
SYNTHÈSE 
médecine/sciences 1995; Il: 947-55 

Catherine Lacombe 
Patrick Mayeux 

ADRESSE 
C. Lacombe : maîtTe de conférence, praticien 
lwsfJilalier. Laboratoire d'hématologie, hôpi­
tal Cochin, 27, rue du Faubourg-Saint­
j acques, 75014 Paris, et Inserm U. 363. ·p_ Mayeux : chmlf:é de Techerche au Cnrs. 
Inserm U. 363, 27, rue du Faubourg-Saint­
Jacques, 75014 Paris, France. 

m/s u• 7, vol. 1 1, juillet 95 

L' érythropoïétine 

L'érythropoïétine (Epo) stimule à la fois la prolifération et 
la différenciation des cellules progénitrices érythropoïé­
tiques. Produite principalement dans le rein et le foie, sa 
synthèse est induite par l'hypoxie tissulaire. En cis du gène 
codant pour l'Epo, des séquences géniques déterminent la 
spécificité tissulaire de sa production. Une courte séquence 
d'ADN en 3' du gène joue un rôle d'amplificateur de la 
transcription lorsqu'elle lie le facteur HIF-1 (hypoxia-induced 
factor). Ce facteur ubiquitaire stimule, dans les conditions 
d'hypoxie, la transcription d'autres gènes dans des cellules 
ne produisant pas l'Epo. Le récepteur de l'Epo appartient à 
la superfamille des récepteurs des cytokines. La transmis­
sion intracellulaire du signal relayé par ce récepteur em­
prunte les voies de la PI 3-kinase et de Ras/MAPkinase. Cer­
taines polyglobulies secondaires sont liées à une production 
aberrante d'Epo par des cellules tumorales tandis que les 
polyglobulies primitives et certaines érythrocytoses fami­
liales résultent d'une hypersensibilité du récepteur. Dès son 
apparition sur le marché, l'Epo recombinante est devenue le 
traitement de choix de l'anémie de l'insuffisance rénale 
chronique terminale et préterminale. L'utilisation de cette 
cytokine pour d'autres indications est actuellement envisa­
gée. La thérapie génique par l'Epo est en cours d'étude. 

L ' hém�topoïèse est un phé­
nomene complexe, con­
trôlé positivement et 
négativement par des gly­
coprotéines appartenant à 

la famille des cytokines dont on dé­
couvre de nouveaux membres 
chaque année. Parmi ce� cytokines, 
l 'érythropoïétine (Epo) fait figure de 
pionnier puisque son rôle dans la ré­
gulation de l 'érythropoïèse a été sug­
géré dès 1 906. L'Epo contrôle la pro­
duction des globules rouges dans 
l 'organisme. Il existe une régulation 
très étroite et très stricte entre la 
quantité d'oxygène délivrée aux tis­
sus, la concentration d'Epo sérique 
et le nombre de globules rouges cir-

culants : en cas d 'hypoxie, la synthèse 
d'Epo augmente ainsi que la produc­
tion d'érythrocytes et, inversement, 
la production d'Epo diminue ainsi 
que le nombre de globules rouges en 
cas d'hyperoxygénation tissulaire. Le 
clonage moléculaire du gène de 
l '  Epo a été réalisé en 1 985 et les pre­
miers essais thérapeutiques de la mo­
lécule recombinante dans les ané­
mies de l ' insuffisance rénale ont 
débuté avec succès dès l ' année sui­
vante dans les pays anglo-saxons [ 1 ] .  
Depuis cette époque, de nombreux 
progrès ont été réalisés dans l ' identi­
fication des sites et des cellules qui 
produisent l 'Epo, dans la compré­
hension de la régulation génique par 
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l 'hypoxie, ainsi que dans l 'analyse 
des relations structure-fonctions de la 
molécule. Parallèlement, le récep­
teur de I 'Epo a été cloné et l'étude 
de la transduction du signal induite 
par l 'Epo fait actuellement l'objet de 
nombreuses publications ; cepen­
dant, le mode d'action de cette hor­
mone n'est pas encore parfaitement 
élucidé. Cet article tentera de faire le 
point sur les connaissances récentes 
concernant I 'Epo, son récepteur et 
certains aspects thérapeutiques. 

1 Sites de production 
et cellules responsables 
de la synthèse d'Epo 

On sait depuis bien longtemps que 
l 'hypoxie est le stimulus qui dé­
clenche la production d'Epo au ni­
veau des organes producteurs : rein 
et foie essentiellement. Les cellules 
produisant I 'Epo dans le rein ont été 
identifiées en 1988 comme une sous­
population de cellules interstitielles 
péritubulaires situées dans le cortex 
rénal et la médullaire externe (m/s 
n ° 2, vol. 4, p. 128) [ 1 -3] . Toutefois, 
certains auteurs ont décrit une pro­
duction d'Epo par les cellules tubu­
laires proximales. Depuis, de nom­
breux protocoles expérimentaux ont 
été développés pour tenter de mieux 
caractériser et d'isoler ces cellules. 
En particulier, le groupe de Raftcliffe 
en Angleterre a établi des souris 
transgéniques pour un gène d'Epo 
murine fusionné à l 'antigène T de 
SV40, et contenant les séquences ré­
gulatrices situées de part et d'autre 
du gène de I 'Epo sur lesquelles nous 
reviendrons. Le but était double : 
suivre l 'expression de l'antigène mar­
queur T de SV40 (Ag T) et son éven­
tuelle régulation par l 'hypoxie, obte­
nir des tumeurs et établir des lignées 
productrices d'Epo selon le procédé 
d'oncogenèse ciblée. Cette approche 
a montré l 'existence dans le cortex 
rénal de cellules péritubulaires posi­
tives pour l 'antigène T de SV40, pré­
sentes également dans la médullaire 
externe après induction par l 'hy­
poxie. Ces cellules sont positives 
pour une enzyme, la 5'-nucléotidase 
(S 'NT) , marqueur d'une sous-popu­
lation de cellules interstitielles du 
rein ou fibroblastes de type 1 [ 4] . 
Ainsi, il semble qu'au niveau du rein, 
la synthèse d'Epo soit réalisée par 

une population spécialisée de cel­
lules interstitielles fibroblastiques. I l 
est, par ailleurs, intéressant de noter 
que la tentative d'oncogenèse ciblée 
avec l 'antigène T de SV40 n'a abouti 
ni à la formation de tumeurs rénales, 
ni à l'établissement in vitro de lignées 
cellulaires produisant de I 'Epo. Une 
explication proposée par les auteurs 
serait la stricte régulation du transgè­
ne in vivo par l 'hypoxie qui prévien­
drait une forte expression cellulaire 
de l'antigène T et, par conséquent, la 
tumorisation. 
L' identification des cellules synthéti­
sant I 'Epo dans le foie a été plus dif­
ficile en raison de la plus faible quan­
tité d'Epo produite par cet organe. 
Deux populations cellulaires dis­
tinctes semblent sécréter l 'hormone : 
les cellules majoritaires sont des hé­
patocytes distribués autour des veines 
centro-lobulaires du foie ; il existe 
également un contingent plus faible 
de cellules interstitielles positives en 
hybridation in situ pour la synthèse 
d'ARN messager d'Epo. Récemment, 
ces cellules interstitielles hépatiques 
ont été identifiées : il s'agit des cel­
lules de I to, situées en position péri­
sinusoïdale dans les espaces de Disse 
[5] . Il existe des analogies entre les 
cellules de I to du foie et les cellules 
rénales fibroblastiques de l'inter ti­
tium : leur situation anatomique en 
contact étroit avec les hépatocytes ou 
les cellules tubulaires rénales, leur 
positivité pour la desmine et pour le 
marqueur 5' T, dont l 'expression 
augmente également en réponse à 
l 'hypoxie. 

Autres sites de production de l'Epo 
De I'ARN messager d'Epo a été dé­
tecté par test de protection à la RNa­
se chez le rat u·ès hypoxique au ni­
veau des testicules, de la rate et enfin 
du cerveau. La signification physiolo­
gique de ces résultats est inconnue, 
les quantités d'Epo produites sont né­
gligeables en comparaison des contri­
butions rénale et hépatique et il est 
clair que l 'hématocrite ne peut jamais 
être maintenu à son taux normal en 
l 'absence de rein. Par ailleurs, I 'Epo 
produite dans le cerveau ne passerait 
pas dans la circulation à cause de la 
barrière hémato-encéphalique, et de­
vrait donc avoir un rôle local. Cette 
production locale d'Epo dans le cer­
veau vient d'être confirmée par une 
équipe japonaise [6] : ce sont les as-
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trocytes qui sécrètent l 'hormone ; cet­
te production cérébrale d'Epo est 
aussi stimulée par l 'hypoxie. 

1 Régulation 
de l'expression 
du gène de I'Epo 

Bases moléculaires de la régulation 
du gène par l'hypoxie 
L'hypoxie induit la transcription du 
gène de l 'Epo dans un délai de deux 
heures, puis la sécrétion immédiate 
de la protéine nouvellement synthéti­
sée. En effet, il n'y a pas de réserve 
intracellulaire d'Epo préexistante. 
Aucune lignée de cellules rénales ne 
produit de l 'Epo mais des lignées cel­
lulaires humaines dérivées d'hépa­
tomes, comme Hep3B et HepG2, sé­
crètent de I 'Epo. Ces cellules sont 
capables de détecter les variations 
d'oxygène et d'augmenter leur pro­
duction d'Epo en réponse à l 'hy­
poxie ; elles constituent donc un ex­
cellent modèle pour étudier les 
mécanismes de régulation du gène 
de I 'Epo. 
Il existe au niveau des cellules pro­
ductrices d'Epo, ou dans leur envi­
ronnement immédiat, un système 
permettant de déceler les variations 
d'oxygène (oxygen sensor). En 1 988, 
un modèle de régulation de l 'expres­
sion du gène de I 'Epo a été proposé 
par Goldberg et al. [ 7] . Selon les au­
teurs, cette régulation mettrait en jeu 
une protéine renfermant un groupe­
ment prosthétique héminique (m/s 
n o  4, vol. 5, p. 262). Lorsque la 
concentration tissulaire en oxygène 
est élevée, cette protéine héminique 
adopterait une conformation « oxy , ,  
inactive. La diminution de la concen­
tration d'oxygène la ferait passer à 
une conformation << désoxy ,, active. 
Cette hypothèse très séduisante n'a 
été ni confirmée n i  infirmée car au­
cune protéine transactivatrice du 
gène de l 'Epo n'a encore été ni iso­
lée ni clonée. 
L'étude des séquences géniques pro­
motrices et/ou amplificatrices qui 
confèrent une réponse, aussi bien à 
l 'hypoxie qu'au chlorure de cobalt, a 
été entreprise par divers groupes ; 
des sites consensus de réponse aux 
hormones thyroïdiennes ont été dé­
crits en 5' et 3' du gène. Ces sites 
pourraient rendre compte de l 'action 
de ces hormones sur la production 
d'Epo en réponse à I 'hypoxie. Mais 
m/s ,• ï, vol. I l, juilkt 95 

l 'avancée majeure dans ce domaine a 
été la mise en évidence par plusieurs 
équipes d'une courte séquence 
d'ADN de 50 nucléotides, située en 
3' du gène immédiatement après le 
site de polyadénylation et ayant un 
rôle d'amplification de la transcrip­
tion durant l 'hypoxie. Cette région 
amplificatrice multiplie par 20 la 
transcription du gène de I 'Epo dans 
des cellules Hêp 3B cultivées sous 
une atmoS):>hère contenant 1 %  
d'oxygène. Semenza décrivit l 'année 
suivante un facteur HIF-1 pour hy­
poxia-induced factor, synthétisé lors de 
l 'hypoxie ou d'une stimulation par le 
chlorure de cobalt, et qui se fixe spé­
cifiquement sur ce enhancer [8] . Le 
clonage du gène codant pour cette 
protéine n'est pas encore réalisé, 
mais on pense que son poids molécu­
laire serait voisin de 1 20 kDa. De 
façon intéressante, cette protéine 
HIF- 1  est en réalité présente et in­
ductible par l 'hypoxie dans toutes les 
cellules de mammifères et pas seule­
ment dans les cellules productrices 
d'Epo [9] . D'une part, cela implique 
que, outre la transactivaction par la 
protéine HIF-1 , la production d'Epo 
nécessite d'autres mécanismes assu­
rant la spécificité tissulaire restreinte 
de l 'expression du gène ; d'autre 
part, la protéine HIF- 1 ,  ubiqui taire, 
pourrait transactiver d'autres gènes 
cellulaires également réglables par 
l 'hypoxie. Il viei1t d'être publié, en 
effet, que deux autres gènes, celui de 
la phosphoglycérate kinase 1 et celui 
de la lactate déshydrogénase A, sont 
activés par l 'hypoxie et possèdent des 
séquences de fixation pour HIF-1 si­
tuées dans les régions promotrices de 
ces deux gènes, et non dans les ré­
gions enhancer en 3' comme pour 
I 'Epo [ 1 0 ] .  Les mécanismes de ré­
ponse à l 'hypoxie semblent donc être 
assez ubiquitaires et pourraient être 
impliqués dans la régulation de nom­
breux gènes ; en ce qui concerne 
l 'expression du gène de l 'Epo, l' isole­
ment et le clonage d'HIF-1  sont 
maintenant nécessaires pour savoir si 
HIF- 1  correspond bien à l 'entité dé­
crite comme l' oxygen sensor. 

Séquences géniques en cis détermi­
nant la spécificité tissulaire de la pro­
duction d'Epo 
Bien longtemps avant le clonage du 
gène, le site de production essentiel 
de l 'Epo avait été localisé dans le rein 

de l 'animal adulte ; le foie fœtal et le 
foie adulte sont aussi capables de syn­
thétiser la protéine, comme nous 
l 'avons vu. Pour étudier les méca­
nismes déterminant la spécificité tis­
sulaire d 'expression du gène de 
l 'Epo, des souris transgéniques ont 
été établies avec des transgènes hu­
mains d'Epo comportant des lon­
gueurs variables de séquences flan­
quantes en 3'  et 5' du gène. Ces 
souris exprimaient le transgène dans 
des organes différents selon les 
constructions, et étaient plus ou 
moins polyglobuliques en fonction 
des organes producteurs. Trois sé­
quences d'ADN gouvernant l 'expres­
sion tissulaire du gène de l 'Epo ont 
été ainsi déterminées : une région de 
6 kb située en 5' du gène de l 'Epo 
( RE : negative regulatory element) inhi­
be l 'expression ubiquitaire non spéci­
fique du gène de l 'Epo. L'expression 
hépatique du gène nécessite une ré­
gion de 0,4 kb ( LIE : liver inducibility 
element) située immédiatement en 5 '  
du  gène alors que l 'expression rénale 
requiert une région de 8 kb située de 
- 14 à -6 kb en 5' du gène (KIE : kid­
ney inducibûity element) . De plus, une 
région de 0,7 kb située en 3'  est né­
cessaire à la régulation par l 'hypoxie 
[ 1 1 ] (figure 1). 
Il semble donc qu'une longue sé­
quence régulatrice d 'ADN située à 
plus de 6 kb en 5' du site d' initiation 
du gène soi t  indispensable pour l 'ex­
pression rénale du gène de l ' Epo. 
Par ailleurs, la région enhancer 3' 
contenant le site de fixation de HIF-1 
conditionne la régulation par l 'hy­
poxie. De façon surprenante, un ar­
ticle récent [ 1 2 ]  localise la produc­
tion d'Epo dans les cellules 
tubulaires rénales en utilisant un mo­
dèle de souris transgéniques ne 
contenant aucune de ces deux sé­
quences régulatrices du gène de l 'Epo. 1 Relations 

structure-fonction 

La plupart des facteurs de croissance 
hématopoïétiques semblent avoir 
une structure tridimensionnelle simi­
laire faite de quatre hélices a antipa­
rallèles, bien que ces protéines ne 
soient pas analogues au niveau de 
leur séquence en acides aminés (figu­
re 2). Ces cytokines se lient à des ré­
cepteurs spécifiques qui pré sen te nt 
également de nombreuses analogies 
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Figure 1. Régulation du gène de /'Epo. A. Séquences d'ADN génomique im­
portantes pour l'expression spécifique du gène dans le rein (K/E : kidney in­
ducibi l ity element), dans le foie (LIE: l iver inducib i l ity element), et la séquen­
ce qui inhibe l'expression du gène dans les autres organes (NRE: negative 
regulatory element). La séquence consensus de fixation de la protéine HIF- 7 
( hypoxia-induced factor) localisée en 3' du gène est aussi indiquée. B. Diffé­
rents transgènes micro-injectés aux souris : hématocrite de ces animaux et 
expression du transgène dans le foie et le rein {25]. 

structurales et appartiennent à la 
<< superfamille des récepteurs des hé� 

matopoïétines " [ 1 3 ,  1 4] .  La cristalli­
sation de I 'Epo n'a pas encore pu 
être obtenue, probablement à cause 
de l ' importance de la partie gluci­
dique de la molécule (39 %) et de 
l 'hétérogénéité de ces chaînes gluci­
diques. Cependant, un modèle de 
structure tertiaire a été établi [ 1 5] .  
Selon ce modèle, I 'Epo adopterait la 
même structure que les autres cyto­
kines. La structure en quatre hélices 
antiparallèles est stabilisée par un 
pont disulfure reliant les extrémités 
amino- et carboxy-terminales de la 
molécule. Comme nous l 'avions déjà 
mentionné [ 1 ] ,  i l  n 'y a pas de spécifi­
cité d'espèce dans l 'activité biolo­
gique de l 'Epo chez les mammifères. 
Le degré de similitude de la protéine 
est en effet de 82 % à 9 1  % selon les 
espèces ; il existe, en particulier, une 
conservation du pont disulfure liant 
les extrémités amino- et carboxy-ter­
minales, des sites de N-glycosylation 
et des régions correspondant aux hé­
lices a [ 1 6] .  En revanche, le facteur 
stimulant I'érythropoïèse chez les oi­
seaux est vraisemblablement de struc­
ture assez différente puisque les ten­
tatives de clonage de cette molécule 
par hybridation avec le gène de l 'Epo 
de mammifère ont toutes échoué. 
Le modèle de structure tertiaire a été 
vérifié par Boissei et al., à l 'aide de 
mutations dans les régions impor-

tantes de la molécule [ 15] . Les 
quatre hélices présomptives et un 
seul pont disulfure (cystéines 7 à 
1 6 1 )  sont indispensables pour l 'acti­
vité biologique, les régions amino- et 
carboxy-terminales peuvent être mo­
difiées sans perte de cette activité. 
Des mutations ponctuelles ont été 
réalisées dans les régions correspon­
dant aux hélices dans le but de déter­
miner les zones d' interaction avec le 
récepteur. Un petit nombre d'acides 
aminés, Arg 1 4, Argl03, Ser l 04 et 
Gly 1 5 1 ,  sont essentiels à l 'activité bio­
logique de la molécule [ 1 7] .  Ces ré­
sultats permettent de situer deux do­
maines fonctionnels distincts de 
I 'Epo qui représenteraient les zones 
de fixation du récepteur (figure 2), 
modèle très semblable à celui obtenu 
pour d 'autres cytokines. Ces travaux 
ont également pour but de créer une 
protéine à activité biologique aug­
mentée qui serait plus efficace en 
thérapeutique. 

1 Le récepteur de /'Epo 

Expression 
Les cellules répondent à l 'Epo par 
l ' intermédiaire de récepteurs de sur­
face spécifiques. Les progéniteurs 
érythroïdes sont les cibles princi­
pales, les récepteurs étant présents 
sur un continuum de cellules allant 
des BFU-E mûres aux érythroblastes, 
avec un maximum sur les CFU-E et 
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Figure 2. Modèle de structure tridimensionnelle de I'Epo montrant les quatre 
hélices et les boucles de raccordement. Les domaines fonctionnels impor­
tants pour l'interaction avec le récepteur sont représentés par les zones ha­
churées. (D'après [30].) 

les proérythroblastes. Il existe des li­
gnées érythroïdes humaines et mu­
rines établies en culture continue in 
vitro qui expriment à leur surface des 
récepteurs de I 'Epo (Epo-R) et qui 
sont des modèles expérimentaux pré­
cieux car d'utilisation facile ; parmi 
ces lignées, certaines dépendent 
d'Epo pour leur prolifération et/ou 
leur différenciation, leurs récepteurs 
de surface sont donc fonctionnels ; 
tandis que d'autres lignées, dérivées 
d'érythroleucémies murines en parti­
culier, ne répondent pas à l 'hormo­
ne. Une revue détaille les types cellu­
laires ayant des Epo-R à leur surface 
[ 1 8] .  
Des Epo-R ont été décrits à la surface 
m/s n• 7, vol. I l, juilkl 95 

des mégacaryocytes ; cela n'est pas 
surprenant puique l 'Epo joue un rôle 
in vitro dans la croissance des colo­
nies dérivées des CFU-MK et qu'on a 
décrit plusieurs lignées continues éta­
blies in vitro exprimant à la fois les 
deux phénotypes érythrocytaire et 
mégacaryocytaire ; cela suggère qu'il 
existe très probablement un progéni­
teur bipotent commun aux deux li­
gnées. Le débat est relancé depuis le 
clonage de la thrombopoïétine 
(TPO) [ 19] qui s'avère être le l igand 
du proto-oncogène c-Mpl apparte­
nant à la famille des récepteurs de cy­
tokines (m/s n o  1, vol. 10, p. 1 14). La 
thrombopoïétine est une protéine de 
353 acides aminés dont la partie N-

terminale présente plus de 25 % de 
similitude avec I 'Epo, et une protéine 
tronquée ne contenant que cette par­
tie homologue entre les deux cyto­
kines est parfaitement active [20] . 
Ces communautés structurales entre 
Epo et TPO font  supposer que cer­
tains relais en aval (chaîne accessoire 
d'un récepteur ou molécule de trans­
duction du signal) pourraient être 
communs aux deux lignées. 
Des Epo-R ont été mis en évidence 
sur le placenta de rat et de souris, ils 
pourraient jouer un rôle dans le 
transport de l 'Epo au fœtus ; les pla­
centas humain et de mouton en sont, 
en revanche, dépourvus. La présence 
d'Epo-R sur les cellules endothéliales 
des veines ombilicales humaines 
vient d'être confirmée [ 2 1 ] ; ce ré­
cepteur est aussi exprimé dans les 
cellules souches embryonnaires, cel­
lules ES, qui sont des cellules pluri­
potentes encore non différenciées 
[22] . Enfin, i l a été rapporté récem­
ment que des cellules d 'origine neu­
ronale comme PC1 2  et SN6 possé­
daient des Epo-R d'affinité cent fois 
plus faible que celle des Epo-R expri­
més sur les cellules érythroïdes [23] . 
Nous reviendrons sur ces récepteurs 
à localisation non érythroïde dans le 
chapitre consacré au mode d'action 
de I 'Epo. 
Une caractéristique commune à ces 
récepteurs de facteurs de croissance 
hématopoïétiques est qu' ils sont pré­
sents en petit nombre à la surface des 
cellules cibles (de 1 000 habituelle­
ment à 1 0 000 au maximum) .  En 
1 989, une chaîne de l 'Epo-R de sou­
ris a été clonée par D 'Andrea [24] ; il 
s'agit d 'une protéine de 66 kDa, de 
type I passant une fois la membrane, 
fixant I 'Epo et appartenant à la famil­
le des récepteurs de cytokines déjà 
décrite [ 1 3, 1 4] .  L'ADNe murin a 
permis de cloner l'ADNe humain et  
le  gène humain. 

Structure 
Certaines données expérimentales 
suggèrent que le récepteur natif situé 
à la surface des progéniteurs éry­
throïdes est un complexe multimé­
rique et que, outre la chaîne clonée 
de I 'Epo-R de 66 kDa, il existe des 
chaînes accessoires donnant au com­
plexe hormone-récepteur une masse 
moléculaire d'environ 330 kDa [ 25] . 
Ces résultats sont confirmés par des 
expériences de pontage chimique à 
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la surface de cellules érythroïdes 
entre de 1' 1 251-Epo et le récepteur, et 
qui montrent la présence de u·ois 
protéines de 66, 85 et 1 00 kDa. 
L'identification de ces différentes 
protéines est encore l 'objet de nom­
breuses études. Il paraît clair à l 'heu­
re actuelle que la p66 correspond à 
la chaîne clonée de l 'Epo-R, que les 
chaînes p 1 00 et p85 qui pourraient 
dériver l 'une de l 'autre ne  correspon­
dent pas à une forme hyperglycosylée 
de p66, et ne sont pas reconnues par 
un anticorps dirigé contre la chaîne 
clonée [26] . Ces deux chaînes acces­
soires de 85 et 1 00 kDa sont pré­
sentes sur tous les progéniteurs éry­
throïdes, mais leur clonage s'avère 
très difficile car ces protéines ne 
fixent pas l 'Epo. 
Il est actuellement admis que cer­
tains récepteurs de cytokines, comme 
le récepteur du G-CSF et celui de 
l 'hormone de croissance, sont biolo­
giquement actifs sous la forme d'ho­
modimères ; il semble que la p66 de 
l 'Epo-R se dimérise également. En ef­
fet, une mutation ponctuelle (Arg1 29 
--+ Cys) dans la partie extracellulaire 
du récepteur provoque sa dimérisa­
tion par la création d'un pont disul­
fure interchaîne et entraîne son acti­
vation constitutive en l 'absence de 
ligand [27] . En fait, il semble que la 
structure multimérique des récep­
teurs de cytokines puisse être plus 
complexe que cela avait d'abord été 
supposé. Ainsi, le récepteur de l ' IL-6 
est un hexamère, formé de deux mo­
lécules d'IL-6, de deux molécules de 
récepteur de l ' IL-6 et de deux molé­
cules de gp l 30.  Par analogie, le ré­
cepteur de l 'Epo pourrait être consti­
tué d'un dimère de p66 associé à une 
molécule de p85 et une molécule de 
p l OO. La constatation fai te par une 
équipe japonaise que les domaines 
extracellulaires des récepteurs déter­
minent les relais intracellulaires de 
transduction du signal [28] renforce 
encore l 'hypothèse de l ' intervention 
d'une ou plusieurs autres chaînes. 1 Activités biologiques 

de I'Epo 

Les différentes tyrosine kinases et les 
autres relais intracellulaires activés 
par les récepteurs de cytokines, dont 
celui de l 'Epo, ont été décrits récem­
ment dans cette revue [ 14] . Bien que 
l 'Epo-R ne possède pas d'activité ty-

rosine kinase intrinsèque, sa stimula­
tion dans les cellules hématopoïé­
tiques s'accompagne de sa propre 
phosphorylation ainsi que de celle 
d'autres protéines cytoplasmiques 
[29] . La tyrosine kinase Jak2 s'associe 
à la région cytoplasmique juxtamem­
branaire de l 'Epo-R. Son activation 
est indispensable pour la proliféra­
tion cellulaire induite par l 'Epo [30] . 
Une région plus distale du récepteur 
est impliquée dans la fixation de la 
PI-3 kinase. La voie Ras/MAP kinase 
est également activée par l 'Epo. La 
tyrosine phosphatase PTP l C  serait as­
sociée à la région C-terminale de 
l 'Epo-R après fixation de l 'Epo et 
pourrait êu·e responsable de l ' inacti­
vation secondaire du récepteur. 
Les relais intracellulaires activés par 
l 'Epo commencent donc à être 
mieux connus mais la régulation par 
l 'Epo des flux de progéniteurs éry­
throïdes demeure cependant mal 
comprise. En 1 990, Koury et Bondu­
rant ont proposé un contrôle de la 
production des érythrocytes par 
l 'Epo circulante où la cytokine agirait 
uniquement en inhibant  l 'apoptose 
des progéniteurs présents, leur per­
mettant ainsi de s'engager vers une 
différenciation érythroïde [ 31 ] .  Ce­
pendant, l 'Epo semble également in­
ductrice de la prolifération cellulaire 
et de la différenciation érythroïde ; 
de nombreux modèles expérimen­
taux sont actuellement étudiés pour 
analyser les domaines du récepteur 
et les voies de transduction du signal 
qui contrôlent le couple proliféra­
tion-différenciation. La transmission 
d'un signal de prolifération sous l 'ac­
tion de l 'Epo a été étudiée dans les 
cellules lymphoblastoïdes Ba/F3 ou 
dans des cellules comme 32D ou DAI 
qui sont dépendantes de l ' IL-3 et ca­
pables de répondre à l 'Epo après 
transfection de la chaîne clonée 
(p66) de l 'Epo-R. Dans ces différents 
modèles cellulaires, il apparaît que 
l ' intégrité du domaine cytoplasmique 
juxtamembranaire est indispensable 
pour la prolifération cellulaire ; en 
revanche, ni la région carboxy-termi­
nale du récepteur, ni les différentes 
tyrosines qui assurent la phosphoryla­
tion de ce récepteur ne semblent in­
dispensables pour la prolifération 
[32] . L'étude du signal de différen­
ciation induit par l 'Epo est plus diffi­
cile à réaliser et devra envisager des 
manipulations de l 'Epo-R dans les 
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cellules érythroïdes, cibles speCI­
fiques et physiologiques de l 'Epo. 
Le mode d'action de l 'Epo s'élargit 
et devient pléïotrope : en effet, com­
me nous l 'avons vu, les messagers de 
l 'Epo et de son récepteur ont été mis 
en évidence par RT-PCR dans les cel­
lules ES, dans les embryons de souris 
et également dans le cerveau. Il a été 
montré que l 'Epo, ainsi que d'autres 
cytokines hématopoïétiques, avaient 
un effet trophique sur les neurones 
cholinergiques in vivo et in vitro ; les 
facteurs hématopoïétiques ont donc 
peut-être aussi un rôle neurotro­
phique. Rappelons que le récepteur 
du facteur neurotrophique ciliaire 
ou CNTF fai t  partie de la famille des 
récepteurs de cytokines. 1 Pathologie de I'Epo 

et de son récepteur 

L'Epo et/ou son récepteur sont di­
rectement impliqués dans certains 
désordres de l 'érythropoïèse. 

Anémies 
Tous les patients ayant une insuffi­
sance rénale majeure étaient ané­
miques par défaut de production 
d'Epo jusqu'à la mise en place du 
traitement par la molécule recombi­
nante (m/s no 4, vol. 3, p. 244). Dans 
les anémies associées à des infections 
chroniques, des maladies inflamma­
toires, des cancers, le taux d'Epo est 
en général moins élevé que dans des 
anémies par carence martiale de 
même degré ; i l  a été montré qu'en 
effet certaines cytokines toujours pré­
sentes dans les syndromes inflamma­
toires comme l ' IL- l a, IL- l �, le TNFa 
et le TGFP inhibaient  la production 
d'Epo. En outre, le TNF et l ' interfé­
ron p exercent aussi un effet inhibi­
teur direct sur les précurseurs éry­
throïdes [33] . 

Polyglobulies 
A côté des polyglobulies secondaires, 
dans lesquelles le taux d'Epo est aug­
menté en réponse à l 'hypoxie tissu­
laire comme c'est le cas dans les in­
suffisances cardiorespiratoires, il existe 
des polyglobulies associées à des tu­
meurs d'origine diverse. L'Epo est 
alors sécrétée par les cellules tumo­
rales comme cela a été montré par 
des techniques d 'hybridation in situ 
dans des adénocarcinomes du rein et 
également dans de rares cas d'hé-
mis n • 7, vol. 1 1, juillet 95 

mangioblastomes et de méningiomes 
(m/s no 6-7, vol. 9, p. 81 7) [34, 35] . 
Ces cellules tumorales ne sont pas 
celles qui produisent normalement la 
cytokine et cette production aberran­
te est mal comprise et semble liée au 
processus de tumorisation. 
Dans la polyglobulie de Vaquez, les 
taux d'Epo son t  bas, la prolifération 
anormale des progén iteurs érythroï­
des est due à leur hypersensibilité 
aux facteurs de croissance hémato­
poïétiques. Les études faites jusqu'à 
présent  n'ont pas décelé de muta­
tions de la chaîne connue p66 du ré­
cepteur de l 'Epo, ce qui n 'exclut pas 
l 'existence d'anomalies au niveau des 
chaînes accessoires du récepteur ou 
de protéines en aval qui participent à 
la transmission du signal. 
Récemment, une érythrocytose fami­
liale à caractère dominant a été décri­
te en Finlande, dans laquelle tous les 
sujets atteints présentaient une muta­
tion ponctuelle de l 'Epo-R condui­
sant à l 'élimination des 70 acides ami­
nés C-terminaux de ce récepteur et à 
son hypersensibilité à l 'Epo. Un des 
membres de cette famille, dont le 
taux d'hémoglobine oscillait entre 
200 et 236 g/l, est triple champion 
olympique de ski de fond [36] . 

Érythroleucémies 
La mutation en cystéine de l 'arginine 
1 29 située dans la région extracellu­
laire du récepteur de l 'Epo entraîne 
une activation du récepteur en l 'ab­
sence de ligand. Cette forme consti­
tutivement activée du récepteur est 
capable de provoquer des érythroleu­
cémies chez des souris sensibles [37] . 
Des réarrangements du gène de 
l 'Epo-R entraînant sa surexpression 
ont aussi été m is en évidence dans 
des lignées érythroleucémiques mu­
rines et humaines [38] . Toutefois, 
cette surexpression du récepteur n'a 
pas été retrouvée dans des érythro­
leucémies de novo et son rôle on­
cogénique reste à établir. Enfin,  la 
prolifération de certaines cellules éry­
throleucémiques pourrait mettre en 
jeu un processus autocrine de pro­
duction d 'Epo [39] . 

1 Traitement par I'Epo 

Rapidement après le clonage du 
gène, l 'Epo a été utilisée sous forme 
de protéine recombinante en théra­
peutique. La production d'Epo étant 

essentiellement  d'origine rénale, la 
première i ndication fut en  toute lo­
gique le traitement de l 'anémie de 
l ' insuffisance rénale chronique ter­
minale et pré terminale (m/s n o  4, 
vol. 3, p. 244) [ 40] . Cette thérapeu­
tique s'avéra très efficace à condition 
de l 'associer à un traitement par le 
fer afin de restaurer un stock suffi­
sant pour l '  érythropoïèse ; elle per­
mit d'améliorer nettement la qualité 
de vie de ces patients. Ce traitement 
n'a jamais entraîné l 'apparition d'an­
ticorps dirigés contre l 'Epo recombi­
nante, et l ' administration d 'Epo en 
sous-cutané a ensuite permis de ré­
duire les doses pour une efficacité 
comparable. 
Les anémies associées à des << mala­
dies chroniques '' telles que rhumatis­
me inflammatoire, cancer, myélome 
pourraient bénéficier d 'un traite­
ment par l 'Epo recombinante. Le 
taux d'Epo endogène mesuré dans 
ces situations est plus bas que chez 
des patients présentant une anémie 
équivalente due à une carence mar­
tiale. En effet, certaines cytokines in­
flammatoires comme l ' ILl ,  le TNFa 
et l ' interféron p son t  présen tes chez 
ces malades et agissen t  comme 
suppresseurs de la production d 'Epo 
mais aussi de l 'érythropoïèse. Dix-huit 
protocoles thérapeutiques conduits 
en double aveugle et contre un  pla­
cebo ont montré l ' in térêt du traite­
ment par l ' Epo pour la correction de 
l 'anémie et la réduction des besoins 
transfusionnels chez 32 % à 85 % des 
patients ; cette variation dans la ré­
ponse s'explique par les critères dif­
férents inclus dans les protocoles. I l  
faut noter que ce  traitement n 'a ja­
mais stimulé, n i  in vitro n i  in vivo, la 
prolifération des cellules tumorales 
comme on aurait pu le craindre puis­
qu'une équipe japonaise avait mis en  
évidence la présence de  récepteurs 
de l 'Epo sur une lignée de cellules 
myélomateuses. Toutefois, une telle 
indication n 'est pas actuellement re­
connue par les autorités d'enregistre­
ment. 
Les anémies du SIDA peuvent aussi 
bénéficier de l 'Epo recombinante 
avec d'autant plus de chances de 
succès (autour de 40 %) que le 
taux d'Epo endogène est inférieur à 
500 U /1. Dans les myélodysplasies, 
qui survien nent chez des sujets âgés 
et s'accompagnent de cytopénies im­
portantes, l 'essai de traitement par 
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l 'Epo seule, en général à doses éle­
vées, n'entraîne une stimulation éry­
throïde que chez 1 5 % à 20 % des pa­
tients, tandis que le taux de réponse 
s'élève à 42 % quand on associe l 'Epo 
et le G-CSF. Chez les prématurés ané­
miques de moins de 1 500 g, un trai­
tement par I'Epo dès les premiers 
jours après la naissance semble bien 
supporté et réduit de façon significa­
tive le recours aux transfusions (m/s 
n o  10, vol. 3, p. 619) [41 ] .  
En dehors des anémies, une indica­
tion intéressante pourrait être l 'au to­
transfusion. Les reprises d' interven­
tions orthopédiques, en particulier, 
nécessitent un support transfusion­
ne! important que les patients ne 
peuvent souvent fournir en transfu­
sion autologue, car l 'anémie provo­
quée par les quelques dons de sang 
ne suffit habituellement pas à aug­
menter efficacement le taux d'Epo 
endogène. Des études préliminaires 
montrent que l 'administration d'Epo 
dans les programmes de transfusion 
autologue pourrait augmenter le 
nombre d'unités collectées et donc Ii­
miter Je recours aux transfusions hé­
térologues avec les risques que cela 
comporte [ 42] . 
Une alternative au traitement par in­
jections d'Epo recombinante pour­
rait être la thérapie génique par 
l 'Epo (m/s no 3, vol. 11, p. 495). C'est 
théoriquement réalisable puisque la 
reconstitution de souris irradiées 
avec des cellules médullaires infec­
tées par une construction rétrovirale 
contenant l'ADNe de I 'Epo entraîne, 
chez les animaux receveurs, une po­
lyglobulie fatale en quelques mois, at­
testant de l 'efficacité du système ; en 
outre, aucune transformation ma­
ligne n'a été mise en évidence chez 
ces animaux. Cette thérapie génique 
par 1'-Epo pourrait être intéressante 
dans le traitement des maladies de 
l 'hémoglobine comme la [3-thalassé­
mie et/ ou la drépanocytose homozy­
gotes où la stimulation de la synthèse 
d'hémoglobine fœtale peut compen­
ser, au moins partiellement, l ' insuffi­
sance de production de chaînes de 
[3-globine adulte. Des injections itéra­
tives d'Epo, associées à un traitement 
par l 'hydroxyurée, se sont en effet 
avérées efficaces dans la drépanocyto­
se. L'équipe de Beuzard ( Inserm 
U. 99, Créteil, France) a donc testé 
cette approche de thérapie génique 
< <  indirecte ,, et montré qu'un rétrovi-

rus contenant l 'Epo et exprimé dans 
les cellules hématopoïétiques de sou­
ris [3-thalassémiques, était capable 
d'améliorer le syndrome thalassé­
mique et, dans certains cas, de nor­
maliser l 'hématocrite. D 'autres vec­
teurs comme les adénovirus, ou de 
nouveaux systèmes de transfert de 
gènes tels que les fibroblastes auto­
logues génétiquement modifiés et 
implantés dans la cavité péritonéale 
de la souris peuvent également pro­
duire de l 'Epo in vivo et pendant plu­
sieurs mois [ 43] . 
L'avantage de cette méthode sur les 
injections d'Epo serait d'obtenir une 
correction à long terme et de réduire 
le coût du traitement. Le problème 
est cependant de régler les quantités 
d'Epo délivrées à l 'organisme en 
fonction de l 'anémie ; dans ce but, 
les mécanismes de régulation de l 'ex­
pression génique par l 'hypoxie doi­
vent être compris et seront peut-être 
secondairement utilisés pour modu­
ler l 'expression du gène. Ces nou­
velles perspectives thérapeutiques 
sont bien entendu très attrayantes 
mais les applications en clinique hu­
maine demanderont probablement 
l 'adjonction de séquences régula­
trices spécifiques du gène de l 'Epo 
afin de contrôler plus finement ce 
traitement hormonal • 
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Summary 
Erythropoietin 

Erythropoiesis is regulated by ery­
thropoietin (Epo) , a glycoprotein 
hormone which promotes the proli­
feration and différentiation of ery­
throid progenitor cells. Epo pro­
duction is tightly regulated by 
hypoxia ; the amount of oxygen de­
livered by erythrocytes to the tissues 
determines the plasma Epo concen­
tration, and in turn, the Epo 
concentration controls the rate of 
erythrocyte production. Epo is 
mainly produced in the kidney and 
in the liver in response to hypoxia. 
In situ hybridization studies suggest 
that in the kidney, Epo mRNA is lo­
calized in a subset of peritubular 
cells positive for ecto-5'-nucleotida­
se which is expressed on renal in­
terstitial fibroblast-like cells. In the 
liver, Epo is produced in hepato­
cytes surrounding the hepatic 
veins, and in Ito cells. Other minor 
sites of production include spleen, 
testis and brain. Epo-producing 
cells are able to sense oxygen ten­
sion and respond to hypoxia with 
an increased rate of Epo gene 
transcription. Cis-acting DNA se­
quences regulating tissue-specifie 
human Epo gene-expression have 
been localized using transgenic 
mice. Analysis of the molecular ba­
sis for hypoxia-inducibility trans­
cription of the human Epo gene 
has permitted identification of an 
hypoxia-inducibility factor 1 (HIF-
1 )  found only in hypoxic ex tracts, 
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which bound to an enhancer re­
gion located 3' to the Epo polyade­
nylation site. Furthermore, this oxy­
gen-sensing system is not restricted 
to Epo expression and is able to re­
gulate other genes in cells not spe­
cialized for the production of Epo. 
Different mutagenesis experiments 
have identified functionally impor­
tant domains on the surface of the 
Epo molecules, at sites comparable 
with those established for other cy­
tokines. The receptor for erythro­
poietin ( Epo-R) has been cloned 
and belongs to the cytokine recep­
tor superfamily. In addition to the 
p66 cloned chain of the Epo-R, two 
85 and 1 00 kDa associated proteins 
have been described after cross lin­
king with 1251-Epo on erythroid ce lis ; 
these two latter proteins remain to 
be identified. Intracellular pathways 
activated by Epo have been extensi­
vely studied ; nevertheless it is still 
not known if the cytoplasmic region 
of the receptor contains both grow­
th-promoting activity and a specifie 
differentiation activity. In erythroid 
disorders, autosomal dominant pri­
mary familial erythrocytoses have 
been described with mutations in 
the regulatory domain of the Epo-R 
gene, whereas polycythemia and/ or 
erythroleukemia have not been 
found to show Epo-R abnormalities. 
Various indications for treatement 
by recombinant Epo are presented. 
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