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  Avant-propos




  Guillaume Cartron


  




  L'anémie et la fatigue qui l'accompagne sont les symptômes les plus fréquents en cancérologie. Cela justifiait que nous nous y attardions à nouveau. En effet après une période où la littérature fut abondante sur ce sujet, celle-ci se fait plus rare alors même que la prise en charge de ce symptôme est de plus en plus standardisée et qu'il existe un vrai besoin d'information.




  Cet ouvrage a été conçu avec le souci de donner à chacun une information exhaustive en même temps que synthétique sur la prise en charge de ce symptôme en cancérologie. Il se veut accessible à tous et fidèle aux données de la littérature les plus récentes et aux recommandations des sociétés savantes. Ainsi, de nouvelles connaissances sont apparues dans la compréhension de l'érythropoïèse. Celles-ci sont reprises par O. Hérault qui s'attache à donner au lecteur une vision synthétique et insiste sur les éléments pouvant conduire vers de nouvelles stratégies thérapeutiques. Si l'anémie constitue un symptôme fréquent, il n'en est pas moins vrai que ses mécanismes physiopathologiques au cours du cancer sont multiples, complexes et intriqués. P. Aguilar-Martinez et J.-F. Schved reprennent de manière analytique et pédagogique l'ensemble de ces mécanismes et nous en donnent une vision éclaircie. Une meilleure compréhension de ces mécanismes a conduit, depuis déjà un certain nombre d'années, à recourir à l'utilisation d'érythropoïétines recombinantes. O. Riou et D. Azria nous livrent une revue exhaustive des principaux résultats obtenus avec ces molécules en oncologie et onco-hématologie. Des tableaux reprenant l'ensemble des études constitueront pour le lecteur une source de références précieuse. L'érythropoïétine joue un rôle important dans la physiologie des syndromes myélodysplasies, et ceux-ci constituent une « indication » particulière des érythropoïétines recombinantes. Ces particularités nous ont paru justifier d'y consacrer un chapitre, laissant l'opportunité à G. Olivier et S. Park de nous détailler le rôle de cette cytokine et de nous présenter les résultats des essais cliniques utilisant les érythropoïétines recombinantes dans cette indication. Malgré leur bénéfice incontestable sur la fatigue, il n'est plus possible aujourd'hui de s'affranchir d'une connaissance approfondie des effets secondaires des médicaments que l'on utilise. S. Sadot-Lebouvier et P. Solal-Céligny nous livrent avec minutie, et avec un regard critique, les principaux effets secondaires permettant de justifier les limites à l'utilisation des érythropoïétines recombinantes dictées par nos sociétés savantes. Enfin, M.-C. Woronoff-Lemsi nous interroge sur le bien-fondé économique de nos prescriptions dans une société où l'on perçoit bien les limites du « toujours plus » que seuls justifieraient des « moyens continuellement illimités alloués aux dépenses de santé ». Dans cette idée « d'allocations optimales des ressources économiques », elle nous donne des clés pour une meilleure prescription.




  Cet ouvrage a été conçu et écrit avec passion, celle-là même qui mérite qu'on la partage.




  Érythropoïèse, de la physiologie à la thérapeutique




   




  Olivier Hérault


  




  L'érythropoïèse est le processus de production des globules rouges matures, ou érythrocytes, à partir de cellules souches hématopoïétiques. Les érythrocytes, au nombre de 20.1012, sont les cellules les plus abondantes de la circulation sanguine. La production quotidienne est de 200.109/j, et leur durée de vie est de 120 jours, au cours de laquelle ils effectuent un déplacement de près de 500 km dans la microcirculation. Ils ont pour fonction de transporter l'oxygène (O2) des poumons vers les tissus et d'éliminer le dioxyde de carbone (CO2). La production érythrocytaire est très finement régulée, impliquant principalement l'érythropoïétine (EPO), qui est à l'origine des signaux de survie, de prolifération et de différenciation des progéniteurs et des précurseurs érythroïdes. Ce programme de différenciation est essentiellement contrôlé par le facteur de transcription GATA-1, dont l'activité transcriptionnelle sur les gènes érythroïdes (codant pour l'hémoglobine, le récepteur de l'EPO, la glycophorine A, etc.) est elle-même directement fonction des caractéristiques épigénétiques de la chromatine. Ce chapitre présentera succinctement les différents acteurs de la régulation de l'érythropoïèse, dont certains, aux côtés de l'EPO, pourraient ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques.




  Les notions de base




  Au cours de l'hématopoïèse, l'érythropoïèse débute après le stade CFU-GEMM (colony-forming unit granulocyte-erythroid-megakaryocyte-monocyte), avec l'apparition des progéniteurs érythroïdes BFU-E (burst-forming unit erythroid) puis CFU-E (colony-forming unit erythroid). Ces progéniteurs se différencient ensuite en précurseurs érythroïdes : pro-érythroblaste puis érythroblastes basophiles (I et II) polychromatophiles et acidophiles. Après énucléation, ces derniers érythroblastes deviennent des réticulocytes. Cette organisation de la physiologie érythroïde (Figure 1) permet la production de 16 réticulocytes à partir d'un pro-érythroblaste. L'érythropoïèse normale dure 7 jours. Au sein de la moelle osseuse, l'érythropoïèse s'effectue majoritairement au sein d'îlots érythroblastiques [1] avec au centre un macrophage pourvoyeur de fer. Elle est régulée par le microenvironnement médullaire et des facteurs de croissances. Ainsi, la fibronectine, un composant de la matrice extracellulaire, est importante pour l'érythropoïèse via l'adhérence des progéniteurs érythroïdes exprimant l'intégrine VLA-4 [2]. De plus , contrairement aux facteurs inhibiteurs (TGF-β, TNF-α et INF-γ), le stem cell factor (SCF) produit par les cellules stromales médullaires favorise la prolifération aux stades précoces de l'érythropoïèse. Son récepteur c-Kit (CD117) est présent sur les BFU-E et CFU-E et les sensibilise à l'action de l'EPO, le principal facteur de croissance hématopoïétique de l'érythropoïèse. L'érythropoïèse nécessite aussi des facteurs exogènes : les vitamines B9 (acide folique) et B12, indispensables pour la synthèse de l'ADN, et la vitamine B6 et le fer pour la synthèse de l'hème (Figure 1).
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  L'EPO, acteur essentiel de la régulation de l'érythropoïèse




  La découverte puis l'utilisation thérapeutique de l'EPO est le fruit de plus de trois siècles de recherche (Tableau I). Chez l'adulte, elle est principalement synthétisée par les cellules endothéliales péritubulaires du rein (90 %), le reste étant produit par le foie [3]. La production de l'EPO est fonction de la pression partielle en O2. L'expression du gène codant l'EPO (en 7q22 chez l'homme) est sous le contrôle des facteurs de transcription HIF (hypoxia inducible factors) [4], constitué d'une sous-unité α inductible par l'hypoxie, et d'une sous-unité β exprimée constitutivement. En normoxie, HIF-1α est très instable ; il est hydroxylé sur les prolines 402 et 564 par une prolyl-hydroxylase et sur une asparagine, permettant ensuite son ubiquitinylation par la protéine VHL (von Hippel Lindau) et sa dégradation par le protéasome 26S. En hypoxie, HIF-1α se dimérise avec HIF-1β et échappe au processus d'hydroxylation/ubiquitinylation/dégradation ; l'hétérodimère HIF-1 se fixe sur un HRE (hypoxia response element), et en présence de coactivateurs et facteurs de transcription déclenche la transcription des gènes cibles [5]. Le récepteur de l'EPO est très peu présent sur les BFU-E [6], augmente sur les CFU-E et est abondant sur les proérythroblastes et érythroblastes basophiles. La signalisation en aval de ces récepteurs permet l'activation de gènes clé du programme de différenciation cellulaire. La fixation de l'EPO sur son récepteur active de multiples voies de signalisation, et plus particulièrement la voie JAK2/STAT5, la voie PI3K/AKT et la voie Ras/MAPK. Les deux premières sont essentielles, notamment pour leur action anti-apoptotique et proliférative, alors que les effets de la voie Ras/MAPK sont plus subtils sur l'érythropoïèse terminale [7-9].
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  ■ L'EPO régule l'apoptose et la différenciation des progéniteurs et des précurseurs érythroïdes




  À de faibles concentrations d'EPO, seuls survivent les progéniteurs et précurseurs hypersensibles, et l'EPO favorisera leur prolifération et leur différenciation [10]. L'action anti-apoptotique de l'EPO est liée à la fois au contrôle de la polarisation mitochondriale et, en synergie avec GATA-1, à la production de la protéine antiapoptotitque Bcl-xL, un membre de la famille Bcl-2 participant aux mégapores mitochondriaux contrôlant la libération cytoplasmique de cytochrome C, un activateur des caspases [6]. L'absence d'EPO déclenche une régulation négative de l'érythropoïèse par la dépolarisation mitochondriale, l'ouverture des mégapores mitochondriaux pauvres en Bcl-xL, la libération de cytochrome C et activation des caspases 9 et 3, la caspase 3 induisant la fragmentation de l'ADN via l'activation d'endonucléases.




  





  ■ Les effets pro-apoptotiques et inhibiteurs de la différenciation du système Fas/Fas-L à la surface des érythroblastes contrebalancent les effets anti-apoptotiques et prolifératifs de l'EPO




  Les différents érythroblastes sont en contact étroits au sein des îlots érythroblastiques. Les proérythroblastes et les érythroblastes basophiles expriment à leur surface le récepteur Fas, appartenant à la famille des « récepteurs de mort » cellulaire, alors que les érythroblastes acidophiles présentent à leur surface le ligand de Fas (Fas-L). En présentant Fas-L aux proérythroblastes et érythroblastes basophiles voisins, les érythroblastes matures vont déclencher le clivage de GATA-1 et l'apoptose des érythroblastes immatures via l'interaction Fas/Fas-L activatrice des caspases [11, 12] (Figure 2, haut).
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  ■ L'EPO régule la protection nucléaire de GATA-1 par Hsp70




  Il est intéressant de souligner que l'activation des caspases est aussi indispensable à la différenciation terminale des érythroblastes sans pour autant induire d'apoptose. Ainsi, la caspase 3 clive des protéines impliquées dans l'intégrité nucléaire (lamine B) et la condensation de la chromatine, sans pour autant cliver GATA-1 [13]. En effet, il a été récemment établi que dans le noyau, GATA-1 est protégé par la protéine de choc thermique Hsp70 qui est constitutivement exprimée par les érythroblastes, mais dont la localisation subcellulaire varie en fonction du taux d'EPO. Ainsi, une faible quantité d'EPO est associée à une relocalisation cytoplasmique de Hsp70 qui ne protège alors plus GATA-1 de l'activité protéolytique des caspases [14] (Figure 2, bas).




  





  La régulation transcriptionnelle de l'érythropoïèse




  L'érythropoïèse fait intervenir un nombre relativement restreint de facteurs de transcription, dont GATA-1 (le plus important), SCL-TAL1, LMO2, LDB1 et KLF1 [15]. Ils forment des complexes multi-protéiques capables d'activer ou de réprimer la transcription génique. Le rôle et les mécanismes d'action de ces différents complexes durant le programme de différenciation érythroïde sont encore mal connus. Leur mode d'action est lié à l'accessibilité de l'ADN, donc aux modifications épigénétiques des histones, et aussi à celui de l'ARN polymérase II, l'enzyme responsable de la transcription après fixation sur un TSS (transcription starting site). De plus, il a été très récemment démontré l'importance dans l'érythropoïèse de certains microARN (miARN) qui agissent comme répresseurs post-transcriptionnels en s'appariant à des ARNm qui guident leur dégradation ou répriment leur traduction en protéine.




  ■ GATA-1




  GATA-1 se fixe sur l'ADN au niveau de la séquence consensus (A/T)GATA(A/G). En fonction de ces partenaires du complexe multi-protéique, GATA-1 est capable d'activer ou de réprimer la transcription génique (Figure 2). GATA-1 est activateur transcriptionnel en présence soit de SCL/TAL1, LMO2, LDB1 et E2A (complexe pentamérique), soit de KLF1. À l'inverse, GATA-1 est répresseur transcriptionnel en présence de GFI-1B, LSD1/co-REST et HDAC1/2, mais aussi en association avec le complexe polycomb PRC2 (EED, EZH2 et Suz12) [16]. En outre, la complexité du mécanisme d'action de GATA-1 augmente avec l'importance démontrée de ses modifications post-traductionnelles, comme l'acétylation et la SUMOylation [17, 18] (Figure 3).




  





  [image: ]




  





  ■ Modifications épigénétiques des histones




  Ces modifications participent à la régulation de l'érythropoïèse via des modifications post-traductionnelles des histones, dont la méthylation et l'acétylation de lysines (K) de l'histone H3. Ces modifications sont dues à des histones déméthylases,histones méthyltransférases, histones acétyl transférases, histones déacétylases, etc. Ainsi, la di- et tri-méthylation de la lysine 4 de l'histone H3 (H3K4m2, H3K4m3) au niveau du TSS est classiquement associée à l'activation de la transcription initiée par l'ARN polymerase II. À l'inverse, la triméthylation de la lysine 27 (H3K27m3) est associée à la répression de la transcription. Ainsi, en étudiant des progéniteurs humains immatures, il a été récemment observé la perte de la modification chromatinienne répressive H3K27m3 et l'apparition de méthylations sur H3K4 au cours de la différenciation érythroïde [19]. De plus, H3K27m3, catalysée par le complexe PRC2, a été associée aux gènes réprimés par GATA-1 [20]. La déacétylation des histones, qui induit la condensation de la chromatine, est observée lors du processus d'énucléation des érythroblastes acidophiles (Figure 3). Ainsi, H3K9Ac est significativement diminuée lors de la différenciation terminale de l'érythropoïèse [21] qui est inhibée par l'utilisation d'inhibiteurs des histones déacétylases [22]




  ■ miARN




  Ils participent quant à eux à un niveau supplémentaire de régulation de l'érythropoïèse. Par exemple, il a été établi, en étudiant des progéniteurs CD34+ de sang de cordon, que miR-221 et miR-222 inhibent l'érythropoïèse au niveau de progéniteurs en ciblant KIT, le récepteur du SCF [23], et que miR-223 inhibe la différenciation terminale en ciblant LMO2 [24].




   




  Conclusion et perspectives thérapeutiques




  Les premières stratégies thérapeutiques utilisées pour stimuler l'érythropoïèse ont consisté en la supplémentation en facteurs exogènes (fer, vitamine B9 et B12 principalement) dans les tableaux carentiels prouvés. Depuis la fin des années 1980, l'utilisation des érythropoïétines recombinantes humaines (époétine) a permis des avancées majeures en néphrologie puis en oncologie. La demi-vie courte de l'époétine (8,5 h) a conduit au développement d'analogues à demi-vie longue pour limiter les injections. Ainsi, la darbépoétine-α a une demi-vie de 25,3 h, obtenue par substitution de cinq acides aminés permettant l'assemblage de cinq chaînes glycosylées au lieu de trois, et le CERA (continuous erythropoietin receptor activator) a une demi-vie de 130 h, obtenue par insertion d'une longue chaîne protéique doublant quasiment son poids. D'autres analogues de l'EPO mais aussi des peptides mimétiques sont en cours de développement.




  La découverte ces dernières années des mécanismes complexes mis en jeu pour réguler l'érythropoïèse ouvre la voie à des thérapeutiques originales. En plus des thérapies géniques, trois exemples peuvent illustrer ces nouvelles pistes :




  

    	les inhibiteurs de la phosphatase SHP-1. Présente dans les progéniteurs érythroïdes, SHP-1 inhibe la signalisation JAK-STAT en déphosphorylant JAK2, induisant son inactivation [25]. L'inhibition de SHP-1 induit in vitro une augmentation dose-dépendente de la prolifération érythroïde et favorise la phosphorylation de JAK2 et STAT5 [26]




    	le ciblage de HIF-1α. L'inhibition de la prolyl-hydroxylase mime les effets de l'hypoxie en empêchant l'hydroxylation puis la dégradation de HIF-1α, et il a été rapporté chez le rat que l'utilisation d'un inhibiteur de cette enzyme stimule fortement la production d'EPO [27]. De plus, l'activation pharmacologique de HIF-1α, par exemple avec des gluco-corticoïdes, induit une augmentation de la production érythroblastique [28] ;




    	enfin, les recherches en cours sur les modifications épigénétiques au cours de l'érythropoïèse pourraient être prometteuses de thérapeutiques originales ; la mise en évidence de l'importance des histones déacétylases dans la différenciation érythroïde [22, 29] renforce cette perspective.
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