/kg
administrée par voie IV 3 fois/semaine pendant 8 semaines. Siapres 8 semaines la réponse est
considérée insatisfaisante, la dose peut étre augmentée de 50 a 100 Ul/kg 3 fois par semaine
[176,177].

- L’anémie du post-partum : L’approche actuelle est d’attendre la normalisation
physiologique ou d’avoir recours a des transfusions sanguines. L’utilisation de I’EPO pourrait

normaliser I’Hb plus rapidement [178].

- L’anémie de la polyarthrite rhumatoide : Des données limitées chez les patients
atteints de polyarthrite rthumatoide chez l'adulte suggerent que méme si I'époétine alfa
augmente les niveaux d'hématocrite / hémoglobine, le statut de thumatologie clinique globale
pourrait ne pas s'améliorer [179].Cependant, le médicament a amélioré la qualité de vie dans
une petite cohorte d'enfants atteints de polyarthrite rhumatoide juvénile, en plus de corriger

l'anémie [180].
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1.3.2. La pratique transfusionnelle :
1.3.2.1. 1a Transfusion autologue différée :

L’efficacit¢ de la Transfusion autologue différée (TAD) en particulier en chirurgie
¢lective orthopédique ou cardiaque est démontrée depuis longtemps [181,182]. Elle permet

d’augmenter I’ érythropoiese et de réduire le risque transfusionnel

La r-Hu EPO peut étre administrée dans le cadre d’un programme de T.A.D ou durant la
période péri-opératoire. Avant la chirurgie, 'EPO est administrée a raison de 300 unités/kg
par voie sous-cutanée, deux fois par semaine pendant trois semaines, pour un total de six
doses, avec du sulfate ferreux, a raison de 300 mg par voie orale, trois fois par jour pendant

trois semaines [183,184].

Le prélevement de trois culots autologues équivaut en fait a un ou a deux culots
homologues. Dans les conditions de la TAD (prélévement si hématocrite >32%) la sécrétion
d’EPO endogene reste modérée quelque soit le volume et le rythme des prélevements [185-

187].

Les doses utiles de r-Hu EPO en TAD ne font pas I’objet de recommandations précises.
Des doses totales inférieures a 400 U/kg se sont avérées inefficaces et a partir de 400 U/kg un

bénéfice modéré est observe [188, 189, 190].

Mercuriali [191] a montré qu’avec une supplémentation martiale adaptée, la méme
efficacité¢ pouvait étre obtenue avec 300/kg/injction. L’efficacit¢ du traitement peut étre

surveillée par les taux de réticulocytes qui dépassent 200 Giga/l a partir du 7° jour.

La correction de I’anémie pré-opératoire peut aussi se faire par la r-Hu EPO sans avoir
recours a la TAD. En effet, plusieurs études prospectives randomisées et controlées [192-194]
ont montré Defficacit¢ de la r-Hu EPO pour augmenter 1’hématocrite pré-opératoire. Le
bénéfice du traitement était sensible seulement chez les patients modérément anémiques (Hb
entre 10-12 g/dl). L’injection de 600 U/kg a JO, a J-7, a J-14, a J-21 constitue la prescription la
moins cotliteuse, la plus simple, et la plus efficace [195]. L apport du fer per-os, 300 mg/jour

maximum, est nécessaire [196, 197].
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L’efficacité de la r-Hu EPO pour corriger une anémie post-opératoire a ¢t¢ démontrée
expérimentalement [198]. Elle peut étre utilisée chez les patients refusant toute transfusion
[199]. Cependant, I’effet délétere du syndrome inflammatoire post-opératoire explique le fait

que cette utilisation n’ait pas retenu.
1.3.2.2. Les perspectives transfusionnelles :

L’équipe du Service d’hématologie biologique de I’Hopital d’enfants Armand
Trousseau de Paris, en parallele a d’autres équipes, a développé un protocole d’amplification
in vitro de précurseurs d’érythrocytes a partir de CSH de sang placentaire exprimant I’Ag
CD34 [200]. La premicre €tape se fait en présence de trois cytokines, stem cell factor (SCF),
ligand de FIt3 et thrombopoiétine. La seconde étape se fait en présence d’EPO, d’IGF1
(insulin growth factor-1) et SCF, cytokines ciblant les progéniteurs €rythroides. La troisieme
¢tape comporte I’EPO et d’IGF1, actives sur la différenciation des précurseurs érythroides. Le
résultat obtenu est I’augmentation du nombre de cellules par rapport a jO: en moyenne
200 000 fois, dont 96 % sont des précurseurs érythroblastiques et 4 % des réticulocytes. Dans
de telles conditions I’Hb produite est majoritairement de type feetale et parfaitement
fonctionnelle en ce qui concerne la fixation et le relargage de 1’oxygene. Cependant ces
cellules sont incapables, in vitro, de poursuivre leur maturation jusqu’a la production de GR
énucléés. Ces précursseurs nuclés sont ensuite transfusés a des souris et donneront naissance
en quelques jours a une population de GR homogenes. Ceci laisse entrevoir des nouvelles
sources de GR qui pourrait pallier aux insuffisances de la pratique transfusionnelle
notamment pour les groupes « rares » ou chez les polyimmunisations [201,202]. En plus, cette
pratique permettra d’améliorer significativement le rythme transfusionnel, de diminuer la
surcharge martiale des polytransfusés, et comporte moins de risques de transmissions d’agents
viraux. Néanmoins, les auteurs insistent sur le fait qu’il ne s’agit pas ici de proposer une
alternative a la transfusion classique, mais une approche complémentaire dont il importe
d’évaluer la faisabilité et I’intérét transfusionnel pour des débouchés thérapeutiques ultérieurs

potentiellement considérables [200,203].
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1.3.3. Les indications non hématologiques :
1.3.3.1. EPO dans la schizophrénie :

Selon I’étude collaborative publiée par 7 équipes universitaires, le r-Hu EPO retarde la
perte de matiere grise cérébrale au cours de la schizophrénie chronique. L’administration
hebdomadaire de fortes doses d’EPO pendant 3 mois interrompt le processus d’atrophie dans

les zones cibles de la schizophrénie [204].
1.3.3.2. EPO et la cicatrisation :

L’EPO accélére la cicatrisation en activant la voie de signalisation du TGF-f, constate
une équipe de I’Université de Rostock en Allemagne. Cette activation améliorant la fonction
des fibroblastes dans les tissus 1ésés. A I’inverse, en bloquant la voie du TGF-B par un
anticorps neutralisant, on peut freiner in vivo ’accélération de I’épithélialisation des plaies
médiée par PEPO. L’équipe spécialisée de Rostock (Institute for experimental surgery) a
¢tudi¢ les mécanismes moléculaires de la cicatrisation via I’EPO dans une fonction non
hématopoiétique, et a constaté I’expression de récepteurs de I’EPO sur les tissus 1ésés et non

lésés, les fibroblastes et les kératinocytes [205].
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I1. Les applications illégales de I'EPO : LE DOPAGE

I1.1. Définition :

Selon I’Agence Mondiale Antidopage, le dopage est défini comme une ou plusieurs
violations des régles antidopage énoncées aux articles 2.1 a 2.8 du Code mondial antidopage
(Annexe I) [206].

Le dopage est une pratique qui consiste a absorber des substances ou user de méthodes
visant a augmenter ses capacités physiques ou mentales. La prise de substances variées, dans
le but d'accroitre les performances est une pratique de plus en plus courante dans le milieu
¢tudiant ou professionnel [207].

Le dopage a ’EPO est apparu sur la liste des produits interdits par le Comité olympique
international au début des années 1990, lorsque les premiers soupgons de dopage d'athlétes
par cette substance sont apparus. Le scandale de I'EPO a surtout frappé le cyclisme,
éclaboussant notamment le «Tour de France » et Lance Armstrong a été rayé officiellement
du palmares apres des accusations de dopage [208].

11.2. Les textes de loi :

Le Code mondial antidopage a été initialement adopté en 2003. Il est entré en vigueur
en 2004. La version révisée approuvée par le Conseil de fondation de I’Agence mondiale

antidopage le 17 novembre 2007 est entré en vigueur le ler janvier 2009 [206].
Les textes de loi ont deux objectifs :
e Maintenir I’éthique du sport en poursuivant la tricherie;
o Assurer et protéger 1’intégrité physique et la santé des sportifs.

Ces recommandations visent a éviter 1’utilisation de substances ou de procédés destinés
a augmenter artificiellement le rendement des sportifs a I’occasion d’une compétition ou d’un

entrainement.

La liste des substances et des procédés interdits est actuellement fixée par ’AMA

(Annexe II).
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11.3. Le but recherché :

Bien entendu, les qualités de I'EPO ne pouvaient pas échapper au milieu sportif. En
augmentant le nombre des "transporteurs d'oxygene" dans le sang cette hormone permet
d'accroitre la quantité d'oxygene présent dans l'organisme. Pour les disciplines sportives
d'endurance comme le cyclisme, ou de grands volumes d'oxygene sont nécessaires, cette
perspective était plus que séduisante. Jusqu'a l'apparition de I’EPO, les sportifs pouvaient
obtenir naturellement cet accroissement du nombre de leurs GR par un entrainement en
altitude ou, déja plus artificiellement, par séjour dans une chambre hypobare ou hypoxique et
de manicre illicite par autotransfusion sanguine. Avec I'EPO, les poumons, le cceur et les
muscles recoivent tellement d'oxygene qu'ils peuvent travailler a 200% sans que la fatigue ne
se fasse sentir. De plus, l'acide lactique n'apparait pas aussi vite. Depuis I’ introduction sur le
marché de I'EPO recombinante, I'EPO semble bien étre devenue la méthode de choix pour
stimuler les muscles de nombreux sportifs en mal de performances [209].

Il.4. Les conséquence sur la santé de l'utilisation inappropriée de ’'EPO :

Les effets secondaires de 'EPO ont été étudiés dans un cadre thérapeutique, c'est-a-dire
chez des patients anémiques. Dans ces conditions, des doses ¢levées d'EPO provoquent une
augmentation importante du nombre de GR circulants avec augmentation de la viscosité. En
conséquence, le risque de thrombose, d'infarctus cérébral et myocardique ainsi que d'embolie
pulmonaire est accru. Il faut savoir qu’actuellement I'EPO est fortement soupconnée d'étre a
l'origine d'un certain nombre de morts suspectes par arrét cardiaque survenues chez des
sportifs ces dernieres années [209]. A long terme, ce traitement peut également déclencher des
maladies auto-immunes, l'hypertension artérielle. D'autres effets secondaires peuvent étre
notés : les palpitations cardiaques, les douleurs musculaires, les €ruptions cutanées, les

nauseées et les maux de téte violents.
I1.5. Le dépistage chez les sportifs :
Le dépistage de 'utilisation illicite de I'EPO se heurte a plusieurs difficultés a savoir :
- la demi-vie trés courte de la substance

- les effets durables aprés plusieurs semaines
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- ’homologie presque parfaite entre I’EPO recombinante et EPO endogéne.

Deux méthodes de dépistage sont disponibles les méthodes indirectes et la méthode

directe [210, 211].
11.5.1. Les méthodes directes urinaires :

Ces méthodes présentent les avantages, d’une part, de mettre en évidence la substance
incriminée et, d’autre part, de pouvoir étre effectuées sur I'urine, milieu biologique
traditionnellement utilis¢é pour le controle antidopage. La premiere méthode proposée par
Wide, technique lourde a mettre en ceuvre. Plus récemment, une technique a été développée
par le laboratoire national Frangais de dépistage de dopage. Elle repose sur I’analyse des
profils isoélectriques de I’EPO urinaire qui permet de différencier la forme naturelle de la
forme recombinante. Elle nécessite I'ultra-filtration et la concentration des urines. Puis on
procede a une focalisation isoélectrique (€lectrophorese dans un gradient de pH). La révélation
spécifique nécessite la mise en ceuvre d’un procédé d’immuno-blotting particulier appelé
double-blotting breveté. Les profils isoélectriques sont enfin visualisés grace a une réaction de
chimi-luminescence. Les profils des EPO recombinantes sont différents de ceux de I’EPO
naturelle qui est constitué¢ d’une majorité¢ d’isoformes plus acides. L’ intérét de cette méthode
urinaire directe est d’apporter la signature d’une prise d’EPO recombinante. Néanmoins, elle
présente I’inconvénient d’étre difficilement automatisable et de nécessiter une quantité d’urine

relativement importante (10 a 20 ml) [211].
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I1.5.2. Les marqueurs indirects :

Ces parametres permettent de déceler la fraude méme aprés excrétion de la substance
incriminée. Plusieurs paramétres biologiques reflétent la prise d’EPO, ce sont I’hématocrite,
I’hématocrite réticulocytaire, le volume globulaire moyen, dosage sérique du récepteur

soluble de la transferrine et le taux sérique d’EPO [211].

Le parameétre le plus prometteur est le taux de récepteur soluble de la transferrine (s TfR).
Ce taux est directement reli¢ a l'activité éryhroide de la moelle osseuse. Une corrélation a été
mise en évidence entre le taux de sTfR et I'injection d'EPO [212]. En combinant ces différents
marqueurs de l'activité éryhropoiétique, il a été possible de créer deux modeles pouvant étre

utilisés pour le dépistage du dopage a I'EPO Tableau 4.
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Le premier mode¢le, appelé «ON-Model», regroupe I’ensemble des cinq parametres
biologiques. Ceux-ci sont comparés a des valeurs normales pour une population athlétique.
Une valeur calculée d’ON-model excédent 2,5 pour un homme et 2,4 pour une femme est

considéré positif, démontrant l'utilisation illicite d'EPO lors du prélévement sanguin [212].

Le second mod¢le, appelé «OFF-model » est constitu¢ de trois parametres sanguins
soit: 1'hématocrite (Hct), I'nématocrite réticulocytaire (RetHct) et la concentration sérique
d'EPO (EPO). L’ «OFF-model» est déclaré positif, si le résultat dépasse 2,75 chez 'homme et
2,5 chez la femme [212].

Equation

« ON-model » | =(30,45 x RetHct) + (3,721x Het) + (0,1871 x log : EPO) +
(0,1267 x log : sTfR) + (0.115 log : (% macrocytes + 0.1)

« OFF-model » | = (-92,87 x RetHct) + (6.149 x Het) + (-0.1463 x log : EPO)

Tableau 4 : Equations des modéles [212]
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Apres un siecle de recherche et plus de 20 ans d’utilisation en thérapeutique humaine,
I’EPO s’impose comme une hormone au potentiel thérapeutique majeur. Initialement utilisée
pour corriger ’anémie de I'IRC, avec des résultats formidables en termes d’amélioration de
qualité¢ de vie, de diminution de morbidité et de mortalité. Pour ceux qui se souviennent de
I’époque ou il était nécessaire de transfuser régulicrement les insuffisants rénaux. Les
indications se sont considérablement étendues et la découverte de ses effets pléiotropiques
laisse penser que I’EPO n’a pas encore dévoilé toutes ses facettes et conduira probablement a

une utilisation encore plus large.

Parallelement a l'extension du nombre d'indications légales de I'EPO, une autre
utilisation non reconnue se développe. Il s'agit de l'introduction de 'EPO dans le monde du
sport. Le tour de France en 1998 et I'exclusion de I'équipe Festia ont révélé ce probleme au
grand public. L'EPO a été mise sur le marché en 1989 et durant prés de 10 ans aucun test de
dépistage efficace n'était capable de la déceler. Mais depuis quelques années, les instances
sportives bénéficient de techniques fiables de dépistage : dépistage direct exploitant le fait que
les charges ¢électriques portées par les différentes formes d'EPO ne sont pas identiques et le

dépistage indirect mettant en évidence, non pas la présence d'EPO, mais ses effets.

Pourtant dés 1997, 1'Union cycliste internationale a introduit des controles sanguins
réguliers, beaucoup moins coliteux que les tests urinaires et appliqués a grande échelle. 11 est

interdit aux cyclistes d'avoir un taux d'hématocrite supérieur a 50%.
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Résumé

Titre : Erythropoiétine : de la physiologie aux applications
Auteur : AGONNOUDE Wilfried Kocou
Mots clés : EPO - r-Hu EPO - Anémie - Hypoxie - Dopage.

L’EPO est le facteur de croissance principal et spécifique de I’érythropoiese. C’est une
glycoprotéine synthétisée essentiellement par le rein. Sa sécrétion est corrélée a la pression

partielle en oxygene au niveau des cellules sécrétrices.

Sa structure a été¢ déterminée en 1985 et la production d’EPO-médicaments a pu étre

réalisée quelques années plus tard par des méthodes biotechnologiques.

Utilisée au départ dans le traitement de l'anémie de l'insuffisance rénale chronique,
I'EPO a vu le nombre de ses indications augmenter. Son utilisation normale est parfois

détournée a des fins de dopage par les athletes.

Les objectifs de notre travail sont de rappeler la structure, le contréle génétique, les
modes d’action et la régulation de la synthese de ’EPO endogene; de retracer les grandes
lignes de la découverte de '’EPO recombinante; de présenter les méthodes de dosage de

I’EPO ainsi que les principales utilisations licites ou illicites de I’EPO.



Abstract

Title : Erythropoietin: physiology to applications
Author: AGONNOUDE Wilfried Kocou
Keywords: EPO — r-Hu EPO — Anemia — Hypoxia — Doping.

Erythropoietin is the main factor of growth of hematopoietic erythroid. It is a
glycoprotein consisting of 165 amino acids. The protein is highly glycosylated. The molecular
weight of the active protein is 34 kDa. Glycosylation is essential for biological activity in
vivo. The protein is highly conserved during evolution. Erythropoietin acts only on the
erythroid lineage. It acts primarily on late progenitors: the FCEE. Its major role is to stimulate

the synthesis of red blood cells.

We will focus on the physiological aspects of erythropoietin emphasizing the role of

recombinant erythropoietin in the therapeutic arsenal.

Synthesis, predominantly renal erythropoietin (in peritubular endothelial cells of the
cortex and outer medulla of the kidney), is regulated by oxygen concentration and should
allow the body to adapt to different physiological situations. A breakdown of this balance can
either lead to anemia or polycythemia. Synthetic erythropoietin, settled recombinant, have
revolutionized the treatments of anemia and chronic renal failure, and regularly find new
indications licitly (anemia related to cancer, chronic inflammatory syndromes,

myelodysplastic syndromes, neurology, cardiology, etc..) or fraudulent (doping in sport).
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ANNEXE 1

I. Extrait du code mondial antidopage 2009
Article 1: Définition du dopage

Le dopage est défini comme une ou plusieurs violations des régles antidopage énoncées

aux articles 2.1 a 2.8 du Code.
Article 2: Violations des regles antidopage

Il incombe aux sportifs ou aux autres personnes de savoir ce qui constitue une violation
des régles antidopage et de connaitre les substances et les méthodes incluses dans la Liste des

interdictions.
Sont considérées comme des violations des régles antidopage :

2.1 Présence d’une substance interdite, de ses métabolites ou de ses marqueurs dans un

échantillon fourni par un sportif

2.1.1 Il incombe a chaque sportif de s’assurer qu’aucune substance interdite ne pénetre

dans son organisme.

Les sportifs sont responsables de toute substance interdite ou de ses métabolites ou
marqueurs dont la présence est décelée dans leurs €chantillons. Par conséquent, il n’est pas
nécessaire de faire la preuve de I'intention, de la faute, de la négligence ou de l'usage
conscient de la part du sportif pour établir une violation des régles antidopage en vertu de

Iarticle 2.1.

2.1.2 La violation d’une régle antidopage en vertu de ’article 2.1 est établie dans les cas
suivants : présence d’une substance interdite ou de ses métabolites ou marqueurs dans
I’échantillon A du sportif lorsque le sportif renonce a 1’analyse de 1’échantillon B et que
I’échantillon B n’est pas analysé; ou, lorsque I’échantillon B est analys¢, confirmation, par
I’analyse de I’échantillon B, de la présence de la substance interdite ou de ses métabolites ou

marqueurs décelés dans 1’échantillon A du sportif.



2.1.3 A I’exception des substances pour lesquelles un seuil quantitatif est précisé dans la
Liste des interdictions, la présence de toute quantit¢ d’une substance interdite ou de ses
métabolites ou marqueurs dans 1’échantillon fourni par un sportif, constitue une violation des

régles antidopage.

2.1.4 A titre d’exception a la régle générale de I’article 2.1, la Liste des interdictions ou
les standards internationaux pourront prévoir des critéres d’appréciation particuliers dans le

cas de substances interdites pouvant également étre produites de facon endogene.

2.2 Usage ou tentative d’usage par un sportif d’une substance interdite ou d’une

méthode mterdite

\

2.2.1 Il incombe a chaque sportif de faire en sorte qu’aucune substance interdite ne
pénétre dans son organisme. Par conséquent, il n’est pas nécessaire de démontrer 1’intention,
la faute, la négligence ou ’usage conscient de la part du sportif pour établir la violation des

régles antidopage pour cause d’usage d’une substance interdite ou d’une méthode interdite.

2.2.2 Le succes ou I’échec de I'usage ou de la tentative d’usage d’une substance
interdite ou d’une méthode interdite n’est pas déterminant. L’usage ou la tentative d’usage de
la substance interdite ou de la méthode interdite suffit pour qu’il y ait violation des régles

antidopage.

2.3 Refus de se soumettre a un prélevement d’échantillon ou fait de ne pas s’y
soumettre sans justification valable aprés notification conforme aux régles antidopage en

vigueur, ou fait de se soustraire a un prélévement d’échantillon

2.4 Violation des exigences applicables en mati¢re de disponibilité des sportifs pour les
contréles hors compétition, y compris le manquement a l'obligation de transmission
d'informations sur la localisation, ainsi que les contrdles établis comme manqués sur la base

de régles conformes aux Standards internationaux de controle.

La combinaison de trois contréles manqués et/ou manquements a l'obligation de
transmission d'informations sur la localisation pendant une période de dix-huit mois, telle
qu'établie par les organisations antidopage dont reléve le sportif, constitue une violation des

régles antidopage



2.5 Falsification ou tentative de falsification de tout élément du contréle du dopage
2.6 Possession de substances ou méthodes interdites

2.6.1 La possession par un sportif en compétition d’'une méthode interdite ou d’une
substance interdite, ou la possession hors compétition par un sportif d’une méthode interdite
ou d’une substance interdite hors compétition, a moins que le sportif n’établisse que cette
possession découle d’une autorisation d’usage a des fins thérapeutiques accordée
conformément a Particle 4.4 (Usage a des fins thérapeutiques) ou ne fournisse une autre

justification acceptable.

2.6.2 La possession par un membre du personnel d’encadrement du sportif en
compétition d’une méthode interdite ou d’une substance interdite, ou la possession hors
compétition par un membre du personnel d’encadrement du sportif d’une méthode interdite
ou d’une substance interdite hors compétition, en relation avec un sportif, une compétition ou
I’entrainement, a moins que la personne en question ne puisse €tablir que cette possession
découle d’une autorisation d’usage a des fins thérapeutiques accordée a un sportif
conformément a Particle 4.4 (Usage a des fins thérapeutiques) ou ne fournisse une autre

justification acceptable.
2.7 Trafic ou tentative de trafic de toute substance ou méthode interdite

2.8 Administration ou tentative d’administration a un sportif en compétition d’une
méthode mterdite ou d’une substance interdite, ou administration ou tentative
d’administration a un sportif hors compétition d’une méthode interdite ou d’une substance
interdite dans le cadre de contrdles hors compétition, ou assistance, incitation, contribution,
dissimulation ou toute autre forme de complicité impliquant la violation, ou toute autre

tentative de violation d’une régle antidopage



ANNEXE 1II :

II. Extrait du texte officiel de la Liste des interdictions tenu a jour
par I'AMA.

S2. Hormones peptidiques, facteurs de croissance et substances apparentées
Les substances qui suivent et leurs facteurs de libération sont interdits :

1. Agents stimulants de I’érythropoiése [par ex. érythropoiétine (EPO),
darbépoétine (AEPO), méthoxy polyéthyléne glycol-époétine béta (CERA), péginesatide
(Hématide), stabilisateurs de facteurs inductibles par I’hypoxie (HIF)];

2. Gonadotrophine chorionique (CG) et hormone lutéinisante (LH), interdites chez le

sportif de sexe masculin seulement;
3. Corticotrophines;

4. Hormone de croissance (GH), facteur de croissance analogue a I’insuline-1 (IGF-1),
facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), facteur de croissance endothélial
vasculaire (VEGF), facteur de croissance des hépatocytes (HGF), facteurs de croissance
fibroblastiques (FGF), facteurs de croissance mécaniques (MGF), ainsi que tout autre facteur
de croissance influencant, dans le muscle, le tendon ou le ligament, la syntheése/dégradation
protéique, la vascularisation, I'utilisation de I’énergie, la capacité régénératrice ou le
changement du type de fibre; et autres substances possédant une structure chimique similaire

ou un (des) effet(s) biologique(s) similaire(s).
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