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EPO=Erythropoiétine

EPO-R=Récepteur a 'TEPO

FGR= Filtration Glomérulaire Rénale

G-CSF = granulocyte-colony stimulating factor

HAS=Haute Autorité de Santé

Hb=Hémoglobine, en anglais HGB=Hémoglobine

HIF=Hypoxia Inducible Factor

IEF= IsoElectric Focalisation

IPFMA= International Federation of Pharmaceutical Manufacturers and Associations
IRC=Insuffisance Rénale Chronique

IRT=Insuffisance Rénale Chronique Terminale

LNDD=Laboratoire National de Dépistage du Dopage

LOCOG= London Organising Committee of the Olympic Games and paralympic
games

MAIIA= Membrane Assisted Isoform ImmunoAssay

PBA= Passeport Biologique de I'Athléte

Page=PolyAcrylamide Gel Electrophoresis

RBC =Red Blood Cells

RET#= Numération des réticulocytes

RET%=Pourcentage de réticulocytes

RhuEPO= Recombinant Human Erythropoetin

SAR-Page= Sarcosyl-Page

TCMH= Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémoglobines, en anglais MCH=
TPO =thrombopoiétine

TfR=Récepteur a la transferrine

UEFA= Union Européenne de Football Association

UKAD= United Kingdom AntiDoping

UNESCO-= United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization
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WADA= World AntiDoping Agency
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Introduction

L’Erythropoiétine (EPO) est une hormone naturellement produite a 90% par le rein et
10% par le foie chez I'adulte. Elle est synthétisée lorsque la pression artérielle en
oxygene (PaO2) diminue induisant ainsi la stimulation de I'érythropoiése, c’est-a-dire
la production des érythrocytes (globules rouges ou hématies) dans la moelle
osseuse, a partir de cellules souches hématopoiétiques indifférenciées.

Les patients qui présentent une insuffisance rénale chronique (IRC) voient leur
synthese en EPO diminuée, provoquant une carence en EPO et de fait une anémie
normocytaire normochrome, le plus souvent arégénerative.

Au cours de ces vingt derniéres années, d’importants progrés thérapeutiques ont été
réalisés permettant aujourd’hui de disposer d’'EPO de 3°™ et 4°™ génération. Leur
utilisation réduit ainsi les risques liés a la transfusion.

La CERA (Continous Erythropoetin Receptor Activator) est une EPO de 3°™
génération commercialisée sous le nom de Mircera® par ROCHE, laboratoire
d’industrie pharmaceutique Suisse. En France, Mircera est indiqué dans le traitement
de 'anémie liée a I'IRC.

La stimulation de I'érythropoiése, via les EPO de synthéses, permet aux érythrocytes
d’assurer le transport de 'oxygéne vers les tissus. Ces effets ont été exploités a des
fins de dopage par certains sportifs de haut niveau.

Des techniques de dosages de plus en plus sophistiquées permettent de déceler
I'utilisation de ces produits au niveau sanguin et urinaire. Roche développe aux cbtés
de [I'Agence Francgaise de Lutte contre le Dopage (AFLD), une méthode
particulierement efficace, permettant de détecter Mircera chez les sportifs I'ayant
détourné de son usage thérapeutique.

Dans ce mémoire, intitulé « Mircera® : indications thérapeutiques, utilisation
frauduleuse en milieu sportif et méthode de détections », nous rappellerons dans un
premier temps la définition de I'érythropoiése, le role de 'EPO avant d’aborder I'IRC.
Nous détaillerons ensuite les difféerentes EPO recombinantes avant de nous
consacrer a I'étude plus approfondie de Mircera. Nous verrons enfin son utilisation
frauduleuse en milieu sportif, ses conséquences et les techniques de détections
permettant de déceler Mircera. Enfin, nous discuterons de la place de lindustrie

pharmaceutique dans la lutte contre le dopage sportif.

16



1. Généralités

1.1. Erythropoiése

1.1.1. Définition

L’érythropoiése est un processus physiologique défini par 'ensemble des étapes qui
concourent a la formation des érythrocytes (globules rouges ou hématies) a partir
des cellules souches hématopoiétiques (CSH). Ce processus, a la fois complexe et
finement régulé, a lieu au niveau de la moelle osseuse. L’érythropoiése permet
d’adapter la production des globules rouges aux besoins en oxygene des tissus
périphériques.

L’EPO est 'lhormone principale régulant la production des globules rouges. La
production d’EPO doit étre constante et suffisante : elle ne doit pas étre excessive,
au risque d’aboutir a une forme de polyglobulie (nombre de globules rouges
supérieur a la norme), et induire une viscosité sanguine ; elle ne doit pas étre
insuffisante, au risque de provoquer une anémie (diminution du taux d’hémoglobine

en dessous des valeurs physiologiques) (Elliott et al, 2008, Duthilleul et al, 2013).

1.1.2. Lignée érythrocytaire

C'est & partir du 5°™ mois du développement embryonnaire que débute chez
'Homme, 'hématopoiése médullaire siege de I'érythropoiése définitive.

Les globules rouges émanent dune cellule souche hématopoiétique (CSH)
pluripotente qui va s’engager dans une voie de différenciation myéloide a partir d’'un
progéniteur mixte appelé CFU-GEMM (pour Colony Forming Unit Granulocyte/
Erythrocyte/ Megacaryocyte/ Macrophage).

Ces progéniteurs vont s’engager dans une phase d’engagement (commitment). Non
reconnaissables morphologiquement, ils sont capables de former in vitro des
colonies en présence de facteurs de croissances. Plus les progéniteurs sont

précoces, plus ils vont former de colonies mixtes.
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Les CFU-GEMM vont ensuite se différencier vers un progéniteur restreint dans la
voie érythrocytaire, les BFU-E (pour Burst Forming Unit Erythropoiesis, (Duthilleul et

al, 2013).

1.1.3. Les BFU-E (Burst Forming Unit-Erythropoiesis)

Les BFU-E forment des colonies de grandes tailles (30.000 a 40.000 cellules). lIs
sont représentés par les BFU-E matures et les BFU-E immatures. Leur capacité
d’auto-renouvellement est diminuée (80% sont en phase GO) alors que leur capacité
proliférative est importante. Elles présentent une faible sensibilité a 'EPO. Les
récepteurs de 'EPO (EPO-R) sont en effet peu exprimés a la surface des BFU-E
Leur survie (sauvetage de I'apoptose) et leur prolifération est sous la dépendance de
cytokines (IL-3, GM-CSF, SCF) (Duthilleul et al, 2013).

1.1.4. Les CFU-E (Colony Forming Unit-Erythropoiesis)

Les CFU-E dérivent des BFU-E. lls présentent une capacité d’autorenouvellement
(60 a 80% phase Go) et une capacité proliférative réduite.

Leur survie et leur prolifération dépendent de plusieurs cytokines, en particulier
'EPO. Les EPO-R sont présents en nombre plus important a la surface des CFU-E.
Le CFU-E va proliférer et se différencier par étapes successives pour aboutir a la
formation de précurseurs de la lignée érythroblastique.

L’engagement des progéniteurs multipotents vers la lignée érythrocytaire semble
s’effectuer grace a une combinaison d’expression de facteurs de transcription et en
particulier du facteur GATA-1 qui permet la régulation positive des promoteurs des
genes érythroides comme la glycophorine, 'hémoglobine et le récepteur a 'EPO
(Elliott et al, 2008, Duthilleul et al, 2013).

1.1.5. Les précurseurs érythropoiétiques

Les précurseurs de la lignée erythroblastique représentent 10 a 30% des cellules
meédullaires. La durée de I'érythropoiese est d’environ 5 jours. La synthese des

globules rouges est de 1 & 2.10** cellules par jour.
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Sur un frottis médullaires, les érythroblastes sont souvent regroupés en flot autour
d’'un macrophage. lls sont morphologiquement identifiables (proérythroblaste,
érythroblaste basophile, érythroblaste polychromatophile, érythroblaste acidophile,
réticulocyte, érythroblaste acidophile). Un proérythroblaste donnera 16 globules
rouges. La maturation nucléocytoplasmique des précurseurs se caractérise par la
diminution de la taille cellulaire ainsi que du rapport nucléo-cytoplasmique.

Les proérythroblastes (0.5 a 2%) vont se différencier successivement en
érythroblastes basophiles (2 a 5%), puis en érythroblastes polychromatophiles (6 a
9%), puis en érythroblastes acidophiles (6 a 10%). C’est a ce stade que le noyau est
expulsé. Les réticulocytes émanent des érythroblastes acidophiles et ont une taille
proche de celles des cellules du dernier stade de maturation, les hématies (7,5 pum),.
La numération des réticulocytes permet de définir le caractere régénératif ou
arégénératif d'une anémie de type normocytaire normochrome. lls maturent en 24 a
48 heures avant de devenir des hématies matures. Leur durée de vie est d’environ

120 jours (Elliott et al, 2008, Duthilleul et al, 2013).

Multipotent hematopoietic

stem cell CFU-GEMM BFUe

!

Erythrocyte Reticulocyte Erythroblast

Figure 1 : Erythropoiése chez 'Homme, (D’aprés Elliott et al, 2008)

La régulation de I'érythropoiese est sous la dépendance de cytokine et facteur de
croissance. Epo = érythropoietine; FLK =fetal liver kinase; FLT =fetal liver tyrosine
kinase ; G-CSF =granulocyte-colony stimulating factor; GM-CSF =granulocyte
macrophage CSF; IL=interleukin: MIP =macrophage inflammatory protein;

SCF =stem cell factor; TGF = transforming growth factor; et TPO =thrombopoiétine.



1.2. H&éEMoglobine (Hb) et anémie

Les hématies contiennent de I'hémoglobine, une protéine de structure quaternaire
constituée de quatre chaines identiques 2 a 2. Deux chaines a de 141 acides aminés
et deux chaines B de 146 acides aminés.

Chacune des ces chaines est associée a un groupement porphyrine, 'héme, qui
emprisonne un atome de fer a I'état ferreux.

L’oxyhémoglobine représente la forme active de 'hémoglobine dans laquelle le fer
est sous forme Fe®*. Lorsque le fer est sous forme Fe*', il s’agit de la
méthémoglobine.

La fonction principale de I'hémoglobine est le transport du dioxygéne (O,) du sang
vers les tissus. Sous la forme oxyhémoglobine, la liaison du O, a 'hémoglobine est
dite allostérique, l'affinité de liaison de I'hnémoglobine pour I'oxygene est affectée par
la saturation en oxygene de la molécule (chague monomére fixant une molécule
d’O,). La courbe d'affinité de I'oxygene pour I'hnémoglobine se présente sous la forme
d'une sigmoide (figure 2) (Elliott et al, 2008).
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Figure 2. Structure quaternaire de I'hémoglobine (a gauche), structure de 'héme et

courbe de saturation de ’'hémoglobine (a droite). (Dickerson et al, 1983)

L’anémie constitue la plus fréquente des anomalies en hématologie. Elle se définie
par la baisse du taux en hémoglobine au dessous de la limite inférieur de la
normalité (aprés avoir éliminé une fausse anémie par hémodilution). La valeur de

I’'hnémoglobine sanguine varie en fonction du sexe et de I'dage. Chez l'adulte, on
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évoque une anémie quand les taux sont <13g/dl chez 'homme et <12g/dl chez la

femme.

1.2.1. L’hémogramme

Sur le plan biologique, le diagnostic de I'anémie se fait a partir de I'analyse de
I’'hémogramme (numération formule sanguine, NFS). Il est réalisé grace a un
prélevement de sang veineux, sur un tube contentant un anticoagulant (EDTA). Il
consiste en une analyse quantitative (automate ou manuelle) des éléments figurés
du sang (globules rouges, leucocytes et plaquettes) et un examen morphologiques

des cellules au microscope optique (grossissement X1000).

Tableau 1:Numération formule sanguine (Adulte) (Constantes biologiques adultes,

2009)

Sg Hemoglobine (H): 130 - 170 g/L
(F): 120 - 160 g/L
(H):4,5-57TI/L

(F): 4,2-52 TIL

Sg Erythrocytes

Sg Hematocrite

(H): 0, 42 - 0, 54 (42 - 54%)
(F): 0, 37 - 0, 47 (37 - 47%)

VGM 80 - 100 fL
CCMH 32 - 35%
TCMH 27 - 32 pg
Sg Réticulocytes 20 - 80 G/L

Polynucléaires neutrophiles

4523 70% (24 7.5 GIL)

Polynucléaires éosinophiles

123% (0.0440.5GIL)

Polynucléaires basophiles

0.5% (<0.1 G/L)

Lymphocytes T

20 240% (1 a4 GIL)

Monocytes

3a7%(0.2a1GIL)

Plaguettes

150 a 400 G/L

1.2.1.1. Analyses quantitatives

L’analyse quantitative des globules rouges détermine le nombre des différents

éléments du sang (globules rouges,

d’hémoglobine et 'hématocrite.

1.2.1.2. Analyses qualitatives

globules blancs,

plaquettes),

L'analyse des constantes érythrocytaires telles que le volume globulaire moyen

(VGM), la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH) et la
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teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine (TCMH) sont importantes pour
diagnostiquer I'étiologie de I'anémie.

VGM = Hématocrite / nombre de globules rouges

Lorsque le VGM est supérieur a 100 fento Litre (fL) on parle de macrocytose; s'il est
associé a une anémie, celle-ci est qualifiee d'anémie macrocytaire. Un VGM
supérieur a 120 fL fait suspecter une mégaloblastose (qui ne peut s'affirmer qu'au
myeélogramme), en cas d'anémie associée on parle d'anémie mégaloblastique.
Lorsque le VGM est inférieur a 80 fL, on parle de microcytose, et en cas d'anémie

associée, on parle d'anémie microcytaire

TCMH=Hémoglobine / Erythrocyte.
Il correspond a la quantité d’hémoglobine contenue dans un érythrocyte. Les normes

sont comprises entre 27 et 32 pg.

CCMH=Heémoglobine / Hématocrite

Les normes sont comprises entre 32 et 37%.

Pour la TCMH et la CCMH, un taux inférieur signe une hypochromie, et en cas
d'anémie associée on parle d'anémie hypochrome. L’hyperchromie n’est pas

physiologique et marque plutot une erreur de calibration de 'automate de mesure.

1.2.1.3. Numération des réticulocytes

Les réticulocytes sont les précurseurs des hématies. lls représentent 0.5 a 2% du
total des hématies. Dans le cadre d’'une anémie, sa numération indique son

caractére régénératif (>100 G/L) ou arégenératif (<100 G/L).

1.3. Réqgulation de I'érythropoiese

1.3.1. Réqulation positive

a. Le SCF (Stem Cell Factor)
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Le SCF est un facteur de croissance produit par les cellules stromales de la moelle
osseuse. Il agit sur le récepteur c-kit (fonction tyrosine kinase) et induit des signaux
intracellulaires, essentiellement de survie et de prolifération sur les progéniteurs
erythroides (BFU-E et CFU-E). Le SCF agit essentiellement dans les phases
précoces de I'érythropoiese, en synergie avec d’autres facteurs de croissance tels
que le GM-CSF et I'lL-3 (Zemati et al, 2003).

Erythropoiése précoce Erythropoieése tardive

Erythroblastes
BFU-Ep BFU-Em CFU-E Proebl Baso | Baso |l Poly Acido

—90— 9099 0-0i—

GM-CSF
IL-6 ‘

IL-3

104 = D

Figure 3: Réqulation positive de I'érythropoiése (Duthilleul et al, 2014)

b. Le systéme rénine-angiotensine

L’angiotensine Il est un facteur de croissance impliqué dans la production de 'EPO.
Il agit via un récepteur cellulaire, le récepteur 1 de l'angiotensine (AT-1). Le
mécanisme d’induction implique la présence d’EPO et conduit a la voie de

transduction JAK-STAT (Jelkmann et al, 2011). L’interaction ligand-récepteur induit

une homodimérisation des EPO-R, conduisant au recrutement de protéines JAK2 et
a l'autophosphorylation des domaines intracellulaire de 'EPO-R. Ce mécanisme
permet la prolifération et la survie des progéniteurs et ce, grace a PI3K et Map-
kinase.

Par la suite, STAT (STAT-5A et STAT-5B) se fixe sur 'EPO-R, qui sera a son tour
phosphorylé par JAK-2. STAT-5 phosphorylé va alors s’homodimériser puis migrer
vers le noyau et augmenter I'expression des genes. STAT-5 agit en synergie avec
GATA-1 permettant 'augmentation de I'expression de Bcl-xL impliqué dans la survie

cellulaire (Zemati et al, 2003).
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Figure 4 : Synergie d’action entre EPO et SCF pour la survie cellulaire (Zermati et al,

2003).

C. EPO

Le réle de 'EPO est détaillé dans un chapitre spécifique.

1.3.2. Réqulation négative

Afin d’éviter une surproduction de globules rouges, la synthése d’EPO est régulée
négativement via une diminution de ces taux circulants. Les mécanismes de
régulation font intervenir des signaux de mort cellulaire programmée (apoptose), tels
que Fas et Fas-L. Cette voie permet le recrutement et I'activation des caspases 3, 6,
7, 8 et 9 impliquées dans I'apoptose et le clivage de GATA-1 (Zemati et al, 2001 ; De
Maria et al, 1999).

Durant les phases tardives de I'érythropoiése, I'expression de 'EPO-R peut étre

régulée négativement empéchant 'action de 'EPO sur la survie cellulaire.

A ce jour, au moins 6 facteurs de transcription GATA situés sur le chromosome 19
ont été identifiés, agissant sur le gene de 'EPO-R.

GATA-1 est indispensable dans les phases tardives de I'érythropoiése puisqu’elle

agit sur la prolifération des progéniteurs et peut interagir avec de nombreux autres
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facteurs de transcription (FOG-1, EKLF, TAL-1/SCL, PU.1). De plus, elle est capable
de réguler progressivement I'expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL.
GATA-2 intervient majoritairement dans les phases précoces de I'érythropoiéese. Il a

également une activité dans la répression de la différenciation (Noguchi et al, 2008).
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Figure 5: Réqgulation négative de I'érythropoiése et mécanismes d’activation des

caspases via Fas (Duthilleul et al, 2014 : Zermati et al, 2003).

1.4. L’Erythropoiétine (EPO)

Les premiers travaux sur I'EPO ont permis de montrer qu'au cours du
développement foetal, I'érythropoiése et la syntheése d’EPO ont lieu au niveau du foie
(Zanjani et al, 1981 et Dame et al, 1998). D’autres travaux ont mit en évidence que
cette production ne démarre qu’a la 18°™ semaine du développement embryonnaire
(Dame et al, 1998 ; Obara et al, 2008 ; Jul et al, 1998 ; Koury et al, 1991). Apres la

naissance et jusqu'au 18° mois, lorsque I'hématopoiése se produit exclusivement

dans la moelle osseuse, le rein devient le principal organe producteur d’EPO (Dame

et al, 1998, Noguchi et al, 2008). L’EPO jouant un réle d’hormone, le rein est alors

considéré comme une glande (Zermati et al, 2003). Ainsi, chez les patients

néphrectomisés, il y a absence de réponse a 'anémie.

La synthese de 'EPO s’effectue au niveau des fibroblastes du cortex et de la
meédullaire externe. Ces fibroblastes de l'intersticium répondent de maniére différente
a la stimulation hypoxique. Leur localisation entre les capillaires péritubulaires et ces
tubules leur permettent d’étre plus sensibles aux variations en oxygéne (Maxwell et

al 1997). Les fibroblastes de la médullaire interne ne sont pas concernés par cette
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production. Les mécanismes responsables de la sensibilité des cellules a I'’hypoxie
mettent en jeu les facteurs de transcription HIF (Hypoxia Inducible Factor).
En plus du rein, le foie adulte est capable de produire de I'EPO, les cellules

impliquées étant les hépatocytes et les cellules de Ito.

L’EPO est une glycoprotéine composée de 165 acides aminés sous forme de 4
hélices a réliées par deux ponts-disulfures. Sa masse moléculaire est de 30.4 kDa

(Noguchi et al, 2008). Elle est composée de 4 chaines glycosylées (3 N-glycosylation

et 1 O-glycosylation) qui représentent 40% de sa masse moléculaire (Bunn et al
2013) (figure 6).

= Pont disulfure  |N] N-Actetylglucosamine
(2) Mannose N-Acetylgalac(osamind
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Figure 6 : Structure primaire (& gauche) (Camus et al 2002) et structure

tridimensionnelle de I'EPQO (a droite) (Lacombe et al, 1995).

L’EPO est le principal facteur de croissance de I'érythropoiése puisqu’elle intervient
dans la prolifération, la différenciation et la survie des progéniteurs de la lignée
érythrocytaire. Dans les conditions normales en oxygéne, les concentrations en EPO
sérique sont de 10 a 25 mU/mL (Lin et al, 1985). lls permettent de maintenir des taux

en hémoglobine a un niveau physiologique (120 a 170 g/L) (Zermati et al 2003).

Lorsque l'organisme est en hypoxie ou en anémie, la synthése en EPO peut
augmenter son taux circulant d’'un facteur 1000 et stimuler la production des globules

rouges.
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Figure 7 : Activation de la synthése d’'EPO endogéne en fonction des variations en

pression en oxygene

La demi-vie de 'EPO est assez courte (4 a 7 h). Peu de données sur le métabolisme
de 'EPO sont disponibles. |l est probable que la dégradation de 'EPO survienne
apres clivage enzymatique dans le foie des acides sialiques terminaux des glycanes.
Chez le sujet sain, I'élimination de I'EPO s’effectue principalement au niveau
hépatique via le récepteur Gal. L’élimination rénale de 'EPO est moins importante
(Surindan et al, 2011 ; Bunn et al, 2007 ;_Eckardt et al, 1989) et les concentrations en

EPO dans les urines sont comprises entre 0 et 3.7 IU/L. Ces taux urinaires peuvent

étre augmentés chez les cyclistes (entre 7 a 20 1U/L) (Delanghe et al, 2008).

1.5. Rble du facteur de transcription HIF

1.5.1. Description

Les facteurs de transcription qui activent la transcription du géne de 'EPO dans des
conditions d’hypoxie ont été identifiés et purifiés depuis de nombreuses années. Ces
facteurs appelés HIF (Hypoxia Inducible Factor) sont capable de lier la région 3’ non
codante de 'EPO. La molécule HIF est un hétérodimére composé de 2 sous-unités
a et B. Trois isoformes (HIF-1, HIF-2, HIF-3) ont été identifiés chez ’THomme. La
sous-unité a est inductible par 'oxygéne avec une sensibilité différente pour les

formes HIF-1 et HIF-2, alors que la sous-unité B est constitutive (Agarwal N, et al,

2008).
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Figure 8 : Activation de la synthése d’EPQO via le facteur de transcription HIF dans les

conditions d’hypoxie.

Des études expérimentales chez le rat ont également mis en évidence 3 isoformes
dont les mécanismes d’actions sont différents de ceux observés chez ’lhomme.

Au niveau rénal, HIF-1a joue un réle clé dans la production d’EPO. La stimulation de
HIF-1a est surtout induite dans les cellules tubulaires incluant les cellules proximales
en réponse a I'anémie et les cellules du tube collecteur, et s’accompagne également
de l'induction de génes par I'hypoxie comme I'héme oxygénase.

En revanche, HIF-2a agit surtout dans les cellules péritubulaires et fibroblastiques.
HIF-2a voit sa concentration augmenter en condition d’hypoxie, et participe a

'augmentation de I'érythropoiése (Ratcliffe et al, 2007 ; Agarwal et al, 2008)

1.5.2. Mécanisme de réqulation de la production d’EPO par
HIF dans les conditions normales d’oxygéne

HIF est un facteur de transcription trés instable qui doit se lier a VHL (Van Hippel
Lindau), un géne suppresseur de tumeurs impliquées dans le cancer du rein a
cellules claires, ainsi qu’avec d’autres protéines cytoplasmiques. HIF est d’abord
hydroxylé sur les résidus proline grace a une prolyl-hydroxylase avant de se lier a
VHL. Cette interaction entraine l'ubiquitinilation de HIF et son ciblage vers le
protéosome pour étre dégrader.

L’hydroxylation se fait également sur des résidus asparagine qui a pour but
d’empécher toute liaison aux cotransactivateurs (Ruas et al, 2002 ; Ke et al 2006)

indispensable a son activité transcriptionnelle sur le géne de [I'EPO, car
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I'hnydroxylation bloque le recrutement de ce cotransactivateur (Ratcliffe et al, 2007 ;
Kapitsinou et al, 2010).

1.5.3. Mécanisme de réqulation de la production d’EPO par
HIF en condition d’hypoxie

Lorsque la cellule est en hypoxie, il 'y a pas d’hydroxylation des résidus proline et
asparagine sur HIF, ce qui empéche la liaison de HIF a VHL. Ainsi, HIF avec ses
sous-unités a et B est capable d’entrer dans le noyau et de jouer son rble de facteur
de transcription sur le géne de 'EPO, en compagnie d’autres facteurs comme p300
et CBP, sur le gene 7922 codant pour I'EPO. La transcription et la traduction via le
facteur de transcription HIF permettent ensuite, lorsque les conditions sont réunies,
la synthese d’EPO endogéne (Ratcliffe et al, 2007).

1.6. Synthése de 'EPO

1.6.1. Synthese rénale

Dans ce contexte, c'est le facteur de transcription HIF-2 qui intervient pour la

transcription d’EPO, et ce, en présence de fer (Agarwal et al, 2008 ; Kapitsinou et al,

2010).

1.6.2. Synthése hépatique

Lorsqu’il y a une carence de HIF-2 au niveau rénal, c’est le foie qui prend le relais.
Cet organe n’est cependant pas capable de compenser les carences importantes en

EPO chez les patients présentant une IRC (Jelkmann et al, 2011).

1.6.3. Autres sites de synthéese

D’autres organes sont également capable de synthése 'EPO. Ainsi, le cerveau et
plus particulierement les neurones et les astrocytes ou encore la matrice utérine

semblent capable de synthétiser de 'EPO (Sasaki et al, 2003 ; Weidemann et al,

2009).
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1.7. Récepteurs de I’érythropoiése

1.7.1. Le récepteur a ’EPO (EPO-R)

L’érythropoiese ne peut avoir lieu que si 'EPO est liée a son récepteur, 'lEPO-R.
C’est un complexe asymétrique transmembranaire de 508 acides aminés (55 a 78

kDa) qui appartient a la superfamille des cytokines (Watowich et al 2011).

Le domaine extracellulaire porte le domaine catalytique. Il comprend 2 domaines
immunoglobulin-like (D1 et D2) composés d’une structure B-sandwich contenant 7
brins 3. La partie distale du domaine D1 et la partie proximale du domaine D2 sont
reliées par une courte charniere. Le domaine D1 est stabilisé par 2 ponts disulfures
par lintermédiaire des 4 résidus cystéines. Le D2 contient un motif conservé
WSXWS (Watowich et al, 2011).

o ‘ ) \
EpoR (/
\ EXTRACELLULAR

CELL MEMBRANE
CYTOPLASM

Gene activation NUCLEUS

Figure 9 : Activation de la synthése en EPO suite a 'activation de EPO-R (Noguchi et

al, 2011).

1.7.2. Le récepteur a la transferrine (TfR2)

Le récepteur a la transferrine est un marqueur du statut martial évaluant
spécifiguement la biodisponibilité du fer et est également un marqueur de l'activité
rythropoiétique.
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Il existe deux types de récepteurs a la transferrine de structure identique, TfR1 et
TfR2, mais exercant cependant des fonctions différentes. La plupart des cellules de
la lignée érythrocytaire internalisent le fer Fe®" via TfR1. Chez les espéces murines,
TfR1 s’avére étre indispensable dans la mesure ou une délétion du géne au
récepteur TfR1 est létale.

Une étude sur des cellules humaines érythroleucémiques UT-7 dans lesquelles
'EPO-R y est hautement exprimé, a démontré que TfR2 et EPO-R sont liés de
maniere covalente. TfR2 est peu présent dans les tissus mais il a un haut niveau
d’expression car il a un réle clé. TfR2 est impliqué dans le métabolisme du fer en
régulant la synthése d’hepcidine hépatique. EPO-R et TfR2 s’expriment
synchroniqguement pendant la différenciation des progéniteurs érythroides. TfR2 est
impligué dans la synthése d’EPO-R. Il agit sur son transport du réticulum
endoplasmique jusque la surface cellulaire. Par ailleurs, la suppression de TfR2 du
complexe retarde la différenciation terminale et conduit le patient a une
hémochromatose. TfR2 est également impliqué dans [Iélévation du niveau
d’expression de 'EPO-R (Eorejtnikova et al 2010).

1.7.3. Le MPL

Le récepteur de MPL (Myeloproliferative leukemia virus oncogene), un oncogéene
naturellement traduit dans le rétrovirus murin, présente de fortes analogies de
séquences avec 'EPO-R. L'EPO et la thrombopoiétine sont capable de se fixer sur

MPL (Souyri et al, 1990). Par ailleurs, il a été montré que le récepteur MPL participait

a la survie cellulaire et a la différenciation des progéniteurs hématopoietiques. Tres
récemment, il a été montré que '’homodimérisation de la composante intracellulaire
de MPL (IC-MPL) induit dans des progéniteurs issus de sang de cordon, permet de
produire une érythropoiese tres efficace. En effet, I'induction de I'érythropoiése et la
production d’'EPO est plus importante a partir de la dimérisation de ic-MPL que via
'EPO-R. La signalisation s’effectue via Il'activation de AKT qui augmente la
transcription de GATA- 1 et FOXO3, voies de transcription impliquées dans
l'inhibition de I'apoptose, la modulation de cycle cellulaire et I'augmentation de la
maturation des cellules de la lignée érythrocytaire. Ces résultats ouvrent de
nouvelles cibles potentielles d’intérét thérapeutique pour la production de globules
rouges a partir de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes (Kim et al, 2014).
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1.7.4. Affinité de ’EPO pour son récepteur

L’affinité (Kd) de 'EPO pour son récepteur est de 100 a 200 pM. Cette valeur est
suffisante pour maintenir le taux d’hémoglobine a 140 g/L chez le sujet sain (Elliott et
al, 2008 ; Bunn et al, 2013).

32



2.L’Insuffisance Rénale Chronique (IRC)

2.1. Physiologie rénale

Les reins sont des organes pairs en forme de haricot, situés au niveau des hanches.
La partie concave représente le hile, d’'ou entrent et sortent les vaisseaux. Chaque
rein est vascularisé a partir d'une artére rénale qui nait de l'aorte, au-dessous de
lartere mésentérique supérieure et des artéres surrénales moyennes. La
topographie du drainage veineux principal du rein correspond a celle de la
vascularisation artérielle. Les veines rénales rejoignent la veine cave inférieure.
L’innervation se fait par des fibres nerveuses sympathiques (appartenant au systéme
nerveux vegeétatif) véhiculées par les nerfs rachidiens qui régissent la vasomotricité
des artéres et induisent la libération de la rénine.

Le rein se compose de deux parties, le sinus situé au centre du rein et la zone
périphérique contenant le parenchyme rénal.

Le parenchyme rénal se divise lui-méme en 2 zones, le cortex et la medulla.

Les pyramides de Malpighi sont des éléments coniques situées dans la partie
médullaire du rein. Ces pyramides sont orientées vers l'intérieur pour former les
papilles rénales. Ces papilles rénales convergent vers le bassinet pour former
I'uretére. Celui-ci aboutit directement sur la vessie, dans laguelle seront éliminées les
substances toxiques.

Le lobe rénal correspond a une portion parenchymateuse comprenant une portion de
pyramide de Malpighi. Celui-ci se divise en lobules et contient les unités

fonctionnelles du rein appelées néphrons. Il en existe plus d’'un million par rein (Luc

et al, 2004).
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Figure 10 : Représentation anatomique du rein

Le néphron se compose du glomérule rénal, lieu de contact entre les vaisseaux
sanguins et le conduit urinaire, et du systéme tubulaire, composé du tube proximal,

hanse de Henlé, tube distal et tube collecteur (Luc et al, 2004).

consiuted Distal
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capwale L d

16 ureter
'

Figure 11 : Anatomie d’'un néphron

La fonction physiologique primaire du rein consiste a épurer les substances toxiques
pour I'organisme en filtrant le plasma et éliminer dans l'urine les substances issues
du foie telles que l'urée et les ions en exces.

L’activité rénale est évaluée par le débit de filtration glomérulaire (DFG) qui
correspond au volume de plasma filtré par unité de temps estimé par la clairance a la
créatine sérique. Le calcul se fait a partir des récoltes des urines sur 24 heures.

DFG(L/min)=UxV /P
avec U (mg/L) : concentration urinaire de créatinine, V (L/min): débit aqueux

urinaire, P (mg/L) : concentration plasmatique de créatinine.
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Pour un individu sain de taille moyenne, la DFG est de 0.12 L/min (Luc et al, 2004).

Il existe d’autres formules afin d’évaluer l'activité rénale telles que Cockcroft ou
MDRD, tenant compte, entre autre, de I'age, du poids et du sexe.
Formule de Cockcroft

Cler = [(140-Age)/[Cr]] x (Poids x k)

Clcr : estimation de la clairance de la créatinine en ml/min
[Cr]: créatinémie en pumol/l

Age : age en année

Poids : masse corporelle en kg

k: coefficient qui vaut 1,23 chez 'homme et 1,04 chez la femme (Luc et al, 2004).

2.2. Définition de I'IRC

L’'IRC se définit par une altération lente, progressive et irréversible du nombre de
néphrons fonctionnels entrainant I'altération du systéme de filtration glomérulaire.
Lorsque le DFG atteint la valeur critique <90 mL/min/1.73m2 pendant plus de 3 mois,
on parle alors d’IRC.

L’IRC se définit en 5 stades en fonction de I'évolution de la détérioration des reins au
niveau anatomique et fonctionnelle :

- stade 1: Maladies rénales chroniques : anomalies biologiques permanentes
(protéinurie) et/ou échographiques avec un DFG supérieur a 90 mi/mn.

- stade 2 : Insuffisance rénale latente : créatininémie normale ou sub-normale avec
un DFG entre 60 ml/mn et 90 ml/mn.

- stade 3 : Insuffisance rénale patente compensée (DFG compris entre 30 ml/mn et
60 ml/mn).

- stade 4: Insuffisance rénale sévere (DFG inférieur a 30 ml/mn), avec des
symptomes tel que I'anémie. Cela impose la préparation a I'épuration extra-rénale
(EER), création d'un abord vasculaire, vaccination HBS...).

- stade 5 : Insuffisance rénale dépendante de I'EER. On parle d’'IRC Terminale (IRT)
lorsque le débit de filtration glomérulaire est inférieur a 15-10 ml/mn. Cela peut
évoluer vers un "coma urémique" (maladie de Bright) (Agence de la Biomédecine,
Société de Néphrologie ; 2007).
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2.3. Les conséquences

L’IRC entraine ne forte augmentation de la protéinurie, alors que chez le sujet sain,
la présence de protéine dans les urines est nulle. Le rein n’est plus capable d’assurer
la filtration. Par ailleurs, il existe un risque d’hypertension artérielle (HTA).

En outre, en sachant que 90% de I'EPO est synthétisée par le rein et plus
précisément par les cellules endothéliales des capillaires juxta- glomérulaires (Le
Creff et al, 2002), ces cellules ne sont plus fonctionnelles et conduisent le patient a
une réduction de la synthese en EPO endogéenes, et donc une anémie de type
normochrome, normocytaire et arégénérative.

Par conséquent, la production de globules rouges diminue. Ces globules rouges en
plus faible quantité transporteront moins d’oxygéne vers les tissus et des symptomes

tels que I'asthénie ou I'affaiblissement cardiaque apparaissent (Agence Canadienne

des Médicaments et des Technologies de Santé, 2008). La moitié des patients aux

stades 3 et 4 de I'IRC souffrent d’'anémie, d’'ou la nécessité de prendre rapidement
en charge ces patients avec des traitements comme les agents stimulants de
I'érythropoiése (ASE) (Saurabh et al, 2012).

2.4. Les facteurs de risque

Les personnes qui risquent de développer un risque d’IRC sont les personnes
diabétiques, les hypertendus, les obeses (masse corporelle>30kg/m?), les patients
souffrants de maladies cardiovasculaire, les personnes agées de plus de 60 ans, les
personnes ayant des membres de leur famille déja atteints d’IRC, l'uropathie
obstructive, certains médicaments néphrotoxiques, et les épisodes d’insuffisance

rénale aigue (Agence de la Biomédecine, Société de Néphrologie ; 2007)
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3.Les différentes EPO recombinantes

3.1. Historique

Les premiers travaux sur 'EPO sont liés aux études sur les carences en
hémoglobine et plus particulierement aux anémies liees a I'IRC. Les premieres
découvertes datent du milieu du XX siécle, mais c’est a partir de la fin du XIX® siecle
que l'on s’est réellement intéressé a la stimulation de I'érythropoiése. En 1890, le
physiologiste francais Francois-Gilbert Viault fut le premier a entreprendre des
recherches suite a une observation, lors d’un voyage dans la Cordiére des Andes au
Pérou, que l'altitude entrainait une montée des globules rouges. En 1906, Carnot et
Deflandre, établissent un lien entre I’hypoxie et la prolifération de I'érythropoiése, et
proposent l'existence d’un facteur humoral en réponse a I'anémie. En 1950,
Reissmann et al s’'intéresse au mécanisme de stimulation de I'érythropoiése. Mais

c’est a partir de 1957, que I'on découvre chez le rat (Jacobsson et al, 1957) et puis

chez 'hnomme (Nathan et al, 1964), I'existence dans le rein d’'un agent circulant

stimulant I'érythropoiése.

Ces découvertes poussent Eugene Goldwasser et son équipe a entreprendre des
recherches afin d’isoler 'EPO. Il faudra attendre 1977 pour isoler pour la premiére
fois 'TEPO dans l'urine de patients atteints d’anémie aplasique. Cette méme année,
Goldwasser_avaient isolés 8 mg d’EPO humaine hautement purifiés (Miyake et al,

1977).

Le laboratoire de biotechnologie AMGEN s’investit dans la recherche de solutions

innovante pour traiter des maladies incurables et décide d’orienter ses recherches
vers 'EPO. Au début des années 1980, Jacobs et Lin arrivent pour la premiére fois a

cloner et a exprimer le géne de 'EPO (La rédaction Amgen, 2008).

La premiére synthése d’EPO biologiquement active in vivo et in vitro, a été effectuée
sur des cellules ovariennes de hamster a I'aide d’un vecteur navette (Charon 4A)
portant le géne de 'EPO (Lin et al, 1985).

Cette découverte a permis d’ouvrir la voie a la synthése d’'une nouvelle famille de
médicaments que sont les EPO recombinantes également appelés Agents Stimulant
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I'Erythropoiése (ASE) afin de traiter les patients souffrant de carence en EPO et
formes variées d’anémies.
L’utilité médicale de cette molécule est vite reconnue et en 1989, elle est autorisée

dans le traitement de 'anémie liée a I'|RC (Skibeli et al, 2001).

En limitant le recours aux transfusions sanguines, elle a permis de supprimer les
risques de transmission virale, notamment du sida, des hépatites B et C, et a
transformé radicalement le confort de vie des insuffisants rénaux, tout

particulierement celle des dialysés.

3.2. Les difféerentes EPO recombinantes humaines

L’EPO recombinante humaine (RhuEPO) dérivant de cellules eucaryotes présente
une séquence peptidique identique a celle de 'EPO d’origine urinaire.

La masse moléculaire de la partie protéique est de 18.400 Da, avec 4 chaines de
glycosylation : 3 N-glycosylation au niveau des Asparagine 24, 38 et 83, et une O-
glycosylation au niveau de la sérine 126 (Casadevall et al, 2012). Elle peut présenter

jusque 14 acides sialigues (Mac Dougall et al 2000). La masse moléculaire de la

protéine glycosylée est de 30.4 kDa. Les motifs glycosylés, représentent 40% de la
masse totale de la glycoprotéine de la molécule, sont nécessaire a lactivité
biologique in vivo de 'EPO.

Depuis, de nouvelles EPO recombinantes se sont succédées et ont permis de mieux
traiter les patients présentant une IRC. Leur nomenclature est basée sur les régles
suivantes :

-un préfixe est utilisé pour indiquer des changements dans la séquence peptidique,
-les lettres grecques qui suivent le nom de la molécule sont utilisées pour indiquer
des analogies de substance de 'EPO avec une glycosylation modifi€e, comme dans
le cas de 'EPO a (Girard et al, 2012)

Epoetin (o, —B, etc.) l\lp '\||/l \||/

same amino acid | |
as human EPO

Asn Asn Asn Ser
24 38 83 126

Figure 12 : Glycosylation des résidus Asparagine (Asn) et Serine (Ser) sur une

chaine protéique d’EPO
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3.2.1. L’EPO a

L’EPO a a une topologie structurale similaire aux autres membres de la famille des
cytokines. Elle est composée de 4 hélices a : Aa (résidus 8 a 26) située devant a Da
(résidus 137 a 161), et B a de plus petite taille (résidus 56 a 83) situé devant C a
(résidus 90 & 112) (Molineux et al, 2003)

Le mode d’administration se fait par injection en sous-cutanée ou en intraveineuse.

Cela nécessite des injections fréquentes. La voie intraveineuse est utilisée de

préférence chez les patients hémodialysés (Elliott S, et al, 2008).

Aprés une injection en sous-cutanée, la demi-vie de 'lEPO a au niveau plasmatique
est d’environ 20h. Dans le cadre des anémies liées a I'IRC, les posologies de 'EPO

a sont de 50-100 Unités/kg trois fois par semaine (Agarwal N, et al 2008).

EPOGEN® sera commercialisé en 1989 par le laboratoire Amgen et EPREX® en
1990 par le laboratoire Janssen-Cilag.

Figure 13: Représentation quaternaire de 'EPO a (Girard et al, 2012).

39



3.2.2. L’EPO 8

De la méme fagon que I'EPO a, celle-ci est synthétisée a partir des ovaires
d’hamsters chinois.

Comparée a I'EPO q, I'EPO f contient une quantité plus élevée d’isoformes basiques
(Storring et al 1998) et un nombre d’oligosaccharides tétra-sialylés plus important
(environ 46%) (Deicher et Horl, 2004).

L’EPO B dispose d’une demi-vie plus longue que 'EPO a (24h) aprés injection en

sous-cutané avec une fréquence similaire a celle de 'EPO a (3 fois par semaine)
(Agarwal et al 2008). L’'EPO B a d'abord été développé et produit en 1990 par
Boehringer Ingelheim sous le nom de Recormon. En 1998, Roche rachéte Bohringer

Mannheim faisant de Roche le numéro 1 mondial de l'industrie du diagnostic (Roche

a, 2012). Suite a son rachat, Recormon a été remplacé par NeoRecormon (Storring
et al 1998 ; Casadevall et al 2012).

3.2.3. La Darbepoétine a

La Darbépoiétine a est une RhuEPO hyperglycosylée. Elle dispose de 5 chaines N-
glycosylées, et 1 chaine O-glycosylée (Agarwal et al 2008 ; Casadevall et al 2006).

Les nouvelles chaines glycosylées n’interférent pas directement avec 'EPO-R, et ne
perturbent ni la structure tertiaire ni la stabilité de la molécule. La partie glycosylée
englobe 51% de la glycoprotéine contre 40% pour les autre EPO. La Darbépoiétine a
peut contenir jusque 22 résidus d’acide sialique ce qui lui confére une plus grande
charge négative. Ainsi, la masse moléculaire de la Darbépoiétine passe de 30.4 kDa
a 37 kDa (Elliott S. et al 2003)

L’ensemble de ces modifications ont permis dallonger la demi-vie de la

Darbopoiétine a d’'un facteur 3 par rapport aux Epoétine a et B (Casadevall et al

2006).

Apres injection en sous-cutané, la demi-vie peut aller jusque 48 heures. Elle a 4.3

fois moins d’affinité a se lier a EPO-R que les précédentes RhuEPO, ce qui offre la
possibilité aux patients de ne planifier qu'une seule injection par semaine voir une

injection toutes les deux semaines si les patients sont stables cliniquement (Locatelli

et al 2011).
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La Darbépoiétine a est arrivé sur le marché Européen en 2001 avec Aranesp® issu

du laboratoire Amgen (Agence Européenne du Médicament; 2013).

Additional
caroohydrate
side chains

Carbohydrate B Darbepoietin alfa
e side chains

Receptor 1 Receptor 1

Receptor 2

Figure 14 : Comparaison de la liaison & EPO-R de 'EPO recombinante (A) et

Darbépoiétine.a (B) avec la mise en évidence des acides sialiques

3.2.4. L’Epoiétine &

L’Epoiétine & est arrivé sur le marché Européen en 2002, sous le nom de Dynepo®.
Elle est commercialisée par le Laboratoire Shire Pharmaceutical qui a obtenu TAMM
en mars 2002. Le laboratoire Shire Pharmaceutical ne s’estimant pas en mesure de
concurrencer un marché déja bien desservi, décidera finalement de ne plus produire
la molécule et de se concentrer sur les thérapies des maladies orphelines (Agence

Européenne du Médicament, 2007 : Haute Autorité de Santé, 2007

Pharmaceutigues éditions, 2009).
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3.2.5.

Récapitulatif des Agents Stimulants I’Erythropoiése

(ASE)

ESAs

Darbepoetin alfa (Aranesp) licensed in US
and Europe (2001). Epoetin alfa
(Eprex; Erypo) and epoetin beta
(NeoRecormon) licensed in Europe (1990)

Epoetin alfa

(Epogen; Procrit)

licensed in US (1989).
Epoetin alfa (Eprex; Erypo)

licensed in Europe (1990)

and epoetin beta (NeoRecormon)

Epoetin delta (Dynepo) launched
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by Casadevall et al (2002)
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approved by EMEA (2002)

(Binocrit/Hemax/Abseamed)
and Retacrit/Silapo
licensed in Europe (2007).
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epoetin beta (C.E.R.A.; MIRCERA)
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IViron (INFed, Cosmofer),
preparatlons iron sucrose (Venofer),
and iron gluconate (Ferrlecit)

Figure 15: Historique des ASE depuis leur mise sur le marché.

3.3. Modifications chimiques des EPO

3.3.1.

L’intérét de la glycosylation

L'importance de l'acide sialique contenu dans 'EPO impacte sur sa clairance
puisqu’elle diminue leur affinité pour EPO-R et augmente ainsi leur demi-vie sérique.
Cela suggere que la demi-vie sérique est un facteur plus déterminant que l'affinité
vis-a-vis du récepteur. Par conséquent, c’est I'ajout de formes glycosylées sur
I'érythropoiétine qui participe a ses propriétés biologiques. Plus 'EPO contiendra

d’acide sialigue et de formes glycosylées, plus sa demi-vie sérique sera longue.

(Elliott S. et al 2008)

3.3.2.

L’intérét de la pégylation
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L’utilisation du poly-éthyléne-glycol (PEG) a été un succes pour prolonger la demi-vie
sériqgue de nombreuses protéines recombinantes. Cela entraine un doublement du
volume de la protéine et induit une réduction de la clairance en raison d'un taux
réduit de translocation du sang vers les tissus. La pégylation réduit I'affinité de liaison
de la protéine vis-a-vis de son récepteur en modifiant 'impact de liaison sur EPO-R

en provoquant un encombrement stérique (Elliott et al, 2008). Par conséquent la

clairance de la protéine diminue et sa demi-vie plasmatique augmente.
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3.4. Mircera®

3.4.1. Présentation de Mircera®

Mircera est une EPO B, avec un groupement méthoxy-polyéthyléne glycol (méthoxy-
PEG) qui fait doubler son poids moléculaire (de 30 kDa a 60 kDa).

Nous venons de voire que l'avantage de cette augmentation est de prolonger sa
demi-vie par rapport aux autres agents stimulant de [I'érythropoiése (ASE)
précédentes, d’ou son nom CERA pour continuous erythropoietin receptor activator,

c’est-a-dire activateur continu du récepteur a 'EPO.

MIRCERA®

Methoxy polyethylene glycol-epoetin beta
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Figure 16 : Structure primaire de la molécule MIRCERA (en gras, les acides aminés

glycosylés).

La chaine Méthoxy-PEG est arrimée a la molécule d’EPO grace a une liaison amide
via un acide succinimidyl-butanoique sur le résidu Lysine 45 ou 52 en N-terminal
(Panchapakesan et al, 2007, Casadevall et al 2006).

Mircera est synthétisée dans des cellules ovariennes de Hamster Chinois (CHO). Par

rapport aux autres modeles cellulaires, les CHO permettent d’assurer une meilleure

glycosylation de la protéine.
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3.4.2. Mécanisme d’action

Les caractéristiques de liaison de Mircera a 'EPO-R sont assez différentes des
RhuEPO de premieres et secondes génération.

Mircera dispose d’'une plus faible affinité pour son récepteur et s’en dissocie plus
rapidement.

La fixation de I'EPO a son récepteur est trop bréve pour permettre son
internalisation.

Ainsi, les associations et dissociations répétées conduisent a prolonger in vivo
I'activité et la demi-vie de la molécule.

Epoetin CERA

N-linked glycosylation chains 30 kDa methoxy-polyethylene
l glycol polymer chain

" ”'l_"?.‘ .'.’-;"Q:‘Q’ ';-
R AT LT
N "' -

Protein backbone
(165 aminoacids)

Figure 17: Comparaison de la taille d’'une glycoprotéine type Mircera (a droite) avec

une érythropoiétine endogéne (a gauche),D’aprés MacDougall, et al, 2006

3.4.3. Les études de sécurité et d’efficacité

a. Les études préclinigues in vitro

L’activité in vitro érythropoiétique de Mircera a été évaluée en mesurant ses effets
sur la prolifération de la lignée cellulaire UT-7 issues de patients atteints de leucémie
myéloide aigue (LAM) et qui expriment a leur surface des EPO-R.

En comparant cette EPO de troisieme génération aux autres EPO, il a été démontré
que Mircera stimulait de facon moins importante la prolifération des cellules UT-7.
Les études ont été faites avec des doses allant de 0.003 & 3U/mL. Les études
conduites chez des souris saines ont révélée que Mircera induisait un meilleur taux

de production des réticulocytes que les autres EPO (Haselbeck et al, 2002;

Panchapakesan et al 2007).
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b. Les études précliniques in vivo

Les études précliniques sur des modéles animaux ont démontré que Mircera était un

puissant stimulant de I'érythropoiése comparé aux autres EPO (Panchapakesan et

al, 2007)

C. Les études de Phase |

Les études de phase | ont été réalisées chez des volontaires sains. Les résultats ont
démontrés que l'utilisation de doses croissantes de Mircera par voie intraveineuse ou
sous-cutanée permettait d’augmenter les taux de réticulocytes sanguins de maniére

dose-dépendante (Reigner et al, 2003).

Ces resultats ont été confirmés dans une autre étude randomisée. L’administration
de Mircera par voie intraveineuse (0.4 a 3.2 ug/kg) ou sous-cutanée (0.1 a 3.2 ug/kg)
entraine un pic du taux de réticulocytes entre 7 et 10 jours. L’étude a par ailleurs
démontré que l'administration de la molécule par voie sous-cutanée était plus

efficace que par voie intraveineuse (Panchapakesan et al 2007)

d. Les études de Phase |l

Des études ont été menées par De Francisco chez des patients anémiques (>18
ans, Hb=8-11g/dL) souffrants d’IRC, naifs aux Agents Stimulant I'Erythropoiése
(ASE), dialysés (depuis plus d’'un mois) et non-dialysés, pour la correction de
'anémie et le maintien du niveau d’hémoglobines. L’efficacité de Mircera a été
évaluée par voie sous-cutanée et les patients étaient suivis pendant 12 semaines
(De Francisco et al, 2003).

Cette étude a montré que MIRCERA présentait une activité érythropoiétiqgue

puissante avec un profil de sécurité favorable.
En 2004, une étude a montré que Mircera est parfaitement tolérée et permet un

contrble stable de I'anémie chez les patients en IRC (Provenzano et al, 2004).

Une autre étude a également était réalisée par voie intraveineuse chez des patients
présentant une anémie liée a une IRC, dialysés et initialement traités par Epoétine a.
L’injection de Mircera administrée par voie intraveineuse tous les 15 jours, stabilise le
taux d’hémoglobine chez ces patients et montre de meilleurs résultats (Besarab et al,
2004).
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Enfin, dans une derniére étude a révélé que I'administration de Mircera toutes les 4
semaines était suffisante pour maintenir des taux d’hémoglobine stables chez des
patients dialysés (Locatelli et al, 2004).

e. Les études de Phase Il

Le laboratoire Roche a fourni 6 études de phase Il pour appuyer sa demande
d’autorisation de mise sur le marché. Deux études de correction de I'anémie et de
traitement d’entretien chez des patients atteints d'IRC naifs de traitement par ASE :
AMICUS (BA16736) chez des patients dialysés, et ARCTOS (BA16738) chez des
patients non dialysés. Quatre études d’entretien chez des patients atteints d’IRC
dialysés et précédemment traités par un ASE : MAXIMA (BA16739), PROTOS
(BA16740), STRIATA (BA17283), RUBRA (BA17284). Les études ont été effectuées
sur une période de deux ans. D’autres études sur une plus longue période sont

actuellement en cours.

f. Les études de correction de ’anémie et traitement d’entretien
L’'étude AMICUS :

Cette étude évalue l'efficacité de Mircera par voie intraveineuse chez des patients

anémiques et souffrant d’'IRC, dialysés et n’ayant jamais été traités par un ASE.
L’analyse a été réalisée sur une population considérée comme en intention de traiter.
En phase de correction (24 semaines), la dose initiale est de 0,4 pg/kg 1 fois toutes
les 2 semaines, I'objectif est d’obtenir un taux d’hémoglobine cible = 11g/dL avec une
augmentation 21g/dL par rapport a I'état initial. Les doses ont été ajustées toutes les
4 semaines en fonction des réponses au traitement.

La phase d’entretien (28 semaines) concerne les patients ayants atteints I'objectif du
traitement, qui est de 1 fois toutes les 2 semaines et 1 fois toutes les 4 semaines.

Les doses ont été ajustées pour maintenir une concentration en hémoglobine entre
11,0 et 13,0 g/dL.

Sur un total de 181 patients (moyenne d’age 54 ans), 135 patients ont été traités par
Mircera et 46 par une autre EPO. Le taux moyen d’hémoglobine de la population
étudiée était de 9.4 g/dL dans les deux groupes. Quatre vingt dix huit pourcents des
patients traités par Mircera étaient hémodialysés contre 100% pour les patients
traités par une autre EPO. Le pourcentage de répondeurs étaient de 93.3% chez les

patients traités par Mircera et de 91.3% chez les patients traités par une autre EPO.
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Dans les deux groupes, la borne inférieure de I'intervalle de confiance a 95% étaient
supérieure a 60%. Les résultats de cette étude montrent que Mircera administré par
voie intra-veineuse est efficace pour traiter 'anémie chez les patients atteints d’'IRC

dialysés et naifs aux ASE.

L’étude ARCTOS :

Cette étude évalue l'efficacité de Mircera par voie sous-cutanée chez des patients

anémiques souffrant d'IRC, non dialysés et n’ayant jamais été traités par un ASE.

En phase de correction (28 semaines), la dose initiale est de 0,6 pg/kg 1 fois toutes
les 2 semaines, I'objectif est d’obtenir un niveau d’hémoglobines cible= 11g/dL avec
une augmentation =21g/dL par rapport a I'état initial.

La phase d’entretien (24 semaines) concerne les patients ayants atteints I'objectif du
traitement, qui est de 1 fois toutes les 2 semaines et 1 fois toutes les 4 semaines.

Les doses seront ajustées pour maintenir la concentration en hémoglobines entre
11,0 et 13,0 g/dL

Les critéeres d’évaluation de I'efficacité sont les mémes que pour I'étude AMICUS.
Mircera sera considéré comme étant non-inférieure a Darbépoiétine a si la borne
inférieure de lintervalle de confiance a 95% de la différence entre les traitements
était supérieure ou égale a -0.75 g/dL. L’analyse a été réalisée sur des populations
per-protocole et en intention de traiter. L’étude ARCTOS a été menée chez 324
patients (moyenne d’age de 65 ans), 162 personnes ont été traités par Mircera
contre 162 par Darbépoiétine a. Le taux moyen d’hémoglobine a l'inclusion était de
10.2 g/dL dans les deux groupes. Le nombre de patients ayant terminé la phase de
correction et d’évaluation était de 151 dans le groupe Mircera contre 158 dans le
groupe Darbépoiétine. L'efficacité du traitement était Iégérement supérieur dans le
groupe de patients traités a Mircera (97.5% vs 96.3%). Dans les deux groupes, la
borne inférieure de 'intervalle de confiance a 95% a été supérieure a 60%.

Ansi, 'étude ARCTOS a démontré que Mircera administré par voie sous-cutanée est
efficace pour traiter 'anémie chez les patients atteints d’IRC dialysés et naifs aux
ASE.

En conclusion, les études AMICUS et ARCTOS ont montré l'efficacité de Mircera
administrée par voie intraveineuse et sous-cutanée, une fois toutes les deux
semaines en vue de traiter 'anémie chez les patients atteints d’IRC, dialysés ou non

et naifs aux ASE.
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Etudes en traitement d’entretien
Plusieurs études équivalentes (MAXIMA, PROTOS, STRIATA et RUBRA) ont été

menées afin d’évaluer I'efficacité de Mircera sur le maintien du taux d’hémoglobine,
en comparaison a [lefficacité dautres ASE, par voies d’administration en
intraveineuse et sous-cutané.

Les études ont été faites chez les patients anémiques, atteints d’'IRC, dialysés, déja
traités par un ASE. Les études ont été randomisées et ouvertes.

L'efficacité a été évaluée en 3 phases : la sélection des patients (4 semaines),
'adaptation de la dose (28 semaines) et I'évaluation de I'efficacité (8 semaines).
Dans les études MAXIMA, PROTOS, et STRIATA, le traitement a duré 16 semaines
de plus que RUBRA. Les patients étaient sous hémodialyse ou sous dialyse
péritonéale depuis au moins 12 mois. Le taux d’hémoglobine devait étre situé entre
10.5 et 13 g/dL. Au niveau martial, la ferritine sérique était supérieure ou égale a 100

ng/mL ou la saturation de transferrine supérieure ou égale a 20%.

Tableau 2 : Description des différentes études en traitement d’entretien en Phase |l

des essais cliniques

Etude MPG-époétine béta Comparateur
Posologie Voie Effectif ASE Posologie Voie Effectif
MAXIMA | 1x/2 semaines v 223 |EpoétineaetB |1 a 3x/semaine v 226
1x/4 semaines v 224
PROTOS |1x/2 semaines SC 190 |Epoétineaetf |1 a 3x/semaine SC 191
1x/4 semaines SC 191
STRIATA | 1x/2 semaines v 157 | Darbépoétine a | 1x/semaine ou v 156
1x /2 semaines
RUBRA* 1x/2 semaines | IVou | 168 |EpoétineaetP |1 a 3x/semaine IV ou SC 168
SC

* : MPG-époétine béta en seringue préremplie

Mircera était considérée comme étant non-inférieure a son comparateur si la borne
inférieure de l'intervalle de confiance a 95% pour les études STRIATA et RUBRA, et
97.5% pour les études MAXIMA et PROTOS, de la différence entre les traitements
était supérieure ou égale a -0.75 g/dL. La différence entre les traitements ne devait
pas excéder 0.3 g/dL.

L’analyse a été effectuée sur des populations per-protocole et en intention de traiter.
Sur les quatre études réalisées, le taux d’hémoglobine a I'état basal étaient situés
entre 11,7 et 12,0 g/dL. Plus de 70% des patients traités par Mircera au cours des
études ont recu une supplémentation en fer, alors que 63% des patients traités avec

les comparateurs en recevaient de fagon intermittente.
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Mircera a démontré, au cours des quatre études, une non-infériorité par rapport aux
autres ASE sur la variation du taux moyen d’hémoglobines entre I'état initial et la
phase d’évaluation.

Tableau 3 : Résultats des différentes études en traitement d’entretien en Phase lll

des essais cliniques

Variation du taux Bl
Etude Traitements : MPG-époétine 1IC95%
moyen d’'Hb
vs comparateur

MAXIMA MPG-époétine B 1x/2 sem. - 0,025 (n=172) 0,051 [-0,173; 0,275]
MPG-époétine B 1x/4 sem. - 0,071 (n=188) 0,004 [-0,215; 0,223
Epoétine a ou B - 0,075 (n=180) g

PROTOS | MPG-époétine B 1x/2 sem. - 0,131 (n=153) - 0,022 [-0,262 ; 0,217]
MPG-époétine B 1x/4 sem. 0,032 (n=154) 0,141 [-0,098 ; 0,380]
Epoétine a ou B - 0,109 (n=167) -

STRIATA | MPG-époétine B 1x/2sem. 0,063 (n=123) 0,180 [-0,049 ; 0,408]
Darbépoétine - 0,116 (n=126) -

RUBRA MPG-époétine B 1x/2sem. 0,088 (n=123) 0,118 [-0,116 ; 0,353]
Epoétine a ou B - 0,030 (n=133) 1

g. Les études de tolérance

Des études de tolérance ont été menées au cours des phases Il et lll, chez 2737
patients, dont 1789 traités par Mircera et 948 traités par les comparateurs (ASE).

Les effets indésirables les plus fréquents sont I'hypertension artérielle (HTA), les
troubles intestinaux (diarrhées), les céphalées et les infections rhinopharyngées.
Dans une moindre mesure, des cas d’embolie pulmonaire et d’hémorragies gastro-
intestinales ont été signalés chez les patients traités par Mircera. Globalement, les
effets indésirables sont plus fréquemment apparus chez les patients traités par
Mircera que les autres ASE. Cependant, aucun patient n’a développé d’anticorps
contre Mircera au cours de ces études.

En conclusion, ces études montrent que Mircera est aussi efficace que les autres
ASE avec le méme profil de tolérance (Haute Autorité de Santé , 2007).
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3.4.4. Le service médical rendu (SMR)

Les médicaments sont inscrits sur la liste des médicaments remboursables au vu de
I'appréciation du SMR qu’ils apportent.

L’appréciation du SMR doit prendre en compte I'efficacité et les effets indésirables du
médicament, sa place dans la stratégie thérapeutique, notamment au regard des
autres thérapies disponibles, la gravité de l'affection a laquelle le médicament est
desting, le caractere préventif, curatif ou symptomatique du traitement et son intérét
pour la santé publigue. Le SMR sera évalué en fonction de ces critéeres et le
remboursement ira de 15% si le médicament est en voie de déremboursement a
65% si le médicament est remboursé en totalité.

Ces termes permettent au gouvernement d’exercer une pression sur les laboratoires
car tout nouveau médicament entraine une hausse des tarifs.

Le renouvellement de linscription a lieu tous les 5 ans et a tout moment a la
demande des ministeres.

Le SMR est réévalué en fonction des nouvelles données disponibles sur le
médicament et la pathologie traitée, des autres médicaments inscrits sur la liste, et
des nouvelles thérapies arrivées sur le marché.

Le titulaire de I'AMM ou [I'exploitant (laboratoire) fait d’abord une demande
d’inscription sur la liste des médicaments remboursables. Cette demande est alors
transmise au ministre chargé de la sécurité sociale qui en informe le ministre chargé

de la santé et la commission de transparence (Perroy, 2010).

La commission de la transparence est une commission spécialisée de la Haute
Autorité de Santé (HAS). Elle permet d’évaluer le SMR du médicament, et en
fonction du SMR, elle formule son avis sur un remboursement ou non.

En fonction de cet avis les ministres chargés de la sécurité sociale et de la santé
vont prendre un arrété conjoint sur un remboursement ou un non remboursement. lIs
ne sont pas tenus de suivre I'avis de la commission de la transparence.

Le prix des médicaments est contrélé par I'état seulement pour les médicaments
remboursables.

Le titulaire de TAMM propose un prix au comité économique des produits de santé
(CEPS). Le CEPS va faire une évaluation économique du marché possible du

médicament et va négocier le prix avec le laboratoire.
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La commission de la transparence évalue également 'ASMR, elle le transmet au
CEPS. C’est sur les bases de 'IASMR que le laboratoire et le CEPS vont discuter et

fixer le prix du médicament (Perroy, 2010).

Titulaire de ’AMM ou exploitant (= labo)

—

Demande d’inscription proposition d’un prix au comité économique des produits
l de santé (CEPS)
Ministre chargé de sécurité sociale évaluation économique + négociation du prix
Information
Ministre chargé Commission de la
de la santé fransparence

Evaluation thérapeutique

v
J SMR ASMR
Arrété conjoint < avis »négociation conventionnelle

Figure 18: Circuit des démarches a suivre en vue de I'obtention d'une AMM (D’apres
PERROY AC, 2010).

Concernant Mircera, le rapport efficacité/effets indésirables est important. Cette
spécialité est un traitement de premiere intention. Etant donné qu’il existe des
alternatives médicamenteuses et non médicamenteuses (transfusions), le service

médical rendu par Mircera est important (Monographie MIRCERA, Vidal, 2007).

3.4.5. L’amélioration du service médical rendu

Mircera n’apporte pas d’amélioration du service médical rendu (niveau V) par rapport
aux autres ASE indiqués dans la correction de I'anémie associée a I'lRC.

En France, la Commission de transparence accorde un avis favorable a l'inscription
sur la liste des spécialités remboursables et sur la liste des médicaments agréés a
l'usage des collectivités et divers services publics dans les indications et posologies
de 'AMM (Perroy AC, 2010).
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Le CHMP (The Committee for Medicinal Products for Human Use), organe de
'Agence Européenne du Médicament (EMA) a conclu que Mircera permet de
corriger et de maintenir le taux d’hémoglobine chez les patients souffrant d’'IRC et
gue ses effets sont comparables a ceux des autres EPO. Le comité a estimé que les
bénéfices de Mircera sont supérieurs a ses risques et a recommandé l'octroi d’'une
autorisation de mise sur le marché pour ce médicament.

La molécule obtient son AMM 20 juillet 2007 par la Commission Européenne
(procédure centralisée), sous le nom commercial de Mircera et est commercialisé par
Roche. Mircera est disponible dans toute I'Union Européenne. Le renouvellement
dAMM a eu lieu le 15 mai 2012. (Haute Autorité de Santé, 2007 ; Agence
Européenne du Médicament, 2007 ; Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007 ; Fiche
Produit Roche MIRCERA®,2007)

3.5. Composition

Il existe plusieurs dosages de principe actif de Mircera dans les seringues a
administrer qui vont de 30 pg/0,3 ml a 250 ug/0,3 ml, en solution injectable. Les
excipients sont le phosphate monosodique monohydraté, sulfate de sodium, mannitol
(E 421), la méthionine, le poloxamére 188, I'eau pour la préparation injectable
(Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007).

3.6. Posologies et mode d’administration

Mircera® doit étre prescrit par un médecin spécialiste dans le traitement des
anémies liées a I'lRC (hématologue, néphrologue).

Le mode d’administration se fait soit par voie sous-cutanée, au niveau de 'abdomen,
le bras ou la cuisse, soit par voie intraveineuse.

Il est nécessaire de surveiller régulierement le taux d’hémoglobine du patient traité, 1
fois toutes les 2 semaines jusqu’a ce que le taux d’hémoglobine soit stabilisé, puis 1
fois par mois.

Si le patient n’a jamais été traité par un ASE, la dose initiale est de 0.6 ug/kg, par
voie intraveineuse ou sous-cutanée toutes les 2 semaines afin d’amener le taux
d’hémoglobine a 11 g/dL avec une évolution de 1 g/dL par mois. Dans ce cas,

'administration peut s’effectuer 1 fois par mois avec 1 dose double.
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Dans le cas d'une évolution des taux d’hémoglobine inférieure a 1 g/dL,
'augmentation de 0.25% de la dose jusqu’a I'obtention du taux d’hémoglobine cible
est recommandée.

En revanche, si le niveau du taux d’hémoglobine est supérieur a 2 g/dL en 1 mois ou
si le taux d’hémoglobines est de 12 g/dL, une diminution de la dose de Mircera de
25% ou un arrét temporairement du traitement pour faire redescendre les taux
d’hémoglobine sont recommandés.

Si le patient a déja été traité par un ASE, Mircera sera administré 1 fois par mois par
injection en intraveineuse ou en sous-cutanée. Les doses d’injection seront adaptées
par rapport aux doses hebdomadaires que le patient prenait avec les ASE
précédentes (EPO q, B et Darbépoiétine a) selon le tableau suivant.

Tableau 4 : Doses initiales d’administration de Mircera en fonction des gquantités

précédemment administrés

Dose hebdomadaire Dose hebdomadaire Dose mensuelle
precédente intraveineuse précédente intraveineuse intraveineuse ou sous-
ou sous-cutaneée de ou sous-cutanee cutanée de MIRCERA
darbépoétine alpha d’epoétine (microgrammes/une
(microgrammes/semaine) (Ul/'semaine) fois par mois)
<40 < 8 000 120
40 - 80 8 000 - 16 000 200
>80 > 16 000 360
Au cas ou le taux d’hémoglobine évolue anormalement, il faut suivre les

recommandations précédentes afin d’arriver a un taux d’hémoglobine de 11 g/dL.
Par ailleurs, chez les patients en dialyse péritonéale, il faut contréler de maniére
stricte les taux d’hémoglobine et I'ajustement des doses a administrer.

Des précautions sont a prendre chez les patients en insuffisance hépatique (Haute
Autorité de Santé, 2007 ; Agence Européenne du Médicament, 2007 ; Monographie
MIRCERA®, Vidal, 2007 ; Fiche Produit Roche MIRCERA®,2007).

3.7. Effets indésirables

Les effets indésirables les plus fréquents sont 'HTA, le risque de thrombose, les
céphalées, les diarrhées (Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007).
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3.8. Mise en garde et précaution d’emploi

Une supplémentation en fer est recommandée chez les patients dont la ferritinémie
est inférieure a 100 pg/l ou dont le coefficient de saturation Cs de la transferrine est
inférieur a 20%. Le statut martial doit étre régulierement contrdlé chez tous les
patients avant et pendant le traitement pour assurer une érythropoiése efficace.
L’absence de réponse au traitement par Mircera doit conduire rapidement a en
rechercher les causes. Par exemple, les carences en fer, en acide foligue ou en
vitamine B12 diminuent I'efficacité des ASE.

Des cas d’érythroblastopénie ont été signalés di a des Anticorps anti-EPO. Par
conséquent, il ne faut pas instaurer Mircera lorsque la présence d’Ac Anti-EPO est
confirmée.

Il est nécessaire de régulierement surveiller le taux d’hémoglobine pendant le
traitement, ainsi que la tension artérielle.

Mircera pourrait stimuler la croissance tumorale. En effet, des récepteurs a 'EPO

peuvent étre exprimés a la surface des cellules tumorales (Haute Autorité de Santé,

2007 ; Agence Européenne du Médicament, 2007).

3.9. Interactions médicamenteuses

A ce jour, il n’y pas de preuve de modification du métabolisme d’autres médicaments
par Mircera® (Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007)

3.10. Contre-indications

Mircera est contre-indiquée en cas d’hypersensibilité au Mircera ou a l'un des
excipients.

Il est également contre-indiqué en cas d’HTA non contrélé car c’est un des
principaux effets indésirables. (Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007 ; Fiche Produit
Roche MIRCERA®, 2007)
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3.11. Pharmacocinétique

Les profils cinétique et pharmacodynamique de Mircera chez les patients anémiques
et dialysés ont été étudiés en intraveineuse et en sous-cutané a des doses
programmées ont donnés de bon résultats, et suggerent, par conséquent, la
possibilité d’étendre les intervalles d’injection chez ces population (Monographie
MIRCERA®, Vidal, 2007 ; Fiche Produit Roche MIRCERA 2007)

3.12. Absorption et biodisponibilité

3.12.1. La voie sous-cutanée

Chez des patients non dialysés, les concentrations maximales sériques de Mircera
chez des patients atteints d’anémie liée a I'lRC ont été observées 95 heures aprés
I'administration, la biodisponibilité absolue est de 54% et la demi-vie d’élimination est
d’environ 142 heures.

Chez des patients dialysés, les concentrations maximales sériqgues ont été
observées a 72 heures, la biodisponibilité absolue est de 62% et la demi-vie
d’élimination est d’environ 139 heures (Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007).

3.12.2. La voie intraveineuse

Chez des patients dialysés, la clairance systémique totale de Mircera chez des
patients atteints d’anémie liée a I'|RC a été de 0.494mL/h/kg.

La demi-vie d’élimination est d’environ 134 heures. (Haute Autorité de Santé ; 2007 ;
Monographie MIRCERA®, Vidal, 2007)

3.12.3. Distribution et élimination

a. Distribution
Dans une étude menée par Roche chez 400 patients atteints d’anémie liée a I'IRC, le

volume de distribution était de 5 litres (Roche File Product Australia).
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b. Elimination

La demi-vie d’élimination de Mircera est 15 a 20 fois plus longue que les EPO

précédentes. Cela permet une administration mensuelle.
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Darbepoetin alfa

Epoetin alfa
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Figure 19: Les demi-vies des différents d’Agents stimulant [I'érythropoiése

(MacDougall et al, 2006)
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4. Effets recherchés en milieu sportif

4.1 Impact de 'EPO sur les muscles

L’'EPO-R est exprimé dans plusieurs endroits du corps humain: cellules

erythroblastiques (mégacaryocytes), cerveau, rétine, coeur, reins et muscles.
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Figure 20: Activité de 'EPO dans divers tissu (D’aprés Noguchi CT, et al 2008)

4.2. Rappels d’anatomie et de physiologie musculaire

Il existe 3 types de muscles : les muscles squelettiques, les muscles lisses et le

myocarde.
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Figure 21 : Représentation anatomique d’'une coupe de muscle et sa liaison a I'os.

Les muscles squelettigues consomment peu d’énergie (ATP), ils sont volontaires et
adaptés a des exercices d’endurance. Les muscles lisses consomment beaucoup
d’énergie, ils sont involontaires et adaptés a des exercices de courte durée (le tube
digestif pour le péristaltisme intestinal, ou I'utérus pour la contraction utérine).
Lors d’'un effort physique, le muscle a besoin de dioxygéne. Celui-ci est stocké au
niveau des myoglobines, mais également apporté par les hémoglobines des
hématies. Le muscle a également besoin de calcium. Celui-ci est stocké dans le
réticulum sarcoplasmique, et sortira lors d’une contraction des protéines musculaires
(myofibrilles) lors de I'exercice physique (Berchtold et al, 2000).
Les caractéristiques de la contraction musculaire sont :

- L’excitabilité: capacité a stimuler via I'influx nerveux

- La contractilité : capacité a diminuer la longueur d’'une cellule musculaire

- L’extensibilité : capacité a augmenter la longueur de la cellule musculaire

- L’élasticité : capacité pour une cellule a retourner a sa taille initiale aprés

contraction et extension.

Un potentiel d’action se produit au niveau des terminaisons nerveuses apres la
libération d’acétylcholine dans I'espace inter-synaptique.
L’apport de dioxygéne et de calcium vers le muscle est indispensable pour la
synthése d’ATP et assurer la contraction musculaire.
A partir d'un substrat (glucides, lipides), celui-ci subira une combustion oxydative

pour donner du CO; et H,0.

59



Exemple du glucose

CsH1206 + 6 O, 2 6 H,O + 6 H,O + E

39 ADP +39P +E > 39 ATP

CeH1206 > 2 C3H Oz +4H +4 €

3ADP +3Pi+E 2> 3ATP

Nad + 2 H" + 2 e > NadH,

Si 'oxygéne est en quantité suffisante dans le muscle, I'acide pyruvique et NADH2
vont pénétrer dans la mitochondrie.

L’acide pyruvique va se lier au coenzyme A pour former I'acétylcoA pour participer

au cycle de Krebs.
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H+ HADH
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HADH+H o H-C-CO00
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- loacetat . .
H—('I_:_Cﬂo DXaloac e citrate H_(‘I_:_Cﬂﬂ-
H PR
malate H (Il CO0y
H-C-CO0
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Figure 22: Cycle de Krebs, étape indispensable dans le développement musculaire.

Les couples H' +e vont entrer dans un second systéme qui est la chaine des
électrons au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale. Les ions H* + e vont
libérer progressivement leur énergie qui sera utilisée pour resynthétiser de 'ATP.

12 couples de H" + e vont ainsi n'étre libérés et chaque couple va permettre la
resynthése de 3 ATP. A la suite de la chaine des électrons, les hydrogénes vont
entrer en combinaison avec I'oxygene pour former I'eau.

2H"+2e +% 02 > H,0
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Figure 23: Activation de la chaine respiratoire mitochondriale a partir du cycle de

Krebs.

Au final, il y a eu synthése de 3 molécules d’ATP (Acide pyruvique), ainsi que 12
couples H' +e’libérant I'énergie permettant la resynthése de 3 ATP, soient 36
molécules d’ATP d’ou un total de 39 molécules ATP.

En ce qui concerne les lipides, les triglycérides sont de bons substrats avec, par
exemple, l'acide palmitique, en tant qu’acide gras issu de la dégradation des

triglycérides, permet I'obtention de 130 molécules d’'ATP.

4.3 Description de [lP'apport bénéfique d’02 aux

muscles a partir d’EPO endogeénes et

recombinantes

4.3.1. Les premieres découvertes

Afin de comprendre l'intérét de 'EPO en milieu sportif, plusieurs études ont été
menées.

C’est a partir de 1972 que le Professeur Ekblom de linstitut de physiologie de
Stockholm, démontre le lien qui existe entre la concentration en hémoglobines, et le

volume sanguin (Ekblom et al, 1991). En 1991, une étude évalue les effets de la de

RhuEPO par voie sous-cutané sur 6 semaines (20-40 1U/kg de masse corporelle), 3
fois par semaine pendant 4 mois chez 15 volontaires masculins en bonne santé. Les

résultats montrent que :
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Le niveau de concentration en hémoglobines évolue de 152 g.L™* & 169 g.L™ aprés
administration d’EPO. En paralléle, 'hématocrite augmente de 44.5% a 49.7%. Cette
étude conclue que I'effet ergogénique de 'EPO peut-étre expliqué par 'augmentation
de capacité de transport de 'oxygene par le sang, mais limité par le travail cardiaque
(EKblom et al, 1991).

A partir de 1999, d'autres études confirment ces effets de 'EPO sur 'élévation du

taux d’hémoglobine (jusqu’a 173 g.L™) et du taux d’hématocrite (jusqu’a 52%).

En 2000 une équipe realise la premiere étude randomisée (Birkeland et al 2000).

L’étude montre que l'administration de doses modérées de RhuEPO pendant 4
semaines augmente de maniere significative la quantité d’inspiration maximale
d'oxygene mais il démontre également que la RhuEPO allonge le délai d’épuisement
chez des athletes en bonne santé.

Cette étude, réalisée en double aveugle et contrélée par placebo a été menée avec
I'administration de 5000 U de RhuEPO (n = 10) ou un placebo (n = 10) 3 fois par
semaine pendant 4 semaines a des athletes de sexe masculins.

Vingt athletes en bonne santé, pratiquants diverses disciplines sportives telles que le
cyclisme, la course d'orientation, le triathlon, la natation et le cross-country se sont
portés volontaires pour des études a partir de prélevements sanguins.

Aprés un échauffement de 5 a 10 minutes, les sujets ont pratiqué du vélo jusqu'a
épuisement dans des conditions de travail rigoureuses, mesurées par spirometre.
Les préléevements commencent immédiatement avant le début du test et 3 fois par
semaine pendant la période de traitement, ainsi que tous les 5 jours apres l'arrét du
traitement et 2 fois par semaine pendant le reste des 4 semaines.

Les parameétres mesurés sont 'hématocrite et la concentration d'hémoglobine, la
qguantité de récepteurs solubles a la transferrine sTfR, le taux de ferritine, ainsi que
'EPO.

Au bout de 30 jours d’études, tous les participants ont atteint un taux d'hématocrite
de 50%. La quantité maximale d’inspiration d'oxygéne, au départ pour le groupe EPO
était de 63,3 ml et évolue jusque 68,1 ml.

En revanche, la quantité maximale d’inspiration d'oxygéne augmente Iégérement
mais de maniére non significative dans le groupe placebo

Le temps d'épuisement est passé de 12,8 minutes au départ a 14 minutes dans le
groupe EPO contre 13,1 minutes a 13,3 minutes dans le groupe contrdle par

placébo. (Truong et al, 2012).
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4.3.2. L’importance du volume en dioxygéene (VO,)

Le VO, représente la quantité maximale qu’un organisme peut consommer par unité

de temps lors d’un exercice dynamique aérobie.

V est un débit (L/min), VO, spécifique (mL/min/kg), VO, moyen: Homme=45
mL/min/kg, Femme=35 mL/min/kg

De nombreuses études ont montrées que les RhuEPO induisent une augmentation
du niveau de concentration en hémoglobine, en augmentant la capacité de transport
de l'oxygeéne vers les hémoglobines ainsi qu’'un VO, max qui augmente en partie
grace a la quantité d’inspiration maximale en oxygéne vers le cceur et les muscles,
ainsi gqu’'un allongement du temps d’épuisement. Cet effet est particulierement
recherché par les sportifs afin d’étre plus endurant lors des entrainements ainsi que

lors des compétitions sportives (Joyner et al, 2003).

Une premiére étude a montrée que le VO, max augmente de 7.5% (p<0.05) en
présence de RhuEPO (Birkeland et al, 2000). D’autres études réalisées dans les

mémes conditions ont abouti a des valeurs similaires (Wilkerson et al, 2005 ;
Thomsen et al, 2007 ; Truong et al, 2012). Ces valeurs obtenues grace a la prise
d’EPO sont difficilement atteignables chez des sportifs adultes hautement entrainés
par des méthodes conventionnelles telles que les entrainements en continu et

I'exposition en altitude (Parisotto et al, 2000 ; Joyner et al, 2003).
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Figure 24: Données montrant la relation entre I'élévation du taux d’hémoglobine en

fonction de la V02 chez 94 sujets sains agés de 7 a 30 ans (Joyner et al, 2003).

63



Par ailleurs, il existe également un risque d’augmentation de la pression artérielle

pouvant provoquer un risque d’hypertension artériel (Vaziri et al,1999).

4.3.3. L’impact de 'EPO sur PEPO-R musculaire

Les récepteurs a 'EPO sont présents sur les cellules musculaires squelettiques,
mais a ce jour, le role de la stimulation directe de ce récepteur dans 'augmentation
de la masse musculaire n’a pas été mis en évidence.

Cependant, une étude réalisée par Lundby et al, 2008, laquelle précise que les effets

de 'EPO sur EPO-R du muscle squelettique induit une angiogénese par la
stimulation de VEGF, ainsi qu’'une hypertrophie et ’'homéostasie ferrique (Lundby C

et al, 2008).

4.4. Cas d’utilisation de Mircera dans le milieu sportif

Roche a obtenu 'A.M.M de Mircera en 2007. Cette année a été trés importante sur le
plan sportif puisque de nombreuses compétitions sportives se sont déroulées telles
que la Coupe d’Europe des Nations de Football disputée en Suisse et en Autriche,
les Jeux Olympiques de Beijing en Chine, et le tour de France de cyclisme et Giro en
Italie. (Eqgly et al, 2008 ; la Rédaction la Gazzetta, 2008 ; La Rédaction RTL, 2008).

44.1. Tour de France 2008

La compétition s’est déroulée du 6 au 27 juillet 2008. Apres Manuel Beltran et
Moises Duenas Nevado, Le Figaro annonce que Riccardo Ricco, cycliste italien,
appartenant a I'équipe Saunier-Duval et 9° du classement général, est le troisieme
sportif contrélé positif a Mircera. Il sera disqualifié de la compétition le 18 juillet 2008,
sera suspendu de toutes compétitions pendant 20 mois et condamné a 2 mois de

prison avec sursis.
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L'Agence francaise de lutte contre le dopage a annoncé jeudi que Riccardo Ricco avait été
contrblé positif a I'EPO. Son équipe quitte le Tour.

Figure 25 : Article de presse concernant un athléte inculpé lors du Tour de France
2008

Le coureur cycliste italien Leonardo Piepoli, appartenant a I'équipe Saunier-Duval a
également été contrdlé positif & Mircera a 2 reprises lors du Tour de France 2008 au
début du mois de juillet. Il en a été licencié le 18 juillet 2008 et entendu par le
procureur antidopage du comité olympique italien (Coni).

Le journal de presse belge DHnet.be a annoncé le 6 octobre 2008 que le coureur
cycliste allemand Stefan Schumacher a été contrélé positif lors du Tour de France
2008. Stefan Schumacher avait remporté 2 étapes contre-la-montre du Tour de
France 2008 et porté pendant 2 jours le maillot jaune.

4.4.2. Tour d’ltalie 2008

La compétition s’est déroulée du 10 mai au 3 juin 2008. Le 5 aolt 2008, Emanuele
Sela, cycliste et meilleur grimpeur italien est arrété par la Gendarmerie italienne suite
a un controle positif a 'TEPO. En effet, 'Ansa (Agenzia Nazionale Stampa Associata),
principale agence de presse en ltalie, avait dévoilé que des traces de Mircera avaient
été détectées lors d'un contrble «hors compétition» effectué le 23 juillet 2008. Le 8
ao(t 2008, le coureur avoue s'étre dopé lors du Giro 2008. Il sera suspendu 1 an a la

suite de ce controle.
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4.4.3. Jeux olympiques de Pékin de 2008

Presqu’un an aprés la compétition qui s’est déroulée du 6 au 24 aolt 2008, la presse
annonce que des cas de dopage a Mircera ont entaché les Jeux olympiques de
Pékin.

RTL annonce que le président du comité olympique Bahreini a déclaré que I'athléte
Rashid Ramzi, champion olympique du 1500 meétres, a été contr6lé positif a Mircera.
Des tests approfondis réalisés en France (AFLD, Chatenay-Malabry) confirmeront la
présence de Mircera dans le flacon B. La médaille d’or lui sera retirée et attribuée au
Kenyan Azbel Kiprop.

Concernant Davide Rebellin, de I'équipe Diquigiovanni, médaillé d'argent lors de
I'épreuve cycliste sur route aux jeux Olympiques de Pékin, il a été contrélé positif a
Mircera. Il a été suspendu de I'équipe avec effet immédiat et disqualifié de la
compétition.

Aprés le Tour de France 2008, le coureur cycliste allemand Stefan Schumacher
participe aux Jeux Olympiques de Pékin. Il sera contrdlé positif a Mircera en méme
temps que Ramzi et Rebellin.

D’autres sportifs ont également entaché leur discipline aprés des contréles positifs a
Mircera pour Athanasia Tsoumeleka, Vanja Perisic et Bernard Kohl.

dopage

JO 2008 - Dopage : Rashid Ramzi, Stefan Schumacher
et Davide Rebellin controlés positifs

3 rdaacuion ge RTL | Pubie = IN0LQ005 & 15040

Rashid Ramzl, Champion Olympiaue du 1.500 m en 300t demier

Figure 26 : Article de presse concernant des athlétes inculpés lors des Jeux

Olympigques de 2008.
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4.4.4. Coupe d’Europe de Football 2008

Cette compétition s’est déroulée en Suisse et en Autriche du 7 au 29 juin 2008. Le
président de 'UEFA avait déclaré que tout avait été mis en oceuvre pour que la
compétition se déroule sans dopage. Une véritable campagne anti-dopage a été
menée pendant toute la manifestation sportive. Les contréles anti-dopage ont été
effectués par le Laboratoire suisse d'analyse du dopage du CHUV. Grace a une
campagne de communication et de persuasion contre le dopage sans précédent,
aucun incident de dopage n’a depuis été signalé pour cette compétition (Platini,
Communigué AFP, 2008).
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5. Lesrisques induits par des injections
d’EPO recombinantes

En dehors de leurs indications médicales et des doses thérapeutiques
recommandées, lI'abus de médicaments peut entrainer des effets secondaires
irréversibles. Les principaux organes affectés sont le systéme cardiovasculaire, le
systeme nerveux, le systeme locomoteur, le systéeme hépatique, le systeme

endocrinien, ou encore le systéme immunitaire.

En subissant des injections répétées en EPO, les sportifs cherchent a oxygéner
davantage leurs tissus musculaires en augmentant leur concentration en

hémoglobines.

Aprés l'administration d’EPO recombinante, il a clairement été démontré une

augmentation dose-dépendante des paramétres hématologiques (Udran et al, 1999).

Les effets persistent pendant plusieurs jours aprés la derniére prise méme lorsque

les concentrations plasmatiques d’EPO reviennent a des taux normaux.

Des études ont été menées sur des especes murines et des rats. Les résultats ont
montré qu’une surexpression d’EPO conduit a une polyglobulie provoquant un risque

de mortalité prématuré (Semenza et al, 1989, Vaziri et al, 1995).

La viscosité du sang augmente suite a une augmentation du nombre de globules
rouges et peut induire l'apparition d’'une thrombose. Le lien entre la viscosité
sanguine et la concentration en hémoglobines est au départ linéaire. Lorsque la
concentration en hémoglobine atteint 40 a 50%, la viscosité du sang augmente

beaucoup plus rapidement (Fishbane et al, 2007).

L'augmentation de la viscosité du sang associée a une augmentation du taux
d’hématocrite conduisent a un risque accru de thrombose veineuse profonde,

d’embolie pulmonaire, de thrombose coronaire ou cérébrale (Ergouwen et al, 1999,

Elliott et al, 2008). L'apport d’oxygéne vers le cerveau est diminué a cause d’'une

mauvaise circulation sanguine ainsi que le débit en dioxygéne et cela augmente le

risque de thrombose cérébral (Wade et al 1983).

Par ailleurs, il a été démontré une corrélation entre la prise d’EPO et I'élévation du

taux de plaquettes provoquant un risque d’apparition d’agrégation plaquettaire, qui,
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associée a une inflammation et une activation endothéliale amplifiant le risque

d’apparition de thrombose (Heuberger et al 2013).

De plus, aprés des injections répétées d’EPO, la viscosité sanguine élevée et la
perte de I'hypoxie provoquée par la vasodilatation entraine une HTA pouvant
conduire a des dysfonctions cardiaques telle qu’'une hypertrophie du ventricule

gauche (Wagner et al, 2001). En effet, 20 a 40% des personnes soumises a des

injections en EPO voient leur tension artérielle augmentée, et développent une HTA
(Eishbane et al, 2007).

Il a également été rapporté une réduction de la fréquence cardiaque au cours de la
nuit (Noakes et al 2004).

Sur le plan hépatique, une croissance générale et un trouble fonctionnel ont été
rapportés avec des cas d’insuffisance hépatique aigue et d’hépatite (Heinicke et al,
2006).

De par son rble dans la néovascularisation et 'angiogénése, il a été suggéré que
I'EPO pouvait jouer un réle dans la croissance tumorale. Par ailleurs, 'EPO étant un
facteur puissant de I'angiogénése rétinienne, les injections répétées d’EPO peuvent

provoquer des modifications sur le plan ophtalmologiques (Rastmanesh et al, 2012).

La collecte et l'analyse de l'ensemble de ces données sur les modifications
physiopathologiques de ces athletes, rétrospective ou prospective, permettraient
donner des informations importantes pour informer et soutenir la sécurité des

athletes.

A partir de 1998, plusieurs cas d’érythroblastopénie due a l'apparition d’anticorps
anti-EPO ont été observés chez des patients utilisant les EPO recombinantes
pourtant réputées peu immunogenes. L’apparition d’anticorps dirigés contre 'EPO
reste assez rare. Ces effets sont essentiellement recensés chez des patients traités
par EPO a en sous-cutané.

Elle entraine de graves troubles de I'érythropoiése et est caractérisée par une
anémie sévere, une faible numération des réticulocytes, une absence
d'érythroblastes, une non-réponse aux ASE et la présence d'anticorps neutralisants
dirigés contre 'EPO (Casadevall et al, 2005 ; Summers et al, 2008).
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Le patient présente généralement une réponse érythropoiétique initiale au traitement
de I'ASE pour 6 a 18 mois avec un taux en hémoglobine stable. Elle est suivie d'une
baisse soudaine et rapide du taux d'hémoglobine a des taux d'environ
lg/dL/semaine. Le développement d'une anémie sévere est réfractaire a des
augmentations de dose de I'ESA, ce qui entraine un besoin croissant pour des
transfusions a environ 4 unités de concentrés de globules rouges par mois. Le plus
court intervalle de temps entre le début du traitement par 'ESA et la perte d'efficacité
rapportés dans la littérature était de 2 mois et le plus long intervalle de temps était de
90 mois (Potoles et al, 2005).

Les enquétes hématologiques chez les patients atteints d'érythroblastopénie ont

révélé une réticulocytopénie avec des leucocytes et des plaquettes généralement
normaux. Le diagnostic d'érythroblastopénie est confirmé par I'examen de la moelle
osseuse : cellularit¢ normale avec une élimination presque compléte des
érythroblastes (<5% des érythroblastes) et la présence d'anticorps neutralisants
(Portoles et al, 2005).

Lors du diagnostic d'érythroblastopénie induite par les ASE, la recommendation est

I'arrét du traitement de I'ASE et la transfusion de culots de globules rouges lorsque
cela est nécessaire pour éviter une anémie grave et potentiellement mortelle.

Les mécanismes impliqués dans cette réponse immunologique sont partiellement
élucidés. Les études ont montré que ces effets étaient di a un excipient, le
polysorbate 80, un tensio-actif qui a remplacé la sérum albumine humaine utilisée
jusque la. Par ailleurs, le piston de la seringue en caoutchouc entrainait une
libération des composants organiques lorsqu’il était en contact avec le polysorbate
80.

En 2002, les organismes de réglementation de I'Union européenne contre-indique
'administration sous-cutanée d'Eprex® (EPOa) au profit d’'une administration
intraveineuse pour les patients hémodialysés. Cette mesure a entrainé une
diminution de 90 % du nombre annuel de cas d’érythroblastopénie associé a
'Eprex®, ainsi que d'une baisse des taux d'incidence dans ces pays. Avec
l'introduction de bouchons en caoutchouc revétus de téflon en 2004, une nouvelle
réduction des taux de déclaration est survenue. La voie sous-cutanée pour 'Eprex®
a finalement été réintégrée dans la plupart des pays.

Trés récemment, une augmentation du nombre de cas d’érythroblastopénie avec

I'utilisation en sous-cutané d’Eprex® a été recensé a Singapour de 2012 a juin 2013.
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Ces résultats ont montré qu'il était nécessaire de contréler de maniere trés stricte,

les produits biologiques a visée thérapeutique (Casadevall et al 2006). Dans ce

contexte, le Dr Béatrice Viron préconise un traitement immunomodulateur dont les

modalités resteront a définir (Viron et al ; 2002).
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6. Stratégies antidopage et technigues de
détection

6.1. Introduction et historigue

La liste des produits interdit dans le sport a été introduite pour la premiére fois en
1967 par la commission médicale. L'utilisation frauduleuse croissante des EPO
recombinantes a créé un besoin de les quantifier, principalement dans le plasma et
les urines, un milieu de composition protéique trés complexe. De nombreuses
meéthodes (ELISA, spectrométrie, électrophorese, chromatographie) ont été décrites
permettent de les détecter et de différencier les EPO endogénes des EPO
recombinantes sur la base de leurs propriétés (forme, poids moléculaire, point

isoélectrique) dans le sang et dans les urines.

6.2. Protocole a suivre

Les sportifs sont soumis a des contrbles inopinés, selon des procédures parfaitement
réglementées. Les contrdles sont effectués a la demande de I'agence antidopage, de
maniere ciblée ou aléatoire, aprés ou en dehors des compétitions. A I'issu de ces
contrdles, des échantillons d’'urine et de sang sont prélevés chez les sportifs.

Le prélevement doit s’effectuer dans un lieu de contréle adapté : il doit contenir une
salle d’attente, une salle de traitement et des toilettes pour collecter les urines.

Une équipe de contrble coordonne la séance de prélevement. Lors du prélevement,
les sportifs sont informés de leurs droits et sont accompagnés par un dirigeant de
I'équipe. Pour le prélévement urinaire, c’est le sportif qui choisi lui-méme son pot de
collection, qui effectue la répartition en deux échantillons (A et B), et qui scelle les
échantillons sous un numéro anonyme.

Un formulaire est signé au début et a la fin de la procédure. Le sportif y indique
également ses traitements, ses habitudes alimentaires et toutes remarques qui lui
semblent importantes. Les résultats obtenus sont envoyés a 'agence de lutte contre
le dopage, la WADA (World Anti-Doping Agency).
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6.3. Démarches a suivre

Une partie de I'échantillon urinaire (5 - 20 mL) ou sanguin (200 microL - 1 mL) subit
une étape d'ultrafiltration et de purification sur colonne d’immuno-affinité qui aura
pour but de les concentrer. En fonction de la méthode, des étapes de migration selon
le point isoélectrique (IEF) ou selon leur poids moléculaire (SAR-PAGE) est associée
a une identification sur membrane a l'aide d’un anticorps monoclonal (Western-
blots). La détection peut également utiliser des méthodes ELISA. Les méthodes de
détection de 'EPO recombinantes dans le cas d’'une positivité, sont obligatoirement

confirmées par d’autres méthodes a partir du deuxieme échantillon (échantillon B)
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Figure 27: Méthodes de détection directe de 'EPO par IEF, SDS et SAR-PAGE (a
gauche) (Reichel C et al 2011) et procédure de confirmation (a droite). (Document
technique Agence mondiale Antidopage, 2013)

6.4. Spectrométrie de masse (MS)

6.4.1. Définition

La spectrométrie de masse (MS) est une technique de détection extrémement
sensible qui permet de déterminer les structures moléculaires. Elle est souvent
couplée avec un systeme de chromatographie en phase gazeuse. Cette association,
d'une méthode séparative et d'une méthode d'identification, permet d'étudier des

mélanges complexes a I'état de traces (quelques nanogrammes de mélange).
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La mesure des rapports masse/charge (m/z) de molécules individuelles et ionisées et
de leurs produits de fragmentations permet d’en déduire la masse moléculaire (De
Graeve et al 1986).

6.4.2. Principe de la détection

Une méthode de déplétion permet d’éliminer le plasma des protéines majoritaires du
plasma. Cette étape d’enrichissement sur une colonne d’affinité permet d’obtenir une
fraction enrichie en EPO, qui est ensuite dessalée avant de subir une étape de
purification par chromatographie en phase inversée.

La partie protéique subit ensuite une protéolyse a I'aide d’'une enzyme, la trypsine,
afin d’obtenir des peptides de petites tailles. Ces fragments peptidiques introduits a
I'état liquide sont réduits a I'état de vapeur pour subir une ionisation. La mesure des
rapports m/z de molécules individuelles et ionisées et de leurs produits de

fragmentations permet d’en déduire la masse moléculaire (Sanglier et al, 2005).

Ty Separtion des 1ons Conversion dun Représentation des
Production d'ions e ;
produits en fonction courant ionigue en donéees dans un
en phase gazeuse : :
du rapport m/z courant électrique spectre de masse

Figure 28: Principe du spectrométre de masse (Sanglier et al 2005).

La confrontation du spectre d’un échantillon inconnu avec ceux d’'une banque de
spectres (plus de 120.000 produits répertoriés) permet d’identifier et de quantifier les

molécules (Xuereb et al, 2008).

Concernant la détection des EPO recombinantes, la technique combine une
chromatographie liquide et 2 étapes de spectrométrie de masse (LC/MS/MS). Le
premier analyseur sélectionne les ions avec un certain rapport m/z, l'ion est purifié et
fragmenté dans une chambre de collision, alors que le second analyseur mesure les
rapports m/z des fragments.

Des profils de diverses EPO recombinantes par spectrométrie de masse dans des
échantillons sériques humain existent déja, telle que Aranesp®, celle de Mircera est

en cours de création.

Le dopage touchant également les disciplines sportives équestres, cette méthode

LC/MS/MS a permit de confirmer la présence d’EPO recombinante chez des
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chevaux traités avec 100 ug de Mircera par voie intramusculaire (Chang et al, 2011).
Dans cette étude, les séquences peptidiques de 'EPO endogéne du cheval (eEPO),
la Darbépoiétine (DPO) et 'EPO endogéne d’origine humaine, semblable a la
rhuEPO et Mircera (hEPO) ont été analysées. Les résultats ont montré que la
détection de la séquence peptidique T6 (46-VNFYAWK-52) offre une meilleure

sensibilité et une meilleure détection comparée aux autres séquences habituellement

utilisées.

40 50 =0
hEP{( EHC S LNEMNIT Y PD T EKYNFYA WERME V G Q Q A
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Figure 29: Comparaison des séquences d’acides amines de 'EPO endogéne de
cheval (eEPQ), 'EPO endogéne humaine (hEPQO) et la Darbépoiétine alpha. (Yu et

al, 2010).

Une comparaison des spectres des échantillons provenant d’'un plasma de cheval
contrble versus cheval traité au Mircera a été effectuée a partir de cette séquence
T6, détectée avec un rapport m/z de 465.5. Quatre SRM (Selected Reaction
monitoring Mode) montrent 4 états de transitions (214.4 ; 714.3 ; 811.9 ; et 828.7). Le

pic 714.3 permet de réveéler tres sensiblement la présence de 'EPO non endogéne

chez le cheval traité comparé au cheval contréle (Chang et al 2011)
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Figure 30 : Comparaison spectrométrigue d’'un échantillon plasmatique provenant

d’'un plasma contréle (& gauche) et d’un plasma positif pour le Mircera (a droite) (Yu
et al, 2010 ; Chang et al, 2011).

La technique LC/MS/MS est donc une technique de pointe et trés fiable. L’apport de
la spectrométrie de masse pour I'identification et le dosage de 'EPO dans les milieux
biologiques est double. Par rapport aux techniques de type immunologique
employées habituellement, la spectrométrie de masse permet d’atteindre des
sensibilités aussi bonnes voire meilleures (1ng/mL) avec surtout une meilleure

spécificité (absence de faux négatifs ou de faux positifs).
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Si cette technique semble étre validée a partir d’'un prélevement sanguin, elle ne fait
pas complétement ses preuves a partir d’'un échantillon urinaire. Les études chez

’'homme ne sont pas encore validées (Reichel et al, 2013).

6.5. EPO WGA MAIIA

6.5.1. Principe

Cette méthode a été décrite en 2009 pour la premiere fois par Maria Lonnberg. EPO
Wheat Germ Agglutinin Membrane Assisted Isoform Immunoassay (EPO WGA
MAIIA) est une technique de chromatographie qui exploite les différentes affinités de
la lectine d’agglutinine de germe de blé non spécifique pour les formes glycosylées

des EPO endogénes et recombinantes (Carlsson et al, 2009). Elle permet d’évaluer

56 échantillons en I'espace de 20 minutes (Lénnberg et al, 2012).

6.5.2. Protocole

Un échantillon d'urine, purifié et concentré en EPO, est mis au contact d'une
bandelette MAIIA microcolumn strip. Lorsque la totalité des EPO ont été capturées
par la bandelette au niveau d’'une zone appelée « lectin zone », celle-ci est trempée
dans un puit contenant une solution tampon compétitive contenat une de la N-acetyl-
glucosamine (GIcNAc, 2-10 mmol/L), dit de désorption, et qui a pour but de détacher
les lectines des parties glycosylées d’EPO et de les faires migrer vers la zone de
capture contenant des anticorps anti EPO.

La bandelette est ensuite découpée au niveau de la zone de découpe (cutting line) et
révélée a l'aide d’'un deuxiéme anticorps anti EPO marqué (carbon black nanostring).
La positivité de I'échantillon entraine un changement de coloration (du gris au noir)
(L6énnberg M et al 2009).
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Figure 31: Protocole schématisé de la méthode MAIIA (Lonnberg et al, 2012).

La concentration en EPO est directement proportionnelle a I'intensité de coloration.
Les bandes sont scannées et quantifiées a I'aide d’'un logiciel de quantification apres

correction de I'arriére plan (background correction et delta blackness value).
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Figure 32: Intensité de la bandelette marguée par un anticorps anti-EPO en fonction
de la concentration en EPO (ng/mL) selon la méthode EPO WGA MAIIA (Maria
Lonnberg et al, 2012).

6.5.3. Identification de la rhuEPO

Le pourcentage de migration des isoformes.

Les EPO présentes sur la « lectin zone » migrent vers la « capture zone » en raison
de leur compétitivité avec le tampon de GIcNAC. Les EPO recombinantes et

endogenes présentent une spécificité de détachement et de migration.
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Le PMI (Percentage Migrated Isoforms) représente le taux d’EPO désorbé en
fonction de la concentration en GlcNac. Ainsi, plus la concentration en GICNAc est

importante, plus le détachement de la zone de lectine sera important.
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Figure 33: Profils du pourcentage de migration des isoformes des différentes ASE

(Mircera, NeoRecormon, Aranesp) en fonction de la concentration en GIcNAc

(D’aprés Lonnberg et al, 2012).

La migration des EPO est proportionnelle a leur concentration. En variant la
concentration (3 a 10 nM) en GlcNac du tampon de désorption, le PMI de Mircera
varie de 70 % 90% contre 20% a 80% pour 'EPO endogéne. Par ailleurs, le profil de
PMI de Mircera se distingue des autres ASE étudiées.

Afin d’améliorer le discernement des rhuEPO, les auteurs recommandent une
troisiéme étape qui évalue le niveau d’interaction des rhuEPO avec les anticorps de
la zone de capture, la « Relative Analyte Migration », et qui facilite la distinction entre
EPO endogénes et recombinantes.
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Figure 34 : Résultats obtenus des différentes EPO apres fixation sur la bandelette

grace a l'affinité d’'un anticorps par chromatographie (Carlsson et al, 2009).

La méthode EPO WGA MAIIA a donc l'avantage de mettre en évidence les EPO
recombinantes de maniére sensible et spécifique, a partir d’'un préléevement sanguin

Ou urinaire.

6.6. L’électrophorése

Il s’agit d'une méthode de séparation des particules chargées électriquement,
dissoutes ou en suspension dans un solvant sous l'effet d'un champ électrique.
Celui-ci est envoyé par un générateur de courant. Les particules sont déposées sur
un support dont chacune des extrémités est en contact avec une solution tampon.
Deux électrodes de signes opposées, situées de part et d’autre du support baignent
dans une solution tampon.
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Solution + —— Support d'électrophorese

Figure 35: Principe de I'électrophorése (Barani et al,2007)

Le support utilisé par les agences de lutte contre le dopage est le gel de

polyacrylamide (PAGE) obtenu par la polymérisation de I'acrylamide et de la bis-
acrylamide.
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Au cours de la réaction, 'intervention du persulfate d’amonium provoque la formation
de radicaux libres, entrainant une polymérisation des molécules. En outre, il est
transparent, résistant et est inerte pour les pH et les forces ioniques de tampons

utilisés en séparations de protéines.
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Figure 36: Représentation a I'’échelle moléculaire du polyacrylamide

6.7. [IEF =PAGE

6.7.1. Principe

Cette méthode a été décrite par Lasne en 2001 en se basant sur les travaux de Wide
et Bengsston (1990) (Reichel et al, 2011).

L’'IEF-PAGE est une technique combinant la focalisation isoélectrique (IEF) a un
double immunoblot pour la détection des EPO recombinantes humaines dans les

urines et de les distinguer des EPO endogene (Guan et al, 2007).

La technique IEF consiste a faire migrer dans un gel de polyacrylamide dans des
conditions dénaturantes, des protéines soumises a un champ électrique en créant un
gradient de pH (de 2 a 6) compatible avec le point isoélectrique (Pl) des EPO
endogenes et recombinantes. Le gradient de pH est élaboré en utilisant des
ampholytes porteurs de I'lEF. Apres I'étape de séparation par IEF, un anticorps
primaire (anti-EPO humain, clone AE7AS5) est utilisé dans I'étape de double

immunoblot.
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6.7.2. Protocole

A partir d’'un échantillon d’'urine ou de plasma, 'EPO est extraite par une étape
d’ultrafiltration, ce qui permet d’éliminer la majorité des grosses protéines présentes
dans I'échantillon. Une étape supplémentaire de purification par immuno-affinité peut
étre ajoutée avant de procéder a un double blot en présence d'un anticorps
monoclonal anti-EPO (clone AE7A5) (Reichel et al, 2011 ; Ayotte et al, 2009). Le

profil isoélectrique des EPO est réveélé en utilisant un systeme de détection sensible

(systtme de chimioluminescence amplifiée). Le signal obtenu est quantifié pour
apprécier l'intensité relative des différentes isoformes des EPO.

Les bandes obtenues en présence des EPO recombinantes, EPO endogenes
urinaires et NESP sont présentes respectivement dans la zone basique, endogene et
acide. Mircera montre un profil spécifigue comparé aux autres rEPO, avec des

bandes localisées dans la zone acide (Ayotte et al 2009).
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Figure 37 : Profils des ASE sur support IEF Page

Les résidus d’acide sialique présents dans la partie glycosylée seraient responsables
de la position de leur EPO sur le profil électrophorétique et de leur migration vers la
zone acide (Reichel et al; 2011 ; Sequra et al 2007).

L’une des limites de cette méthode est que lidentification des EPO est fonction de

leur contenu en acide sialique. Il est donc nécessaire de travailler rapidement et de
conserver correctement les échantillons afin d’éviter leur hydrolyse et la modification
de leur profil éléctrophorétique.
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Par ailleurs, il a été montré que cette technique pouvait détecter des faux positifs
d’EPO B dans des urines riches en protéines prélevées consécutivement a un effort
physique. Ce phénomeéne est lié au fait que les anticorps monoclonaux anti-EPO
utilisés dans les techniques immunologiques ne sont pas mono-spécifiques et
reconnaissent également dans ces urines certaines protéines présentant une

homologie structurale avec 'EPO  (Beullens et al, 2006).

D’autre part, la détection et la quantification des rHUEPO et de la Darbopoiétine a est
préférable sur des échantillons plasmatiques car leurs concentrations attendues

dans le plasma sont toujours supérieures que dans les urines (Guan et al, 2007).

6.8. SDS-PAGE

6.8.1. Description

Le sodium dodecyl sulfate (SDS) est un détergent anionique tensioactif qui permet
de dénaturer les protéines et de leur conférer une charge globale négative. Par
conséquent, leur migration sur le gel de polyacrylamide ne dépend plus leur charge

globale, mais uniquement de leur poids moléculaire.

Figure 38 : Représentation moléculaire du sodium dodecyl sulfate

Aprés migration des différentes EPO sur un gel SDS PAGE, 'EPO endogéne urinaire
(UEPO) apparait a 34kDa, 'EPO a a 36kDa et la B & 38 kDa. La NESP est visible a
45 kDa alors que Mircera apparait a environs 78 kDa (Ayotte et al, 2007 ; Reichel et

al, 2010).
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Figure 39 : Représentation de migration de différentes ASE d’'un SDS PAGE.

Le SDS Page est une méthode sensible puisqu’elle permet de détecter des quantités
de l'ordre du picogramme. Cette détection, contrairement a IEF est basée sur le profil
de migration des EPO selon leur masse moléculaire apparente.

Cependant, lorsque I'échantillon est trop dilué, le SDS ne parvient pas a solubiliser
entiérement I'échantillon, comme dans le cas de la détection de Mircera dans les
urines. Pour cette technique, il est recommandé d’ajouter une étape d'ultrafiltration

ou de purification par immunoaffinité, de la méme maniére que la méthode IEF

PAGE afin d’améliorer la résolution des bandes éléctrophorétique (Reichel et al

2009).

6.8.2. 2D-Electrophoresis

Il s’agit d’'une technique combinant les méthodes IEF PAGE et SDS PAGE. Les
protéines sont séparées en deux dimension (2D) : selon leur point isoélectrique (PI)
puis selon leur masse moléculaire (Schlags et al, 2002).

L’avantage de cette technique est que les protéines sont parfaitement séparées.

(Schlags et al, 2002). Cependant, la méthode est longue, fastidieuse et ne permet

pas de faire une analyse a haut débit.

Des méthodes similaires ont été testée, avec par exemple I'lPG-strips (Immobilised

pH-Gradient Gel) qui utilise un gradient de pH compris entre 3 a 6 et 3 a 1. Cette
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méthode ne permet pas de séparer ou de mettre correctement en évidence les
protéines a caracteres fortement acide comme Mircera, ce qui finalement provoquait
la détection de faux positifs (Caldini et al, 2002 ; Sequra J et al, 2007 ; Reichel et al,
2010).

6.9. Sarcosvyl-PAGE

Mircera étant une molécule de taille et de masse moléculaire importante (60kDa),
son élimination urinaire est limitée et n’augmente qu’apres un effort intense. Cette
limitation entrave fortement sa détection. Par conséquent, la détection de Mircera est
préférable a partir d’'un échantillon sanguin.

Pour résoudre le probléme de la solubilité du Mircera et améliorer la sensibilité
électrophorétique sur gel de polyacrylamide, le SDS a été remplacé par le sodium N-
lauroyl sarcosynate (Sarcosyl). lls présentent tous les deux des masse moléculaires
voisines (respectivement de 293.3 Da et SDS 288.4 Da).

La validation de cette méthode a été effectuée par le Professeur Reichel, soutenue
et financée par Roche et TAMA (Reichel et al, 2012).

Des volontaires sains ont recu par voie sous-cutanée, une dose de médicament
dérivé de 'EPO (Neorecormon 66Ul/kg, Dynepo 35Ul/kg, Mircera 50 pg). Des
prélevements sanguins ont été effectués a différents temps. La détection des EPO

by

recombinantes a été effectuée a partir des échantillons sériqgues obtenus par
centrifugation et soumis a une migration sur un gel d’électrophorése, en présence de
SDS ou Sarcosyl. Aprés migration des protéines, le gel a été soit directement coloré
au bleu de Coomassie R-250 soit subit une étape de western-blot.

Les résultats de cette étude ont montré que le profil d’électrophorése en présence de
Sarcosyl était de meilleure qualité (intensité, résolution des bandes) qu’en présence
de SDS, et ne modifiait pas le profil de migration des EPO recombinantes.

Le Sarcoyl est un surfactant anionique a base de methyl-glycine, qui a 'avantage de
ne se lier qu’a la partie protéique et pas a la partie pégylée, contrairement au SDS.
Cette particularité permettrait méme au Sarcosyl d’obtenir une meilleure migration de
Mircera sur le gel et d’en faciliter la liaison de I'anticorps monoclonal sur la partie

protéique de la molécule.
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Figure 40: Comparaison des profils de migration électrophorétique des EPO

recombinantes (Mircera, NESP et Dynepo) en présence de SDS (A, B, C) et

Sarcosyl (D, E, F) en Western-Blot (A, D) et aprés coloration au bleu de Coomassie

R-250 (BE). Les images C et F ont été obtenues en superposant les images

obtenues par western-blot et bleu de Coomassie R-250.

Sur le mécanisme, il a été suggéré que le Sarcosyl formait moins de micelles autour

de la molécule, ce qui améliorait sa migration, sa résolution et sa détection (jusque 3

Pg).
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Figure 41 : Western-Blot des EPO recombinantes en présence de Sarcosyl

Par ailleurs, cette méthode permet de détecter Mircera dans le sérum jusqu’au 11°

jour de 'administration en sous-cutané.

MIRCERA excretion study
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Figure 42 : Profil des différentes EPO dont Mircera de JO a J11 sur Sar-Page
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6.10. La méthode ELISA a haut débit combinée a IEF-
Page

Cette méthode a été mise au point en 2004 par Roche alors que Mircera était encore

en phase Il (Rabon et al, 2011, Lamon et al, 2009). Le test ELISA, pour enzyme-

linked immunosorbent assay ou dosage dimmuno-adsorption par 'enzyme liée, est

un dosage immuno-enzymatique sur support solide (Nguyen et al, 2012).
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Figure 43 : Principe simplifié d’'un test ELISA sur support solide.

La validation de la méthode a été effectuée chez des volontaires sains ayant recu
une dose de 200ug de Mircera, en injection sous-cutané ou en intraveineuse (Lamon
et al, 2009). Les résultats ont permis de montrer que les cinétiques de détection de
Mircera dans le sérum étaient différentes selon le mode d’injection. Par voie
intraveineuse, un pic de détection de Mircera apparait dés le lendemain de l'injection
puis diminue rapidement dans le temps. Par voie sous-cutané, la détection de
Mircera est moins importante en termes de quantité mais est détectable de maniere

plus prolongée.
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Figure 44: Evolution des concentrations sérigues (ng/mL) de Mircera (CERA, ng/ml)

en fonction du temps (en jours) chez 6 patients ayant recu une injection de 200ug de

Mircera par voie sous-cutanée (Si, S, et S3) ou par voie intraveineuse (S4, Ss et Sg),
(Lamon S et al 2009).

Le résultat de cette étude a été confirmé par un IEF-Page (Lamon et al 2009; Reichel

et al 2011).

L’avantage de cette méthode est qu’elle permet d’analyser plus de 80 échantillons en
méme temps. La technique est simple et a la portée de nombreux laboratoires. |l
s’agit également d’'une méthode trés sensible, avec des seuil de détection de l'ordre
du picogramme.

Elle ne permet cependant pas a elle seule de confirmer la positivité de la substance

et doit étre associée obligatoirement a une autre méthode, I'lEF-Page.

6.11. Le passeport biologigue (PBA) ou hématologique
(PHA) de I’athlete

Une premiére version du passeport biologique de I'athléte (PBA) avait été proposée
lors des Jeux Olympiques de Sydney, par le Dr Parisotto (Parisotto et al, 2001).

Dans ses travaux, il avait observé que l'injection dEPO augmentait les taux de

globules rouges, d’hémoglobine et les constantes eérythrocytaires ainsi que le
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récepteur de la transferrine TfR2. Selon Parisoto, la comparaison de ces paramétres
avant et apres une épreuve athlétigue permettrait de détecter les sportifs ayant
consommes illicitement des ASE.

Cette méthode manquait cependant de sensibilité et ne permettait pas de détecter
les patients s’administrant régulierement des micro doses d’ASE.

La premiere étude de faisabilité du passeport biologique individuel ayant réellement
mis en évidence l'importance des variations interindividuelles des parameétres

hématologiques a été réalisée en 2003 (Malcovati et al, 2003). Le PBA consistait

dans ce cas, a suivre régulierement I'évolution des paramétres biologiques du sportif,
en dehors méme des compétitions sportives. Dans le cas d’une étude sur les ASE,
c’est le module hématologique (PHA) qui est utilisé. Les marqueurs hématologiques
sont représentés par I'’hématocrite, le taux d’hémoglobine, la numération des
globules rouges, des réticulocytes et leur pourcentage, le VGM, le TCMH et CCMH.
L’ensemble de ces parametres permettent d’évaluer un index de stimulation et de

calculer un score de profil sanguin anormal (Agence Mondiale Antidopage ; 2012).

Cette méthode se base sur un modele graphique probabiliste appelé réseau
Bayésien afin de définir les relations entre un ensemble de causes et un ensemble
d’indices. Elle prend en compte des variables discretes (Genre, Ethnie, Sport, Age,
Altitude, Dopage) et des variables continues (moyenne p, variance o) spécifiques de
I'athléte et inscrite dans son passeport hématologique (PHA). La cause (le dopage)
va induire des modifications sur les marqueurs biologiques de [lathléte
(conséquences) qui seront analysés et vont étre calculés dans un nouveau

parametre, le nceud observable M (Laboratoire Suisse d’Analyse du Dopage; 2009).
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Figure 45: Représentation du passeport hématologigue de I'athléte suivant le réseau

Bayésien (Centre Hospitalier Université du vaudois, Lausanne, 2009).
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Le but de cette procédure consiste a reconnaitre I'amélioration du transfert
d’oxygéne par les ASE, et d’identifier I'utilisation de méthodes illicites (amélioration
du transfert d’'oxygéne par transfusion).

Des informations trés personnelles sur les sportifs sont a prendre en compte : sexe,
date de naissance, discipline sportive, lieu et date de chaque prélévement, modalités
de transport des échantillons, informations sur la localisation du sportif au cours du
mois précédant chaque prélevement d’échantillons, y compris les activités en
compétition et hors compétition. 1l faut également fournir des informations sur les
pertes et apports de sang (transfusions) au cours des 3 mois précédant chaque
prélévement et des informations sur le recours a du matériel hypoxique (simulation
d’altitude).

Chronologiquement, en 2009, 'AMA (WADA) établit pour la premiere fois des lignes
directrices concernant le PBA. En 2010, le PBA est obligatoire pour les équipes
cyclistes professionnelles qui veulent participer aux compétitions internationales. En
2011, au PHA est ajouté le module endocrinien et stéroidien. Depuis 2013, la mise
en place PBA est obligatoire pour tous les sports de haut niveau partenaires de
I'AMA.

Le PBA n’a pas pour vocation de se substituer aux techniques usuelles de détection
des ASE mais de mettre en évidence des biomarqueurs permettant de déceler les
fraudeurs. Ainsi, il complete la stratégie globale de lutte contre le dopage.

Lorsqu'un athléte voit ses normes sanguines anormalement modifiées, les
technigues de détection des substances potentiellement illicites sont utilisées pour
confirmer ou non la fraude (Agence Mondiale Antidopage ; 2012).

Dans la figure 46, sont montrés I'évolution de la masse en hémoglobines.
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Figure 46: Evolution de la masse en hémoglobine (HGB) de deux sportifs détectés

négatif (gauche) ou positif (droite) au Mircera (Sottas et al, 2011).
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Cette méthode tient compte des variations intra-individuelles et s’avére étre plus
fiables que les méthodes précédentes.

Le PBA est donc une méthode personnalisée qui permet de suivre en permanence
I'évolution des valeurs biologiques de l'athléte et qui prend en en compte ses
comportements et habitudes sportives et non sportives. Toutefois, le PBA demande
des prélevements sanguins réguliers et I'alternative urinaire n’est pour l'instant pas
envisageable. Elle nécessite donc une collaboration étroite entre l'athléte et des
agences de lutte contre le dopage, ce qui peut dans certains cas imputer sur le

respect de l'intimité du sportif.
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7. Place de I'lndustrie Pharmaceutique dans la

lutte contre le dopage

7.1. Historigue de la lutte contre le dopage

Le mot dopage vient du mot « dop », il s’agissait d’'un breuvage consommé par les
colons Hollandais en Amérique du Nord au XVlle siecle afin de les stimuler pour batir
leur construction.

En France, le mot dopage apparait pour la premiere fois dans le courant du XXe
siécle pour remplacer le mot stimulant.

Et méme si des substances stimulantes étaient consommées par les Grecs et les
Chinois pendant la période antique, ce n’est qu’a partir du vingtieme siécle que les
évenements de dopage prennent de l'ampleur et entachent les compétitions
sportives.

En effet, avec la modernisation des Jeux Olympiques en 1901, le Tour de France en
1903 et la premiére Coupe du Monde de Football en 1930, le sport prend une place
de plus en plus importante, liée notamment au phénomene de globalisation.

Les progrés en thérapeutique, biochimie ou biologie moléculaire, la médiatisation des
évenements sportifs et les enjeux (célébrité, gloire, richesse et respect) liés a ces
évenements contraignent les sportifs a améliorer en permanence leurs performances
et a se surpasser. C’est dans ce contexte que des instances se sont créées et se
sont organisées afin de mieux lutter contre les individus utilisant des produits issus
de I'industrie pharmaceutique et interdits dans le sport telle que 'EPO.

En 1928, la fédération internationale d’athlétisme (IAAF) a été la premiére fédération
a interdire l'usage de substances stimulantes, malgré le manque de tests de
détection, d’autres fédérations sportives emboiteront le pas.

Avec l'apparition des hormones synthétiques et leur utilisation croissante dans les
années 50, les fédérations de football (FIFA) et de cyclisme (UCI) sont les premiéres
a mettre en place, en 1966, des controles du dopage dans les championnats du

monde.

La France est le premier pays, en 1963, a se doter d’'une Iégislation anti-dopage,

d’autres pays suivront son exemple. Le Laboratoire national de dépistage du

92



dopage (LNDD) a été créé en 1966 lors de la publication du décret d’application de la
loi, dite Herzog tendant a la répression de l'usage des stimulants a I'occasion des
compétitions sportives.

En 1967, le Comité International Olympique (CIO) créé une commission médicale et
dresse une premiere liste de substances interdites. Des contrbles antidopage sont
réalisés au cours des Jeux Olympiques de Grenoble et de Mexico en 1968.

Dans les années 70, la plupart des fédérations internationales sportives réalisent des
controles, notamment la détection de stéroides.

En 1985, la premiére EPO recombinante est isolée, sa premiére mise sur le marché
arrive en 1989. En 1990, 'EPO a été ajoutée a la liste des substances interdites par
le CIO.

Au cours des 80, les fédérations sportives et les gouvernements collaborent de plus
en plus dans la lutte contre le dopage. Des forums s’organisent sur les définitions,
les regles et les sanctions a attribuer aux tricheurs. Mais a cause de nombreuses
divergences, du manque d’harmonie entre les diverses parties, les sanctions
attribuées sont parfois contestées et rejetées par les tribunaux civils.

En 1998, suite a l'affaire Festina qui secoue le Tour de France de cyclisme et le
monde du sport, les autorités réorganisent en profondeur, leurs points de vue dans la
lutte contre le dopage.

Dans la foulée, 'Agence Mondiale Anti-dopage (AMA ou WADA) est créée en
novembre 1999 apres la conférence sur le sport, organisée par le CIO.

En 2000, une méthode de détection de 'EPO a été approuvée par ’TAMA aux JO de
Sydney. L’AMA est une agence internationale et indépendante. Son but est de
promouvoir, coordonner et superviser la lutte contre le dopage dans le monde.

Son siege principal est a Montréal mais dispose de plusieurs bureaux régionaux en
Europe, en Asie, en Afrique, en Amérique du sud et en Océanie.

La collaboration avec les différentes fédérations sportives s’intensifie mais également
avec les compagnies d’industrie pharmaceutique, directement concernées par les
produits a usage thérapeutiques utilisées a des fins de dopage.

L’Agence francaise de lutte contre le dopage (AFLD), autorité publique indépendante
a été créée par la loi du 5 avril 2006 relative a la lutte contre le dopage et a la
protection de la santé des sportifs. L’AFLD voit le jour le 1* octobre 2006. Elle

succede a la LNDD (Agence Mondiale Antidopage ; 2009).
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7.2. AMGEN

AMGEN est un laboratoire américain, leader mondial des biotechnologies. Celui-ci
est de loin en avance sur concurrents, dans la mesure ou le Pr Fu Kuen Lin issu
d’AMGEN est le premier a synthétiser 'EPO recombinante. Par ailleurs, ce
laboratoire s’implique depuis longtemps dans les diverses compétitions sportives.
Apres le scandale Festina, la lutte contre le dopage s’organise. AMGEN travaille en
collaboration étroite avec le CIO aux JO de Salt Lake City en l'aidant a développer
des méthodes pour la détection d’Aranesp®. Ce médicament est cité dans une
affaire de dopage (Johann Mihlegg).

Depuis 2006 la société finance le « Amgen Tour of California », compétition de
cyclisme. Des membres de I'entreprise Amgen viennent régulierement faire de la
prévention aux professionnels et amateurs pour le bon déroulement de la
compétition. Par ailleurs, Amgen étend le partenariat le 13 septembre 2013 (La
Rédaction Amgen Tour of California ; 2013).

En 2009, la société collabore avec la Fédération Suisse de Natation (F.S.N) pour
'opération Clean Water et expérimente le « Passeport Biologique de I'Athléte » sur 9
athlétes suisses en vue des J.O 2012 de Londres.

En 2010 Amgen travaille avec la fondation « Antidoping Suisse » en vue des J.O
Vancouver La société a financé [I'exécution des contrbles antidopage

supplémentaires chez les sportifs d’endurance (La Rédaction Amgen ; 2012).

7.3. Roche

La compagnie suisse dispose de deux EPO recombinantes (Neorecormon® et
Mircera®) sur le marché. En 2007, le laboratoire Roche anticipe la mise sur le
marché de Mircera® en délivrant des informations confidentielles a 'AFLD et TAMA

en raison de sa trés longue demi-vie et de sa tres faible élimination urinaire.

7.4. GLAXO-SMITH-KLINE (GSK)

GSK est un laboratoire d’industrie pharmaceutique britannique. Le 6 juillet 2011,

GSK signe un partenariat historique avec 'AMA en délivrant lors des essais de
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phase clinique, des données confidentielles sur les médicaments susceptible d’étre
détournés de leur usage afin de trouver des méthodes appropriées avant leur mise
sur le marché (La Rédaction AIPS Media ; 2011).

Dans le cadre de cette entente, les scientifigues de GSK évalueront les nouveaux

médicaments et seront amenés a identifier les substances dont le potentiel dopant
est élevé. Jusqu'a présent, TAMA n’avait accés aux informations que sur les
médicaments déja homologués.

En 2012, GSK offre sa contribution aux Jeux Olympiques de Londres 2012
(J.0.2012) en partenariat avec King’s College of London et le Comité d'organisation
des Jeux olympiques et paralympiques d'été de Londres (L.O.C.0.G.) (La Rédaction
GSK ; 2012)

En effet, un laboratoire de 4400m2 est mis en place ou plus de 1000 personnes se

relayent 24 heures sur 24, 7 jours sur 7, et peuvent étudier jusqu’a 400 échantillons
par jour émanant de 50% des athletes participant aux J.O incluant les sportifs ayant
obtenu une médaille. Lors de cette expérience, plus de 240 substances interdites ont
été répertoriées.

Patrick Vallance, R&D GSK, John Fahey, President de 'AMA et Seb Coe,
Responsable du Comité Olympique des J.O 2012, déclarent que le partenariat avec
GSK est indispensable pour le bon déroulement des Jeux.

Par exemple, un produit encore aux phases de recherches précliniques, nommé
GW501516, était prévu dans le traitement des dyslipidémies. Cependant, le produit
permettait de stimuler les fibres musculaires lors des efforts d’endurance. En 2006,
GSK décide de stopper les recherches car le produit s’avérait toxique pour les souris
et les rats.

En décembre 2012, TAMA lance une alerte car les sportifs Vargas Barrantes et
Mudarra Segura sont controlés positifs lors d’'une course au Costa-Rica. Ce produit

était vendu sur le marché noir en Amérique du nord (Bacquaert et al, 2013).

7.5. IFPMA

L’'IFPMA (International Federation of Pharmaceutical Manufacurers and Association)
est une ONG a but non lucratif qui regroupe les secteurs de la recherche
pharmaceutique et de la biotechnologie, soit 25 des principales sociétés

internationales de renom et 46 associations nationales et régionales dans le monde.
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Le 6 juillet 2010, 'AMA et 'lFPMA signent un accord a Lausanne afin de collaborer
dans la lutte contre le mésusage de médicaments. L’objectif de cette coopération
consiste a déceler les produits thérapeutiques ayant un potentiel dopant, & minimiser
le risque de mésusage de médicaments en développement, a renforcer le transfert
d’informations et a faciliter le développement de méthodes de détection dans le

cadre de la lutte contre le dopage dans le sport.

7.6. Conference internationale de 'industrie

pharmaceutique et la lutte contre le dopage

Le 12 novembre 2012 a I'Assemblée Nationale a Paris, s’est déroulée le premier
symposium international consacré a la coopération entre l'industrie pharmaceutique
et les autorités publiques en charge de lutte contre le dopage.

Dans cette conférence étaient présents 262 représentant de 43 pays a travers le
monde. Elle a été organisée conjointement par I'AMA, I'Unesco, le Conseil de
'Europe et le Ministére frangais des sports. Plusieurs invités de marque étaient
présents : le président du CIO le directeur général du LEEM (Les Entreprises du
Médicament), le vis-président de GSK, le PDG de O.1.B (Organisation de I'Industrie
et des Biotechnologies), le responsable international de la sécurité du médicament
de Roche, le directeur exécutif science de Amgen, le Responsable de IFPMA, un
coordinateur de 'OMS, le président de I'agence antidopage de Grande-Bretagne
(UKAD), le directeur général des affaires scientifiques et réglementaires (US BIO), le
directeur du renseignement de Abbott, la directrice médicale de Affimax et le
président de 'AFLD.

Cette conférence avait pour objectif d’accroitre le partenariat entre I'industrie
pharmaceutique et les autorités de santé en charge de lutte contre le dopage selon 3
piliers :

-Un soutien sans faille a la lutte contre les trafics (a travers la surveillance des
réseaux et internet) et un soutien a toute stratégie améliorant l'efficacité des

controles, en confortant leur caractére inopiné et ciblé.
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-Une collaboration étroite avec l'industrie pharmaceutique afin d’anticiper la mise sur
le marché de molécules potentiellement dopantes et la mise au point de méthode de
détection correspondantes. Une telle coopération nécessite une stricte politique de
confidentialité, mais aussi de la part des scientifigues industriels, une bonne
connaissance des fondements physiologique et biologique qui sous-tendent la
réalisation d’une performance physique donnée.

-Enfin, la lutte contre le dopage doit comprendre I'adossement structuré des
laboratoires de détection au monde scientifique, afin de leur permettre d’accéder aux
méthodes d’analyses les plus performantes, notamment dans le domaine du génie
genétique et dans celui des techniques a haut débit. De tels liens restent aujourd’hui
a inventer, en ayant a coeur de préserver la confidentialité et I'indépendance des uns

et des autres dans le cadre de leur mission. (La Rédaction du Ministére des sports ;

2012).
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Conclusion

En conclusion, nous pouvons dire que d’important progrés thérapeutiques ont
été réalisés pour la prise en charge des patients souffrant d’'une anémie liée a une
IRC. Le but de l'utilisation de Mircera est d’'améliorer la survie, la qualité de vie des
malades et de réduire les complications cardio-vasculaires.

L’utilisation non médicale de Mircera est hautement dangereuse et totalement
interdite. Elle a pourtant été utilisée frauduleusement lors de compétitions sportives
au moment de sa mise sur le marché. Ceci peut nuire a I'image du médicament, a la
compagnie l'ayant mise sur le marché, mais surtout a la santé du sportif I'ayant
consomme.

I est donc impératif aujourd’hui pour les compagnies d’industrie
pharmaceutique de s’impliquer dans la lutte contre le détournement d’'usage de ces
médicaments avec les organisations locales, nationales et internationales de lutte
contre le dopage.

Avec l'arrivée du passeport biologique de I'athléte, des contrdles de plus en
plus nombreux et des techniques de détections de plus en plus fiables comme le
Sar-Page permettent aujourd’hui de déceler Mircera et les autres ASE.

Ces contrbles de plus en plus excessifs peuvent cependant nuire aux sportifs
car cela empiéte sur lintimité et les libertés individuelles. Le sportif doit justifier
systématiquement aux agences de lutte contre le dopage sur I'endroit ou ils se

trouvent et répondre aux exigences imposées par le contrdle anti-dopage.
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Annexes

ANNEXE 1 : Etudes réalisées lors des essais cliniques de Mircera®

Etude

AMICUS

ARCTOS

Objectif
principal

Démontrer I'efficacité de MIRCERA en IV pour
corriger l'anémie chez des patients avec IRC
dialysés et non traités par un ASE.

Démontrer l'efficacité de MIRCERA en SC pour
corriger I'anémie chez des patients avec IRC non
dialysés et non traités par un ASE avant 'étude.

Méthode

Etude non comparative, randomisée, ouverte
avec bras eépoétine alpha ou béta (validite
interne de I'étude).

Etude comparative versus darbépoétine alpha
randomisée, ouverte.

Schéma
I'étude

de

- Phase de correction : 24 semaines avec pour
objectif un taux d'hémoglobine (Hb) 211g/dL
avec une augmentation 21g/dL par rapport a
I'état initial

- Evaluation : aprés 24 semaines

- Phase d'entretien : 28 semaines
Randomisation des patients sous MPG-
époétine béta en 2 groupes de posologie
pour ceux ayant atteint l'objectif de traitement

- Phase de correction : 28 semaines avec pour
objectif un taux d'Hb =211g/dL et une
augmentation 21g/dL par rapport a I'état initial

- Phase d'évaluation : 10 demiéres semaines de
la phase de correction.

- Phase d'entretien : 24 semaines
Randomisation des patients sous MPG-

époétine béta en 2 groupes de posologie pour
ceux ayant atteint I'objectif de traitement

Critéres
d'inclusion

Patients adultes avec IRC de stade 5, dialysés
et ne recevant pas de traitement stimulant
I'érythropoiese avant I'étude.

Statut martial : ferritine sérique 2100 ng/mL ou
saturation de la transferrine 220% (ou globules
rouges hypochromes <10%).

Taux d'Hb en prédialyse : 8-11 g/dL
Hémodialyse ou dialyse péritonéales pendant
au moins 2 semaines avant la sélection.

Patients adultes avec IRC de stade 3/4, non
dialysés et ne recevant pas de traitement
stimulant I'érythropoiése avant I'étude.

Statut martial : ferritine sérique 2100 ng/mL ou
saturation de la transferrine 220% (ou globules
rouges hypochromes <10%).

Taux d'Hb : 8-11 g/dL

Traitements

* MPG-époétine béta* :
- Correction : dose initiale de 0,4 pg/kg 1x/2
semaines
Concentration en Hb cible : 211g/dL avec
une augmentation 21g/dL par rapport a

I'état initial.
Ajustement des doses toutes les 4
semaines si réponse au traitement
inadéquate.

- Entretien : pour les patients ayant atteint
l'objectif du traitement, randomisation en 2
groupes : 1x/2 semaines et 1x/4 semaines.
Ajustement des doses pour maintenir la
concentration en Hb entre 11,0 et 13,0 g/dL
= Epoétine alpha ou béta : 3x/semaine selon
la posologie de I'AMM, en IV, sur toute la
durée de 'étude.

* MPG-époétine béta :

- Correction : dose initiale de 0,6 pg/kg 1x/2
semaines

Concentration en Hb cible: 211g/dL avec
une augmentation 21g/dL par rapport a I'état
initial.
Ajustement des doses toutes les 4 semaines
si réponse au traitement inadéquate.
- Entretien : pour les patients ayant atteint
l'objectif du traitement, randomisation en 2
groupes : 1x/2 semaines et 1x/4 semaines.
Ajustement des doses pour maintenir la
concentration en Hb entre 11,0 et 13,0 g/dL

= Darbépoétine alpha: 1x/semaine selon la
posologie de I'AMM, en SC, pendant les
phases de correction et d'évaluation puis
1x/2 semaines pendant la phase d'entretien.

Critéres de
jugement
principaux

% de répondeurs au cours de la phase de
correction (24 semaines) avec taux d'Hb
211g/dL et une augmentation 21g/dL par
rapport a I'état initial (mesure hebdomadaire du
taux d'Hb), sans transfusion de globules rouges
avant la réponse, pendant les 24 semaines
apres la premiére dose.

- % de répondeurs au cours de la phase de
correction (28 semaines) avec taux d'Hb
211g/dL et une augmentation =21g/dL par
rapport a l'état initial.

- Variation du taux moyen d'Hb entre la phase
d'évaluation et I'état initial.

* : méthoxy polyéthyléne glycol-époétine béta
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HARMONIZATION OF ANALYSIS AND REPORTING OF RECOMBINANT
ERYTHROPOIETINS (l.e. EPOETINS) AND ANALOGUES (e
DARBEPOETIN, PEGSERPOETIN, PEGINESATIDE, EPO-Fc) BY
ELECTROPHORETIC TECHNIQUES.

1.0 Introduction

This document has been established to harmonize the detection and reporting of
recombinant  erythropoieting (l.e. epoetins) and their analgues (e.q
darbepoetin, pegserpoetin, peginesatide, EPO-Fc) by Laboratores when
analyzed by electrophoretic techniques,

All Laboratories are required to apply these criteria In the routine performance of
the tests to identify the referred substances.

In this document, the following abbreviations, acronyms and trademarks are
used:

CERA: (Mircera®, Roche): Continuwous Erythropoletin Receptor Activator, the
erythropoketn analogue known by #s INN as pegserpoetin, a pegylated
derivative of epoetin-§.

EPO: Erythropoletin

EPO-Fc: Fusion protein of EPO with human immunoglobulin heavy chain Fc
(fragmant, crystalkzable ) region.

DEPO: endogenous erythropoletin (secreted naturally by the athlete's own
tissues) as found In bicod (either serum or plasma).

rEPO: recombinant erythropoetin, These pharmaceutical substances are known
by their International Non-proprietary Name (INN) as "epoetin®, The different
preparations are identfied by a Greek letter, e.g. epoetinu, -§, -w, -4, etc,
Other preparations (e.g. generics or coples) referred collectively as “rEPO
bwsimilars” may have differing isoform profiles not exactly matching those
already referenced.

uEPO: endog erythropoletin (secreted naturally by the athlete's own
tissues) as excreted in urine.

Hematide: {Omontys®, Affymax Inc.): Known by its INN as peginesatide, a
pegylated homodimeric peptide with no structural relationship to EPO,

IEF: Isoelectric focusing.

NESP (Aranesp®, Amgen): Novel erythropoietin stimulating protein, the
erythroportin analogue known by &s INN as darbepoetin-u.

SAR-PAGE: sodium WN-lauroylsarcosnate (‘sarcosyl’) polyacryamide gel
electrophoresis.

SDS-PAGE: sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis.
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2.0 Analysis

The Laboratory shall use methods that are validated and fit for the purpose of
detecting the administration of rEPO and analogues in wurine or In
plasma/serum. A summary of the analytical strategy & given in Table 1.

2.1 Initial Testing Procedure

« For the [pgial Testing Procedure, the Laboratory shall apply erher 1EF [1]
or SAR-PAGE [8, 9] after enrichment for EPO and/or Its analogues (either
through non-specific methods or after immunopurification’ [2-7]).

* Foliowing proper validation in the matrix of analysis, the Laboratory may
also apply, when avallable, substance-specific detection methods (e.g.
Iimmunoassays or other affinity-binding assays or mass spectrometry (MS)-
based methods) for the detection of EPO analogues (e.g. CERA, Hematide,
EPO-Fc) [10-12]).

2.2 Confirmation Procedure

¢ The Confirmation Procedure will depend on the rEPO or analogue
presumptively found and the methodology employed for the [nitial Testing
Procedure.

o Immunopurification of all Semple Aliguots shall be performed prior to
Semple confirmation analyses by electrophoretic methods {2-7].

2.2.1 rEPQs

e When the InRlal Testing Procedure s performed by IEF [1] folowing
immunopurification, the confirmation of rEPOs in urine shall be performed
by SDS-PAGE [13, 14] or SAR-PAGE [B, 9] analysis on a new,
immunopurified Aliguot of Sample “A". There s no need to repeat the IEF
to consider the Confirmation Procedure as completed.

e When the [Ipjtiali Testing Procedure & performed by IEF without
immunopurification, the confirmation of rEPOs in urine shall be performed
by IEF plus SDS-PAGE or IEF plus SAR-PAGE on new, immunopurified
Allguots of Sample "A”. If available, a retentate remaining from the Initial
Testing Procedure may be further immunopurified and used for the
application of 1EF analysis as part of the Confirmation Procedure.

« When the Initel Testing Procedure s peformed by SAR-PAGE, the
confirmation of rEPOS in urine shall be performed by IEF plus SDS-PAGE or
[EF plus SAR-PAGE on new, immunopurified Aliquots of Sample "A".

' Far Py N, fless other than the ane used for blatting stall be used
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+ lrrespective of the [nitial Testing Procedure used, the confirmation of rfEPOs Table 1. Testing for rEPOs and analogues in urine and blood (serum/plasma)
In serum/plasma shall be performed by SDS-PAGE or SAR-PAGE on new, Urine
immunopurified Alguots of Sampie "A”".
Initial Testing Procedure Confirmation Procedure
2.2.2 NESP
Presumptive
Method Metho hod le 8
Irrespective of the Initial Testing Procedure used, for the confirmation of Analytical Finding o (somphA) et (sample 8)
NESP in urine or serum/plasma, the Laboratory may choose to apply IEF or EPO 1EF and” (SDS-PAGE | [EF or’ (SD5 PAGE o
SDS-PAGE or SAR-PAGE on new, immunopurified Aliquot(s) of Sampée “A*". of SAR-PAGE) SAR-PAGE)
AU its discretion, the Laboratory may also use a combination of 1EF and IEF or' SAR- NESP 1EF or' 'SDS- PAGE or | 1EF or' (SDS- PAGE or
elther SDS-PAGE or SAR-PAGE. PAGE SAR-PAGE) | SARPAGE) |
CERA LEF or’ SAR-PAGE 1EF ar’ SAR-PAGE
ELISA or’
2.2.3CERA SDS-PAGE or' Hematide SDS-PAGE or' LC/MS | SDS-PAGE or' LC/MS
Irrespective of the Initial Testing Procedure used, for the confirmation of LC/MS
CERA in urine or serum/plasma, the Laboratory may choose to apply 1EF or ELISA or” SOS-PAGE or SAR- SDS-PAGE of SAR-
SAR-PAGE or, at the Labormatory’s discretion, a combination of these (SDS-PAGE or EPO-Fe PAGE. PAGE
methods on a new, Immunopurified Aliquot of Sample "A”. | SAR-PAGE)
Serum/plasma
2.2.4 Aternative Procedures
EPO analogues, which are initially tested by substance-specific methods Enitial Yesting Procedure Confirmation Procedurs
{e.g. ELISA for Hematide), shall be confirmed by a second, independent Presumptive
method (e.g. SDS-PAGE or SAR-PAGE). Method Analytical Finding Method (samples A and B)
Where an MS method & avallable, it can be used for both the [nitial Testing PO SDS-PAGE or SAR-PAGE
and the Confirmation Procedures, Le. no independent second method is _mmo.:momﬂame.m»».
required (however, a second method may be used in place of the MS for IEF or' SAR-PAGE NESP PAGE)
either the [nitial Testing or the Confirmation Procedure). In that case, the CERA IEF or’ SAR-PAGE
Identification criteria described in the Technical Document on [dent#ication
Criteria for Qualitative Assays, TD IDCR [15] shall be met. ELISA CERA IEF or’ SAR-PAGE
For the Copfirmation Procedure of any rEPO or analogue, the Laboratory ELISA or' SDS-PAGE or'
may also apply alternative methods, validated according to International LEMS Hematide SDS-PAGE or” LC/MS
Standard for Laboratovies (ISL) requirements that demonstrate the ELISA or (SDS-PAGE or
exogenous ongin of the substance detected {e.g. based on the detection of m:»mvkwm. EPO-Fc SDS-PAGE or SAR-PAGE

110

7 When the [nitial Testing Procedurs schuded the spplcation of 1EF with EPO immunopunificstion, &
IS not necessary to repest the 1EF snalysis for the confimmation of rEPOs; the application of SOS
PAGE or SAR-PAGE is sufMident. However, If the Initial Testing Proceduny was performed by TEF
without enmunopunfication, the confiermation of (BP0 In urine shall be pedormad by both
methodologies (IEF plus either SDS-PAGE or SAR-PAGE) on new, iImmunopunified Mlguots of
Sample "A”. See §2.2.1 for dotaks.

2.3 "B" Sample Confirmation Procedure

» For the Confimmation Procedure on the "B" Sample, the Laboratory shall
apply either IEF or SDS-PAGE or SAR-PAGE or LC/MS according to Table 1.

" The decision on whech method(s) s used bes with the Laborstory, At fts discretion, the Laborstory
may Mo use h combination af 1EF and sther SDS-PAGE or SAR-PAGE.

Page 3 of 14 Page 4 of 14



WADA Technical Document - TD2013EPO

WADA Technical Document - TD2013

3.0 Description of the methods
3.1 The Isoelectrofocusing (IEF) test [1]
3.1.1 Sample preparation

For the Initial Testing Procedure, any validated method able to concentrate EPO
and/or its analogues {e.g. ulrafitration (1], selective protein precipitation (2],
etc”.) may be used; immunopurification & not mandatory.

For the Confirmation Procedunes, immunopurification of the Sample s required
prior to the application of the 1EF method [2-7].

*Note: Any pre-concentration or purificabion method shal reQuire an appropriate validation by the
Labovacary,

3.1.2 Isoelectric Focusing
Isoelectric focusing is parformed In a pH range compatible with the isoelectric
points (pl) of both the natural urinary EPO and its recombinant analogues. [EF Is
performed under denaturing conditions {approximately 7M urea).

3.1.3 Doubie plotting
After IEF separation, double blotting procedure is mandatory. The pramary
antibody used in this step must be the monocional mouse anti-human EPO
clone AE7AS.

11,4 Detection

The Isoelectric patterns of EPO are revealed by the use of an appropnate,
sensitive detection system (e.g. amplified chemiluminescent system). The
signal obtained must be quantifiable In order to aspprecate the relative
Intensities of the dfferent isoforms of an EPO pattern,

3.2 SDS-PAGE and SAR-PAGE tests [8, 9, 13, 14]

SDS-PAGE Is a well established technique that does not requere further specific
description. The electrophoretic separation (e.g. on a 10% T gel) may be used n
combination with single or double biotting and an appropriate sensitive detection
system (e.g. amplified chemiluminescent system). For SAR-PAGE, SDS in gel,
sample and running buffers is replaced by sodium N-lsuroyisarcosinate.

For the [nitial Testing Procedure, any validated method able to concentrate EPO
and/or its analogues in an SDS-PAGE or SAR-PAGE compatible form may be
used; immunopurification Is not mandatory but has proved to be very efficient
for this step”.

e Ay praconcentranion or puication method shall requine @0 apprapciate wadidation by the

Page Sof 14

For the Confirmation Procedures, immunopurification of the Sample & required
prior to the application of SDS-PAGE or SAR-PAGE.

3.3 SDS-PAGE test for detection of Hematide [11]

Hematide may be detected, for example, by SDS-PAGE (e.g. Nu-PAGE 4-12%
Bis Tris gels), Immunopurification of the Sample s required for confirmation.
Different antibodies may be usaed for immunopurification of Hematide which are
specific for either the peptidic (¢.9. clone 1G9, Afflymax Inc.) or the polyethyikene
glycol moleties of the molecule. The immunodetection shall be performed by
double-blotting using antlbodles other than those wused for the
immunopurification (e.g. clone 11F9, Affymax Inc.) and using an appropriate,
sengitive detection system (e,g. amplified chemiluminescent system ).

4.0 Evaluation and Interpretation of Results

Results from the Confermation Procedure need to fulfil the quality and
identification criteria described herein.

¢ When more than one method Is used for the Confirmation Procedure, the
acceptance and identification criter@ must be fulfiled on both
procedures employed before reporting an Adverse Analytical Finding;

* In cases when the acceptance and \dentification criteria are met for only

one of the methods employed for the Confirmation Procedure, the
Sample shall be reported as an Atypical Finding.

4.1 Acceptance criteria

The acceptance criteria for the IEF and SDS-PAGE or SAR-PAGE procedures
define the requisites that an image shall fullil to allow the application of the
\dentification criteria in order to ascertain the presence of rERQO, CERA, NESP or
any other EPO analogue.

1. Spots, smears, areas of excessive background or absent signal in a lane that
significantly interfere with the application of the identification criteria shall
invalidate the lane.

2. Comparson to reference samples shal alow assignment of corresponding
migrating bands in the Athiete’s Sampie,

Page 6 of 14
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4,2 1dentification Criteria
4.2.1 The 1EF procedure

Figure 1 shows an |llustration of an 1EF test resuk’. The identification windows
for each electrophoretic lane as well as the basic, endogenous and acidic areas
are defined. Bands of the preparations used as reference are identified by
numbers and letters.,

The basic and ackic areas are defined, as described, by the position of the
bands comresponding to the rEPO Biological Reference Preparation (BRP) of the
European Pharmacopeia (equimolar mixture of epoetin-a and -f8) and NESP; by
excusion, the endogenous area s defined In between. In the figure the
endogenous area is exemplified by LEPO (International Reference Preparation,
_E.... from the National Institute for Biolegical Standards and Control, NIBSC,
UK ).

The bands of rEPO, UEPO and NESP in the basic, endogenous and acidic areas
respectively, are identified by numbers and letters as shown. CERA shows a
different pattern with some bands approximately co-localized with those defined
by rEPO and others interspersed amongst rEPO bands. This band pattern
specifically dentifies CERA.

The following identffication criteria define the requisites that the image shall fulfi
to consider an Adverse Analytical Finding corresponding to the presence of rePO,
NESP or CERA,

4.2.1.1 rEPO

1. In the basic area (Figure 1) there must be at least 3 acceptable,
consecutive bands assigned as “17 N...!&w.mmno?&nsso
corresponding rEPO §E:E-uiﬂgﬂ

2. The 2 most Intense bands measured by densitometry shall be n the
basic area,

3. When the analysis is performed in blood (serum/plasma) the intensity of
those bands must be approximately twice or more than any other band in the
endogenous ares.

* These are examples of standards of differert EPO anslogues after [EF; In an situal Semple the
presence of endogencus UEFO may also be detected.

* Othver preparations of UEPO or BEPO may be utilized s reference for endogenous EPO.

* The begimming of the basic ares s egtablished by band 17 in the PO preparstion used as
reference (Figure 1)

Page 7 of 14
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Figure 1, Image of the entfication windows of lanes obtained by the

chemifuminescence acquisition system comresponding to the analysis of rEPO, CERA,
NESP and uEPO".

on-»ﬁ[

4.2.1.2 NESP

1. In the acidic area (Figure 1) there must be at least 3 acceptable,
consecutive bands assigned as “A", "BY, “C" or "D" as defined in the
corresponding NESP preparation used as reference’;

2. The two most intense bands measured by densitometry shall be in the
acidic area.

4.2.1.3 CERA

In the basic area, there must be at least 4 consecutive bands comesponding
with the CERA preparation used as reference.

' The beginning of the ackiic oren Is estabished by band “A" in the NESP preparation used s
reference (Figure 1)

Page B of 14
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4.2.2 The SDS-PAGE or SAR-PAGE procedure

The \dentification criteria for SDS-PAGE and SAR-PAGE are the same, since both
methods perform dentically except for the better sensitivity of SAR-PAGE for
CERA.

rEPOs and amalogues can be distinguished from endogenous EPO (UEPO, BEPOD)
based on their charactenistic band shape and different molecular mass.

The migration behaviour (band) of each rEPO or analogue, i.e. postion and
shape (width, focused or more diffused) can be used to confirm the identity
and/or exogenows ongin of the substance, The centroid or the boundaries of the
width of the band can be used to ascertain that its posgion and shape differs
from the position of endogenous EPO run in parallel as Mustrated in Figure 2
(which exempiifies the SDS-PAGE behaviour of different rEPOs as well as
uEPO/BEPO, NESP and CERA).

cathode

©

DTED e

Shanpoetin

wEPO/bEPO

Beijing 4 rings

NeoRecormon
Exypo
nEPO / BEPO

Ik e

anode

®

Figure 2 SDS-PAGE Image showing the broad band characteristic of some
commerdally avalable Epostin-g and -f preparations (Nedrecormon®, Erypo®, Beijing 4
rings, Shanpoetin™), The relative podtions of endogenous urinary/tiood EPO, Epoetin-i,
NESP and CERA are afso shown,
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The following ident#fication criteria define the requisktes that the image shall fulfil
to consider an Adverse Analytical Finding corresponding to the presence of rEPO,
NESP, CERA or EPO-Fc when the SDS-PAGE or SAR-PAGE method is applied.

1. A single band Is detected

rEPO: The band shape and the apparent molecular mass of the band centroid
correspond to the band shape and apparent molecular mass of the EPO
preparation used as reference.

* Epoetin-a and - as well as the blosimilars have a characteristic band
shape ("broad band”) and higher apparent molecular mass than
endogenous uEPO/BEPO (Figure 2);

« Epoetin-4 has a characteristic band shape (“sharp band®) and higher
apparent molecular mass than endogenous uEPO/DEPO. Due to the
sharpness of its band, epoetin-5 can be also differentiated from other
recombinant epoetins (-a and -§ as well as the biosimilars) (Figure 2,
3),

NESP, CERA, EPO-Fc:
* The apparent molecular mass of the band centroid corresponds to the
mass of the corresponding NESP, CERA or EPO-Fc preparation used as
reference.
* NESP (Figure 2, 3), CERA (Figure 2, 3), and EPO-Fc (Figure 3*) can be
distinguished from endogenous EPOs (uEPO, BEPO) as well as from
rEPQs based on their higher apparent molecular masses [16].

CERA-—» e

— . EPO-Fe

|
gll
,

Bpoetiad —| WD J’-.Bo:!.o

Figure 3: SAR-PAGE image showing the higher apparent molecular masses of CERA,
EPO-Fc", NESP and Epoetin- In comparison to endog wEPO/BEPO.

* For EFO-Fc 0 second band in the higher mass region may be otserved degending oo the EPO-Fc
conaentration in the Sample or reference prapantion. This band i due to EPO-Fc aggregation.
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2. A mixed band consisting of endogenous EPO (UEPD, bEPO) and rEPO is
detected: The band shape resembles that of the rEPO plus parts or the total
of the wEPO/LEPO band.

* A diffuse or faint area of the band above the corresponding endagenous
band is also indicative for the presence of epoetin-u and ~B (Figure 4).

Epoetin-a, -p
Epoetind —= _
uEPO / BEPO—~

Figure 4, SDS-PAGE image showing a mixod band of aaooo:g EPO and rEPO (red
arrow ). The diffused area of the band above the corresp ¥ band is also
Indscative for the presence of epoetin-u and ~f.

3. Two or more bands are detected :

« One of the bands fulfils the Identification criteria for a single band as
provided above (see Figure 5 as an example for NESP).

|

wesr | (D —
= |

uEPO / bEPO —*

Figure 5. SDS-PAGE image showing two bands (red arrow), one corresponding to NESP
and the other to endogenous (VEPO/DEPO).
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4.2.3 SDS-PAGE for Hematide

The presence of hematide In a Sample Is indicated by a band in the position
corresponding to this EPO analogue, as Indkated by the migration of the
preparation used as reference (Figure 6), Additional bands corresponding to the
light chains and heavy chains of the antibodies used for the immunopurification
may be present and do not interfere with the interpretation of the results.

Negntive
..._9-!-:-.«31 Posttive
rontrvke
- 7 = |
0 ke k F 0« Hematide
n—' heavy
SO * chains
25 kDo « mAD light
chains

Figure 6. Image of the kentification of hematide by SDS-PAGE on Nu-PAGE 4-12% &is
Tris ged.

5.0 Documentation and Reporting

When reporting results based on the application of the 1EF and/or SOS-PAGE or
SAR-PAGE, the Laboratory shall comply with the requirements of the WADA ISL
and Rs assocated Technical Document on Laboratory Documentation Packages
(TD LDOC):

Initia! Testing Procedure Requirements:
o Sample (Initial Testing Aliquot);
o Appropriate preparation used as reference enabling to define basic,
acdic and endogenous areas (IEF) or apparent molecular mass
(SDS-PAGE, SAR-PAGE).
o Negative control sample or reference material of uEPO,

Confirmation Procedure Requirements:
o Sample (confirmation Aliquot);
o Positive control sample (e.g. rEPO, NESP, CERA, etc.);
o Appropriate preparation used as reference (e.g. rEPO, NESP, CERA,
etc.);
) Zoo-.ncn control sample.
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5.1 Provision of a Second Opinion

WADA requires that one second opinion is provided by one of the experts
designated below” before any Adverse Anafytical Finding for rEPOs or analbogues
is reported to the Result Management AuthorRy(-les), Any second opénion
provided shall be Inserted as part of the Laboratory record in the Laboratory
Documentation Package.

Provisions 3.2 and 6.2 of the Code allow the use of results to estabish profile
of doping by Athfetes, Thus, even If the results of EPO analysis are reported as
negative by a Laboratory on the basis of 1EF and/or SDS/SAR-PAGE analysis,
information contained in the analysis combined with other information (e.g.
blood variables, ngitudinal profiles, testimonies,..) may remain relevant In a
more general context Lo establish anti-doping rule viokations.
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ANNEXE 3 : WDA Document- Méthode MAIIA

“Membrane Assisted Isoform Immunoassay (MAIIA I) a unique method
for rapid detection of rhEPO in doping”

J. Carlsson, M. Lonnberg (Uppsala University, Uppsala, Sweden), M. Garle
{Karolinska University, Stockbolm, Sweden)

Results and Conclusions

A novel, rapid and easy-to-use method, EPO WGA MAIIA, for determination of aberrant
EPO isoform subpopulations in urine or serum, has been tested for €s use as an EPO
doging control method. The method separates EPO subpopulations due to their different
Iinteractions with the lectin whaat germ agglutinin (WGA). The glycosylated structures on
recombinant epoctins show stranger interaction with the lectin, probably due to their
higher content of polylactose smine. The WGA-based separation of Isoforms and the
subsequent ultrasensitive EPO determination s rapidly carried out within a few square
cm of a thin porous layer formed as a test strip, using an image scannar for
o:!&.BBe? The test takes only 20 min. to perform and Is well suted both for
Iination of single samples and for large seres,

Bafore analysis with the EPO WGA MAIIA method, EPO is purifed and concentrated from
wrine or plasma by use of a newly developed disposable EPQ affinity punfication device
(waw. maiadipgnostics com). With this easy-to-use sample preparation device EPO can
rapidly be captured from large sample volumes and be eluted in 8 final volume of enly 55
pl. The high EPO recovery of 65%, and the d ksoform makes the
device a useful pre-step tool also for e.g. [EF, SDS-PAGE and LC/MS.

The EPO WGA MAIIA alfovs of r EPO in urine spedmens
from patierts up to about 7 days after the bst Injection (p<0.0001). Recombinant
epoetin e.g. alpha, beta, omega, delta, zeta and four Chinese types (p<0.0001), and £PO
analogues Fke Aranesp (p<0.0001) and Mircera can be distinguished from endogenous
EPO isoforms, Mircara shows less interaction with WGA compared to endogencus EPO,
while recombinant EPO:s show stronger and Aranesp shows the strongest Interaction.
Only 2 pg of EPO Is required for isoform detection, which is about 1/10 of the amourtt of
EPO required for the presently used IEF based doping method, When rhEPO beta and
endagenous EPO appear in the same sampln K Is possidle to detect MEPD down to a level
where It constitutes only 40% of total EPO.

Besides measunng the imecaction of the various types of EPO with WGA, it is possible in
the sama test strip to utilize alse their interaction with the anti-EPO immobikized in the
detection zone (see J. Immuncl. Meth. 139 (2008) 236-244). By Interpreting the
antibody irkeraction profile, using the EPO ABQ MAIIA algorithm, it is possible to

h EPO and epoeting from EPO analogues like Araresp and Mircera, The EPO
WGA MATIA tost a,i- :8 an estimate of the EFO concentration in the cluate, enabling
calculation of optimal ap I for the IEF or SOS-PAGE canfirmation test.

The mecommended test set-up for doping control utlizes EPO WGA MAIIA for
identification of epoetins and Aranesp, while Mircera preferably is identified by EPO ADQ
MANA.

The EPO WGA MATIA test QQI:S an tested epotin varieties and EPO aralogues
coerectly, shows good resol EPO and epoetins, and can

e very low of EPO. The qualty controfled reagents will be supplied world-
wide as a complete kit. The hands-on time is reduced compared 1o presently accredited
tests, which sgnificantly decreases the analysis cost. The excellent results and the casy-
to-use concept seemn to fulfil the requirements for @ soeening EPO doping cantrol test.

Such & test makes it possible to considerable in
performed without increasing the total analysis cost.

the

ber of EPO doping cantrols
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ANNEXE 4 : WADA Technical Document : Passeport Biologique de I’Athléte

ANNEXE A

Exigences liées au prélévement d'échantillons de sang pour le
Passeport biologique de I'Athléte

Document technique de I'AMA - TD2010BSCR

N° de document : TO01085CR | Version : 20

Récacton | AMA Approuve par Comié axdoutif oo FAMA
Date 15.15.2011 Date d'antrée an | 01,01.2012
vigoew :

Exigences liées au prélévement d'échantillons de sang pour le
Passeport biologigue de I'Athléte

1. Objectif

Ces exigences visent & fournir un soutien aux procédures de prélévement
d'échantilions de sang pour la mesure des variables hématologiques
individuelles d'un sportif dans le cadre du Passeport bickgique de I'Athiéte
{PBA}

2. Portée

Les Standards internationaux de contrdle s'appliquemt au prélévement
d'échantilfons effectués pour la mesure des varlables sanguines Individuelles
d‘un sportif dans le cadre du PBA. La présente annexe décit les exigences
additionnelies liées & la conservation et au transport des dchantiifons de sang
en relation avec le Passeport biologique de I'Athléte. Les meilleures pratiques
de prélevement des échantiflons précisées dans les Lignes directrices pour le
prélevement des échantillons sanguins publides par I'AMA devraient étre
prises en compte, mais ne sont pas obligatoires. En cas de divergence entre
les exigences établies dans la présente annexe et celles stipulées dans les
SIC ou dans les Lignes directrices pour le prélévement des échantifons
sanguins, le contenu de ks présente annexe doit prévaloir pour les
prélevements d'échantilfons de sang effectués pour les besoins du Passeport
blologique de YAthiéte.
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3. Moment du prélévement des échantillons

Si un prélévement est effectué aprés un entrainement physique ou une
compétition, la planification du contrdle tiendra compte de la localisation du
sportif afin que le contrdfe ne se déroule pas dans les deux heures précédant
ou suivant cette activité. Dans ke cas ol un sportif a participé a un
entrainement ou & une compétition dans les deux heures précédant sa
notification, I'ACD/APS ou V'escorte survelllera le sportif jusqu'a ce que ces
deux heures solent écoulées. Le prélavement sanguin pourra ensuite se faire,
L'ACD/APS consigners également la nature {compétition, entrainement, etc.),
la durée et l'intensité de Factivité physique.

4. Début du processus de prélévement et période de repos
de 10 minutes

Aprés que le sportif a été notifié de sa sélection pour sublir un contrile du
dopage et que FACD/APS lui a expliqué ses droits et responsabilités dans
le cadre de cette procédure, FACD/APS demande au sportlf de rester en
position assise, ses pleds touchant le sol, pendant une pérlode d'au moins
10 minutes avant le prélévement de I'dchantilion,

5. Documentation de contréle du d du Passeport
biologique de I'Athléte S

L'ACD/APS utilisera le formulaire de contrdle du dopage propre au PBA, si un
tel formulaire existe. Si ce n'est pas le cas, I'ACD/APS utilisera un formulaire
de contrile du dopage standard et consignera les informations additionnelles
suivantes sur un formulaire correspondant ou sur un formulaire de rapport
supplémentaire. Le sportif et I'ACD/APS signeront ensuite le document.

a) Confirmer que le sportif n'a participé & aucune compétition au cours
des deux heures précédant ke prélévement de I'échantillon sanguin.

b) Le sportif a-t-N participé & une séance d'entrainement ou & une
compétition, ou a-t-Il séjourné dans un Neu se trouvant & une altitude
supéricure & 1 000 métres su cours des deux derniéres semaines? Si
oui, ou en cas de doute, 'ACD/APS doit inscrire le nom de ce lieu et la
durée du séjour. Le niveau d'altitude estimé doit étre indiqué, si cette
Information est connue.

c) Le sportif a-t-ll ey recours & un quelconque dispositif de simulation
d’altitude, notamment une tente ou un masque hypoxique, au cours
des deux derniéres semaines? Si oui, FACD/APS devra fournir le plus
de détails possible quant au type de dispositif utilisé et au contexte
d'utlisation (fréquence, durée, Intensité, etc.).

LAGNES DIECTIICES OPERATIONNELLES POUR LE PASSERONT SIDUOCIQUE DE UATHLETE - versien 3.1 20
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