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Index alphabétique des abréviations utilisées
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Introduction

1. Les bénéfices du traitement par érythropoiétine

Une anémie normochrome normocytaire est préserge h majorité des patients insuffisants
rénaux chroniques (IRC). La cause principale de cette anémie est un défieitproduction
d’érythropoiétine (EPO) par le parenchyme rénat.lédD’autres facteurs peuvent contribuer a la
pathogénie de I'anémie. Tout d’abord, le déficitriiady secondaire ou non a la perte de sang
résultant des analyses de biologie clinique regété&a rétention de sang dans les membranes et les
circuits de dialyse ou aux saignements digestié$, fEBquemment rencontré chez ce type de
patients. Ensuite, la survie des érythrocytes é&dtiite dans I'IRC 3, secondairement aux toxines
urémiques altérant la qualité de la membrane @@kl Souvent, une inflammation chronique ou
aigué est présentéL’urémie est, d'ailleurs, reconnue comme un étflammatoire en tant que tel.
Cette inflammation contribue également au dévelopgre de 'anémie, ralentissant la production
réticulocytaire malgré la présence d’'EPO. L’hypeagayroidie®, la toxicité de I'aluminiunf et les

déficits en folates ou vitamine BIZont également des causes possibles.

Non traitée, 'anémie de I'IRC est associée a dabreuses complications suite a la diminution de
fourniture et d'utilisation de I'oxygéne au nivedas tissus®*? Une augmentation compensatoire
du débit cardiaque en est la premiere conséquenceluisant a une hypertrophie ventriculaire
gauche (HVG) avec un remodelage dans le sens filerdse myocardique™® De I'angor et une
décompensation cardiaque en sont les principalesfestations**° On assiste aussi & une fatigue
musculaire, une diminution des fonctions cogniti?®gt une réponse immunitaire altérée?®?
Cette anémie joue également un réle dans les #sul# la croissance chez les enfafitSoutes
ces complications sont responsables d’une diminufi® la qualité de vie (QOL} et de la survie
des patients IRE*> 2 L’augmentation du risque d’événements et de déaggio-vasculaires dans
cette population a été bien demontrée. Elle egigatmnnelle a 'importance de la diminution de la
concentration en hémoglobine. Jusqu’au milieu degas 80, la correction de 'anémie reposait sur
un schéma transfusionnel peu satisfaisant, gémérdéecomplications infectieuses, de surcharge en

fer et incapable de normaliser 'hémoglobine defegurable.

L’EPO est une glycoprotéine riche en acide sialidtie est produite, chez I'adulte, par les cebBule
péritubulaires du cortex rénal. Le stimulus de leodpction d’EPO est I'hypoxie. Aux
concentrations physiologiques, 'EPO stimule I'érgipoiese en induisant une différenciation et
une multiplication des progéniteurs érythroides €FColony-Forming Units-Erythroid) et en

inhibant leur apoptose spontanée. Lors de la da&iruprogressive du tissu rénal, la production
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Introduction

d’EPO est inadéquate par rapport aux taux d’Hb l#tygoxie relative qui en est la conséquence.
Le traitement de l'anémie rénale a été révolutiomps la disponibilité, depuis 1986, de
I'érythropoiétine humaine recombinante (rHUEPO).plde lors, de nombreuses études ont
démontré les bénéfices de la correction de I'an@miginsuffisant rénal. Bien que les objectifs du
traitement restent encore controverses, les dieiinternationales recommandent d’atteindre une
Hb supérieure & 11 g/dL mais de ne pas dépassgdiLl4*” ®D’un point de vue cardio-vasculaire,
I'élévation de I'Hb d’'une valeur inférieure a unaleur supérieure a 10 g/dL, permet déja une
amélioration des performances cardiaques avec ssigrede I'HVG.?**® La normalisation des
taux d’Hb permet en outre de réduire 'augmentatiordébit cardiaque observé a des taux d’'Hb de
10-11 g/dL.*®3® Des études rétrospectives et observationnellesiontré une association entre le
degré d’anémie et le taux d’hospitalisati6h** La correction de I'anémie permet de réduire les
hospitalisations chez les patients diabétiques samécédent cardio-vasculairé Une telle
réduction a également été décrite chez des patiemets une insuffisance cardiaque sévétea

bY

capacité d’effort s’améliorait également en augment|’hématocrite de 30 a 35-40%

(augmentation significative de la \gJp®** %

L’amélioration de la qualité de vie n’est plus remen question. Elle est, en effet, universellement
reconnue lorsque I'anémie est corrigée. Cette anadion est continue jusqu’a des taux d’'Hb de 14
g/dL. 3¢ 37424449 5 syrvie des patients semble aussi étre amélimaéée traitement de I'anémie.
Une association entre anémie et taux de mortalsé @airement démontrée?®*! 48

=0 Deux larges études rétrospectives ont observéanm&ioration de la survie en réponse au
traitement par rHUEPO, pour le moins la premiéneéande prise en charge en hémodialysé&°

Les bénéfices d’un tel traitement ne sont donc aldémontrer.

2. Résistance au traitement : importance du bilan @rtial

S'il ne fait plus de doute que I'administration tHUEPO améliore le taux d’Hb, la dose nécessaire
est extrémement variable d’'un patient a I'autre.renbreuses causes peuvent étre responsables
d’'une résistance au traitement par rHUEPO. On cemparmi celles-ci les pathologies
inflammatoires aigiies ou chroniques? les pertes chroniques de sang, I'hyperparathigraitl
I'ostéite fibreuse qui en résulfé>® la toxicité de I'aluminiunm® >"°% les hémoglobinopathies
(thalassémie et sphérocytoséf? les déficits en folates et vitamine Bi2le myélome et autres

néoplasie$®*® la malnutrition®®® I'hémolyse®’, Iinadéquation de la dialyse, I'effet négatif de
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Introduction

drogues cytotoxique¥ ou des inhibiteurs de I'enzyme de conversitit et I'érythroblastopénié.
Cependant, de toutes les causes de résistancdidie shartial est de loin le plus habituel.

Le déficit martial est tres fréquent dans I'IRC, garticulier au stade de I'hémodialyse, en raison
notamment des analyses de laboratoire, des pezteardy dans le circuit de dialyse et de pertes
digestives. Ces pertes sanguines s’accompagngmertkes de fer qui ne peuvent étre compensées
par une absorption intestinale souvent insuffisafité? Le traitement par rHUEPO augmente
I'activité érythropoiétique et donc, en paralléle,demande de fer. L’association de ces deux
phénomeénes rend difficile le maintien de résenaged optimales chez les patients hémodialysés
traités par rHUEPO.

Contrairement a la population générale, dans légjled pertes quotidiennes de fer sont limitées a
environ 1 mg, les pertes inhérentes au traitemeruesuivi des patients en hémodialyse sont
estimées & 3 mg par jour. Si les réserves norndalésrganisme sont de plus ou moins 800 a 1200
mg de fer et si I'hnématocrite de départ est de 25%a cible de 35%, la quantité de fer requise
pendant les 3 premiers mois de traitement par riuBBOur atteindre cette cible est

d’approximativement 1000 mg, dont 400 servent a pamer les pertes chroniques. Une fois
I'objectif atteint, 400 a 500 mg seront nécessaimss les trois mois pour maintenir le taux

d’hématocrite dans les cibles thérapeutiques.

Bien qu’'une étude sur un nombre limité de patigitamontré que I'absorption digestive de fer
pouvait compenser les pert&s cette derniére ne peut en aucun cas fournir mtifé importante
de fer nécessaire a I'érythropoiése, principalentams la phase de correction de I'anémie. La
plupart des études ont cependant constaté queliatizn digestive était diminuée dans I''RE "

De plus, la résorption intestinale est inversénuentélée avec les réserves de feet il est donc
peu probable qu’une quantité accrue de fer puisseadsorbée si la ferritine a atteint la cible de
100 ng/mL ou la saturation de la transferrine cdde20%. Nous décrirons, dans la partie sur le
métabolisme du fer, le réle central joué par I'hdpe a cet égard. Bien que I'absorption soit
également stimulée par l'activité érythropoiétiqigtude démontrant ce phénomeéne utilisait des

doses de rHUEPO largement supérieures a cellesibBidmnent utilisées dans I'RC

L’administration de fer par voie intraveineuse dshc, la plupart du temps, nécessaire chez ces
patients. Ce traitement est connu pour amélioreépmnse a la rHUEPG*® L’administration

fréquente de petites doses pourrait méme étre endas efficace que I'administration moins
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Introduction

fréquente de doses élevé&s®#3Ce traitement peut malheureusement étre assatsé Béactions
anaphylactoided”’, & des épisodes hypotensffs ou & une hypersaturation de la transferrine
responsable de I'apparition de fer li5P&¢ un puissant pro-oxydant. Par ailleurs, les coragibns
associées a la surcharge martiale chez les patiEtysés, fréequentes avant I'ere de la rHUEPO, ont
été moins documentées. Certains rapports décrivemtaugmentation de la fréquence et de la
sévérité des épisodes infectieux avec I'administnaparentérale de fef” ® Ceux-ci pourraient
étre liés & une diminution de la phagocytose efalestions granulocytaires, démontrée in vifto.
9091 Ces fonctions peuvent étre restaurées par uerraitt par desferoxamine ou par rHUEP®.
Bien que I'accumulation de fer chez les patientaddialysés soit principalement localisée dans les
cellules du systéme réticulo-endothéffglon ne peut exclure des lésions secondaires desies

parenchymateux sieges d’accumulation de fer, ¢etedur, le foie ou le pancréas.
Pour toutes ces raisons, il est primordial de sulgrbilan martial de ces patients et de disposer d
marqueurs sensibles et spécifiques du déficit en Je reviendrai donc brievement sur le

métabolisme du fer et sur les principaux marquatilisés dans son monitoring.

3. Métabolisme du fer

a. Distribution et mouvements du fer dans I'orgar@s

Les 4 g de fer de l'organisme sont, en majeureiggacbntenus dans les cellules de la lignée
érythrocytaire (2500 mg). La myoglobine en contientiron 400 mg. Les réserves sous forme de
ferritine (FRT) représentent 800 & 1200 mg et sreaig 4 mg sont liés a la transferrine (Tf). Le fer
de I'organisme circule pratiguement en circuit férr8ur les 4000 mg que contient le corps, la perte
quotidienne normale est de plus ou moins 1 mg ¢themme, contrebalancée par I'absorption
digestive. Chez la femme pré-ménopausée, une dertier due aux menstruations, estimée en
moyenne a 0.5 mg/j doit étre prise en compte es @éis pertes digestives physiologiques. Dans les
conditions normales, approximativement 20 a 25 mg fdr sont délivriés a la moélle
erythropoiétique quotidiennement. Les macrophagegctent une quantité equivalente de fer issu

de la phagocytose des érythrocytes sénescents.

La distribution et les mouvements de fer dans Borgme sont schématisés sur la figure 1.1.
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Figure 1.1 : Distribution et mouvements du fer dans I'organismesain
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Le fer total de I'organisme (TI) peut étre sépanéer de réserve (Sl) et fer globulaire (RBC I). La
guantité de fer liée a la transferrine est néghtg@ar rapport a Sl et RBC I. Le fer de résente es
estimé par la mesure de la ferritinémie. Le ferteon dans les érythrocytes peut étre calculé en
sachant qu’l gr d’'Hb contient 3.4 mg de fer. Lerfabilisable total (TMI) est la somme du fer de
réserve et du fer circulant mobilisable (MCI). Garrder est considéré comme le fer contenu dans
les érythrocytes présents en exces en circulatamnrgpport a a un hématocrite de 34%. Les

formules utilisées pour calculer ces différentsapa@tres seront exposées au chapitre 3.

b. Absorption digestive

Le fer alimentaire est majoritairement sous la forfe 3 et doit étre réduit en Fepour étre
absorbé (absorption de = 10% de I'apport alimeatealrez un sujet non-ferriprive). Cette réduction
est le fait de la cytochrome b-like ferrireductgfytb) située sur la membrane apicale des
entérocytes? Une fois réduit, le Fé2raverse la membrane apicale de la bordure erséras
travers du transporteur DMT1 (divalent metal tramsgr-1).%> ¢ L’expression de DMT1 et Dcytb

est régulée par la concentration de fer dans Fenyée.”*®

Le fer entré dans le cytoplasme de I'entérocytet @@ incorporé dans la ferritine, il est alors
définitivement perdu pour I'organisme lorsque l&noicyte arrive au sommet de la villosité et
desquame dans la lumiére du tube dige¥tif’exportation de fer de I'entérocyte vers la clation
sanguine dépend de la ferroportine (iron-regulatadsporter-1), principalement située sur la
membrane baso-latérale de I'entérocyt&:% Aprés passage de fer au travers de la ferropottine
liaison du fer a la transferrine circulante nédeskbxydation du Fé2en Fe® par une ferroxidase

ceruloplasmine-like : 'hephaesting®

Les mécanismes de I'absortion digestive de fer spresentés sur la figure 1.2.
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Figure 1.2 : Mécanismes de I'absortion digestive
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c. Recyclage du fer hémique

Plus de 60% du fer de l'organisme se situent dass érythrocytes. Le recyclage, par les
macrophages, du fer hémique résultant de I'érythagpcytose des érythrocytes sénescents, est
donc primordial pour le maintien de I’homéostaside.

Aprés dégradation de I'hémoglobine, le fer estrébée 'heme sous I'effet de 'heme-oxygénase
dans les phagosomes des macropha8&¥’ Il semble que la sortie du fer des phagosomesleers
cytoplasme soit également dépendante de la DM alors que la remise en circulation dépend
de la ferroportine®***2 Celle-ci est présente en quantité importante dassmacrophages

tissulaires du foie, de la rate et de la moélleasg 01192 104

d. Réqulation de I'absorption et des mouvementederdle de I’hepcidine

L’hepcidine est une hormone peptidique de 25 acdesés. Elle est synthétisée par le foie, libérée
dans la circulation sanguine et éliminée par véimle. L'’hepcidine contréle le contenu en fer de
tout I'organisme.***** Sa production est augmentée par la surcharge ateatt® *°*° et
linflammation "8 et diminuée par le déficit en fét* " %t |a stimulation de I'activité
érythropoiétiqué®’. Elle régule négativement I'absorption digestiecfer et le relargage de fer issu

de I'érythrophagocytose par les macrophadé%?* (Figure 1.3) Cette inhibition résulte de la
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liaison de 'hepcidine & la ferroportine, entrainaon internalisation et sa dégradation lysosomiale
122

Figure 1.3 : Régulation de I'absorption digestive et du relargge de fer par les macrophages
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e. Transport du fer

Le fer est transporté, dans le plasma, lié & lasfearine (Tf) sous forme de Fé 323 La maniére
dont le fer exporté via la ferroportine se lie dfan’est pas encore connu. La synthése hépatigue d
I'apotransferrine est modulée par les réservegsebesoins en fer de I'organisme. Une molécule
d’apotransferrine peut lier un maximum de 2 Favec une capacité de fixation de 1.41 pg de fer
par mg de transferrine. La capacité de fixationtpgonc étre calculée par la mesure de la
transferrine. La mesure concomitante du fer sérigeamet de calculer la saturation de la
transferrine (TSAT). L'apotransferrine et les Tf moeet diferrique sont toutes trois présentes en
circulation. La distribution relative de ces tréasmes dépend de la saturation de la Tf, les quéanti

de Tf monoferrique augmentant avec la diminutiomedgaturation de la Tf.

Le complexe Tf-Fe™se lie aux récepteurs de la transferrine (TfRnaeau des cellules cibles
pour fournir le fer nécessaire. Il faut rappelee @0% des TfR sont situés au niveau des cellules
erythropoiétiques, a I'exception des érythrocytestumes qui en sont dépourvus. Ces cellules
présentent le plus grand besoin en fer de I'orgamid_'affinité du récepteur pour la Tf dépend de
la liaison de celle-ci avec F& ®tant maximale lorsque 2 Fesbnt fixés & la molécule de #f*!#

Le complexe TfR-Tf-Fe "3 est endocyté. Le passage du pH alcalin du sangHaacide de
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I'endosome libére le fer de la Tf et renforce kdon TfR-Tf.'?*?’Ce complexe est alors recyclé
au niveau de la membrane cellulaité La libération de fer des endosomes vers le cysopéa
cellulaire dépend de la DMT1. L'expression de TfRaasurface cellulaire est régulée par la

disponibilité et les besoins en fer de la celltf&’3?

Une faible quantité des TfR se retrouve en cirtaiasous forme soluble (sTfR). La mesure de
sTfR, en cas de métabolisme martial normal, estroesure fiable de l'activité érythropoiétique.
133135 @ déficit martial augmente également I'expressienTfR & la surface des cellules et la
quantit¢ de sTfR circulants?®** Le dosage de sTfR permet donc également de dépiste

précocément le déficit martial.

f. Stockage du fer

Le fer est principalement stocké sous forme detifeer (FRT) dans le foie, la rate et la moélle
hématopoiétique. Toutes les cellules sont capalaleynthétiser I'apoferritine qui lie le Fdibéré

par la Tf. Le foie est également capable de transfo le fer lié a ’haptoglobine ou 'hémopexine
et le fer hémique, provenant de la dégradatioritiie, en FRT.**® Le stockage de fer, dérivé de la
sénescence érythrocytaire physiologique, est épés la transformation de FeHb en Fe® FRT
dans les cellules du systéme réticulo-endothéfi&t’” Environ 2500 ions de Fé peuvent étre liés

a I'apoFRT. La FRT tend a former des oligoméreblstaqui, présents en exces, se condensent

sous forme semi-cristalline : I'hémosidérine.

g. Déficit en fer, surcharge martiale et troubledaddistribution

Les variations du statut martial regulent 'expresges protéines impliquées dans le métabolisme
et la distribution du fer. Cette régulation est elégiante du pool labile de fer intracellulaire. Sa
guantité est infinitésimale. Il n’est pas déteatabli mesurable car sa nature biochimique exacte
n'est pas encore élucidée. Le fer cytosolique cal [adile labile est capable de réguler I'expressio
post-transcriptionnelle des protéines par I'intediaige de boucles dans les régions non-transcrites
de leurs génes:*"*38 Ces régions sont appelées « iron-responsive etsmefiRE). %% La
liaison aux IRE de protéines cytosoliques sensiblesfer intracellulaire, les «iron regulatory
proteins » (IRP), détermine la transcription du sage. La présence des IRE dans la partie 5’ du
gene inhibe sa transcription alors que dans lagpaitla liaison des IRP aux IRE stabilise le gene

inhibant sa fixation aux endonucléas¥és’*®Le géne de la ferritine contient un IRE dans stiga
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5" alors que celui du récepteur a la transferrineedui de DMT-1 en contiennent dans leur partie
3’. Ce mécanisme expligue comment ces protéingsesmmimées de maniére différentielle dans les
deéficit et surcharge en fer. (Figure 1.3) Cependdiautres stimuli, comme certaines cytokines
activent de maniére indépendante du niveau de$egoriomoteurs de du mRNA de la ferrtitié De

plus, la régulation de I'expression des TfR dandidaée hématopoiétique est principalement
transcriptionnelle et non post transcriptionnelfé® Les variations d’expression de ces protéines

refletent donc une série de signaux et pas seuldeewnariations du statut en fer.

Lors de pertes de fer ou d’insuffisance d’absorptie premier stade du déficit martial est une
diminution du fer de réserve (diminution de FRThsHite, le transport de fer diminue (diminution
de TSAT et du fer sérique) et I'apport de fer anleélle érythropoiétique devient déficient. Enfin,
une anémie hypochrome microcytaire se dévelopmudrhentation de I'expression de TfR, dans
cette situation, entraine une augmentation de stargage en circulation et une augmentation
mesurable de sTfR, qui n'est donc plus seulementefiet de I'activité érythropoiétique mais

constitue aussi un marqueur du déficit martfar>® **’

Dans les cas de surcharge martiale significatawd;RT est augmentée ainsi que le fer sérique et
TSAT. La synthése de Tf est également diminuée tdues de sSTfR ne sont que tres peu modifiés.
L’expression de I'hepcidine est stimulé& > avec pour conséquence une diminution de
I'absorption digestive (inhibition du passage encwdation du fer entré dans I'entérocyte) ainsi que
du relargage de fer par les macrophadé$'? L'injection d’hepcidine marquée permet de
démontrer son accumulation dans les organes remésrroportine : le foie, la rate et le duodénum.
L’accumulation moindre, mise en évidence au nivelas hépatocytes par rapport aux autres
organes, suggéere une expression et/ou une aativitédre de la ferroportine dans les hépatocytes

pouvant expliquer 'accumulation préférentiellefdedans les cellules hépatiqué¥.

La distribution ou [l'utilisation du fer peut étreequrbée par certaines situations pathologiques.
L’inflammation est le prototype de ce type de ditwas. Elle entraine une réduction du fer de
transport et une surcharge du fer de réserve. tibde est ici encore responsable de ce pattern,
étant une protéine de la phase aigué de l'inflarumat® Dans ces conditions, la FRT est

augmentée et ne représente plus de maniére fiabledserves de I'organisme. Le fer sérique et

TSAT sont diminués. Par contre, les taux de sT#Rerg normaux:>°*%
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Figure 1.3 : Mécanisme de régulation de I'expression post-tragsiptionnelle des protéines

impliquées dans le métabolisme du fer®
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IRE: Iron-responsive elements D'aprés Jau-Yi Am J Physiol Cell Physiol 2004

Le traitement par rHUEPO chez les patients dialyssts également une cause de mauvaise
utilisation du fer. En effet, en dépit de résemesmales, la mobilisation du fer est insuffisanbep
subvenir aux besoins de la moelle érythropoiétigtimulée. Une hypothése séduisante pour
expliquer ce déficit de mobilisation pourrait étnee accumulation d’hepcidine dont I'élimination
est rénale. Malheureusement, on ne dispose acheriteque de dosages urinaires d’hepcidine,
ininterprétables chez ces patients dont la fonatéorale est altérée. La FRT est donc normale ou
augmentée (en cas d’administration concomitantiedeet TSAT est basse. La diminution du fer
disponible pour la moélle érythropoiétique et l'engtation de I'activité eérythropoiétique
entrainent une augmentation importante de sTfR. &fat est caractéristigue du déficit martial

fonctionnel.

22



Introduction

4. Evaluation du statut martial

Le monitoring martial est principalement basé sumesure de la ferritine et de la saturation de la
transferrine. Leurs variations respectives donest indications sur la distribution et ['utilisatio

du fer.

a. Ferritine sérique

La ferritine est donc la principale molécule decktme du fer. Elle se retrouve en circulation dans
le sérum par sécrétion ou par passage trans-meaiteraan cas de Iésion tissulaire. Les faibles
quantités de FRT présentes dans le sérum ne jpasrde role de fourniture ou de stockage de fer,
mais sont corrélées avec la ferritine tissulail@.ngsure est donc une mesure indirecte du fer de
réserve. La fiabilité de cette technique a étédealipar corrélation avec le fer contenu dans les

162-164

aspirations médullaires® Sa validité a été prouvée chez les patients némigues et

urémiques non-traités par rHUEP® 16>-169

Par la méme méthode, chez des patients urémiqaiésstpar rHUEPO, les taux de FRT < 200
ng/mL avaient une spécifité de 100% mais une s#itSille seulement 43% pour détecter un
déficit martial.*®” Des taux de FRT > 300 ng/mL permettaient d’excluredéficit martial mais les
taux inférieurs n’étaient pas corrélés a la présahion déficit martial. De plus, la ferritine esteu
protéine de la phase aigué et augmente donc ed’icéiemmation.'’® Dans cette situation, la

ferritine ne représente plus I'état des réserves.

Pour toutes ces raisons, la ferritine ne peut étilesée seule dans le monitoring du fer, en

particulier chez les patients traités par rHUEPO.

b. Saturation de la transferrine

La saturation de la transferrine est calculée ppport au fer sérique et a la capacité de fixadi®n
la transferrine : TSAT = FeS x 100 (ug/dL)/TIBC (dlg). Ce parametre donne une évaluation de la
capacité de fourniture de fer a la moelle érythiépgue. Cependant, la concentration de fer sérique

présente des variations circadiennes qui se réj@atcdonc sur TSAT.
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Contrairement a la ferritine, la transferrine ese yprotéine négative de la phase aigué. L'urémie
ayant été démontrée comme un état inflammatoirsognla transferrine est diminuée de + 30%
dans linsuffisance rénale chronique par rappouna population de référencg! Les valeurs de
TSAT de 20 a 30% dans I'IRC correspondent doncsavdéeurs de 13 a 20% dans une population
normale avec une diminution corollaire de la cagade fourniture!’? A I'opposé, la ferritine est
augmentée dans I'IRC. Il n'est donc pas étonnantimdéficit martial fonctionnel puisse étre

présent méme si la ferritine et la saturation dediasferrine semblent normales.

Ces deux parametres étant influencés par I'uréomea cherché a évaluer les besoins en fer dans
'anémie rénale traitée par rHUEPO en mesurant rtayction d’hémoglobine par la moelle
erythropoiétique. Deux parametres biologiques suifisés dans ce but: la mesure du contenu

réticulocytaire en hémoglobine et la mesure du gentage de globules rouges hypochromes.

c. Contenu réticulocytaire en hémoglobine (CHr)

La durée de vie des réticulocytes en circulaticanaleur maturation en érythrocytes est de 24 a 48
heures. La mesure du contenu réticulocytaire en pdbrrait fournir une évaluation du fer

réellement disponible pour I'érythropoiése.

Un CHr bas est frequemment rencontré lors de®inahts par rHUEPO chez le patient urémique. Il
a été démontré qu’une supplémentation martialavetneuse entrainait une augmentation de CHr
chez ces patients’**"*En 1997, Fishbane et al. ont décrit I'utilisatide ce paramétre dans le
diagnostic du déficit martial chez ce type de pasie La réponse a l'administration de fer
(augmentation de la réticulocytose de plus de 18tivait étre prédite par le CHr avec une valeur
seuil de 26 pg avec une sensibilité de 100% espegeificité de 80%. L’administration de fer (1000
mg de fer dextran en 2 heures) augmentait le CHs tks 48 heures chez les patients répondeurs.
17> Dans une étude similaire, I'augmentation de CHrrémonse & I'administration de fer était
inversement proportionnelle au CHr de départ selél de 28 pg donnait une sensibilité de 78% et

une spécificité de 71% dans la prédiction de lamép au fer'®

Cependant, lors d’'une étude observationnelle, thpelle les patients recevaient un traitement par
rHUEPO associé ou non a une supplémentation nggritair ne variait pas ou variait de maniere
paradoxale chez 31% des patients suivis alors@peurcentage de globules rouges hypochromes

semblait plus fiablet”’
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d. Pourcentage de globules rouges hypochromes (%@ YP

La mesure des globules rouges hypochromes (GRumeconcentration en Hb < 28 g/dL) permet
eégalement de dépister un déficit martial. Ce patamgermet de détecter les GR hypochromes a
leur sortie de la moélle, contrairement a la mesierdlCHC (concentration moyenne en Hb) qui
nécessite la présence d’'un nombre important de @#dmromes pour influencer les valeurs
obtenues sur I'ensemble de la population de glebtdeiges normochromes. %HYPO est décrit
pour la premiére fois comme marqueur de déficittimldionctionnel chez les patients hémodialysés
traités par rHUEPO en 1992. Les auteurs ont mamteeaugmentation de %HYPO en réponse au
traitement par rHUEPO et une diminution consécuéiiadministration intraveineuse de féf®
Ces données ont été confirmées par la stiitBraun et al. ont démontré une amélioration de la
réponse a rHUEPO secondaire a I'administrationedeinversement proportionnelle a %HYPO.
Dans cette étude, %HYPO était le parameétre le ptusible de la prédiction de la réponse au
traitement martial chez les patients présentantinofl@mmation appréciée par un taux de CRP
élevé. Les patients avec un %HYPO > 6% étaientples a méme de bénéficier d’une
supplémentation martial&® La supériorité des indices globulaires (CHr et 9%6¥, par rapport a

FRT et TSAT, dans les syndromes inflammatoiregaénfirmée par Thomas:

e. Récepteurs solubles de la transferrine (sTR)

Les récepteurs de la transferrine sont expriméssaiface des cellules qui présentent un besoin de
fer pour leur métabolisme. lls se retrouvent dommgpalement a la surface des cellules
erythropoiétiques. Le recyclage des récepteurs giekenr libération en circulation sous forme
soluble ou ils deviennent mesurables. Les récepwalubles sont corrélés a I'expression cellulaire.
Quand le métabolisme du fer est normal, sTfR remtés une estimation fiable de Il'activité
érythropoiétique’®****° Par exemple, il est augmenté dans I'anémie hémuabtet diminué dans
I'anémie aplastique:® Ce paramétre permet aussi de dépister un défaitiah fonctionnel avant
qu'il ne devienne absolt* Son taux augmente trés précocement lors du déwetognt de la

carence d’apport de fer & la moélle érythropoiétitfil

Son augmentation est significativement supériearesd'anémie ferriprive par rapport a I'anémie
des maladies chroniques et inflammatoires au abesgquelles I'activité érythropoiétique est faible.
183 Chez les patients insuffisants rénaux recevata dduEPO, on peut observer une augmentation

des taux de sTfR principalement causée par la Ktion érythropoiétique mais qui pourrait aussi
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suggérer le développement d’un déficit martial farmel.*®**%°La stimulation érythropoiétique et
le déficit martial sont donc tous deux responsallese élévation de sTfR. Dans une étude
prospective chez les patients dialysés traitéshhaEPO, Chiang et af° ont cependant montré que
STfR ne permettait pas de diagnostiquer le déficttial. Apres une charge intraveineuse en fer,
sTfR augmentait au lieu de diminuer, en réponsaradlioration de la disponibilité du fer, et cette
augmentation était proportionnelle a I'élévatiors daux d’Hb, d’Hct et de la réticulocytose.
Toutefois, un taux de sTfR bas permettait de peéidiréponse au traitement par rHUEF® Son
intérét dans le dépistage du déficit martial fomutiel du patient traité par rHUEPO n’est donc pas
établi. De plus, la disponibilité et le colt detest le rendent moins attrayant pour la clinique
quotidienne que les paramétres globulaires etulétigtaires.

f. Faiblesse des directives internationales damgaluation des besoins en fer des patients IRC

traités par rHUEPO

&2 quelles soient européennes ou américaines, ibemse

Les directives internationale
d’administrer du fer par voie intraveineuse de raemia atteindre une cible de ferritine de 100
ng/mL et une saturation de transferrine de 20%ntEtenné la disponibilité plus grande des
compteurs cellulaires en Europe, les directiveomégnnes privilégient a présent %HYPO sur
TSAT avec une cible inférieure a 10%. Une cibleCltér supérieure a 29 pg est aussi acceptée en

remplacement de TSAT en Europeé.

Comme nous l'avons déja discuté, il n'‘est pas exaepel dobserver un déficit martial
fonctionnel méme lorsque ces cibles sont atteireta a été déemontré notamment par Besarab et
al. dans une étude controlée randomisée, compdeantdoses de rHUEPO nécessaires pour
maintenir une Hb entre 9.5 et 12 g/dL, avec unestiuion martiale prescrite pour maintenir,
pendant 6 mois, une TSAT de 20-30% dans le groapg&dle et de 30-50% dans le groupe traité.
L’augmentation de TSAT de 20-30% a 30-50% perntetthd réduire de 40% les doses
d'érythropoiétine’®’ Les besoins en fer étaient nettement accrus @agsolipe traitement et les
valeurs de ferritine s’élevaient bien au-dessusalales prescrites (658 ng/mL). Dans une autre
étude, une réduction de 25% des besoins en rHUERQ étre obtenue par I'administration
chronique de fer IV chez des patients dont leesiBtaient pourtant atteinté&® Richardson et al.
ont pris comme cible de la substitution martiale umormalisation de %HYPO (< 2.5%) et ont

montré une réduction de 50% de la dose de rHUEPO.
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Il semble donc que les cibles recommandées patlilestives internationales soient inadéquates.
Leur sensibilité n'est pas acceptable tant endui@ique d’'un point de vue pharmaco-économique.
De maniere a établir la puissance diagnostiqueseseuils des différents parameétres du monitoring
martial, Tessitore et at® ont réalisé une étude de sensibilité-spécificiéécds paramétres en
prenant, comme critére diagnostique, 'augmentadiemtaux d’'Hb de plus de 15% sur une période
de 8 semaines de thérapie martiale. Le tableauritrentes résultats de cette étude.

La meilleure efficacité était donc démontrée poasdociation de %HYPO > 6% et CHr < 29 pg.
Le paramétre le plus efficace, utilisé seul, &8iHYPO > 6% avec une efficacité superposable a
son association avec CHr. L'efficacité des ciblgernationales était beaucoup moindredYPO
semble donc étre le marqueur le plus sensible@tespécifique du déficit martial fonctionnel.

Tableau 1.1 : Efficacité, sensibilité et spécificité des différgs parametres du monitoring

martial d’aprés Tessitore et al.**°

Efficacité (%) Sensibilité (%) Spécificité (%)
%HYPO > 6% ou CHr < 29 pg 90.4 86.3 93.2
Y%HYPO > 6% 89.6 824 94.6
%HYPO > 6% ou FRT < 50 ng/mL 86.4 824 89.2
%HYPO > 8% 84.8 64.7 98.6
%HYPO > 6% ou TSAT < 19% 83.2 96.1 74.3
%HYPO > 4% 81.6 86.3 78.4
%HYPO > 6% ou sTfR > 1.5 mg/L 77.4 85.7 73.2
CHr < 29 pg 78.4 56.9 40.8
%HYPO > 10% 77.6 45.1 32.7
STfR > 1.5 mg/L ou TSAT <19% 74.1 90.5 79.7
sTfR > 1.5 mg/L 74.2 80.9 64.3
CHr <30 pg 74.4 68.6 46.9
CHr < 28% 72.8 37.2 24.6
TSAT < 19% 70.4 58.8 34.8
FRT < 100 ng/mL ou TSAT < 20% 64.0 68.6 35.6
TFR < 50 ng/mL 64.0 19.6 9.5
CHr < 26 pg 63.2 9.8 6
FRT < 100 ng/mL 60.8 35.3 11.9
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5. Objectifs du travail

Le traitement de l'anémie de [linsuffisant rénalraique est colteux et I'administration
intraveineuse de fer permet de réduire considéradié les doses requises d’érythropoiétine
recombinante humaine (rHUEPO). La supplémentatiartiate n’est cependant pas dépourvue de
risques et d'effets secondaires. Dans ce contButdisation de la ferritine et de la saturation th
transferrine dans le monitoring du besoin en féiseavent décevante. En effet, il n’est pas rare de
voir des patients avec un taux de ferritine élewaisnune saturation de la transferrine basse.
L’arrivée de la mesure du pourcentage de globuageas hypochromes (%HYPO) a suscité notre
intérét non seulement clinique mais également figpre. La démarche qui a guidé ce travail est la

suivante.

Nous avons, tout d’abord, étudié les besoins eptfes métabolisme martial lors d’une stimulation
érythropoiétique intense dans un groupe de patamttant dans un programme d’autotransfusion
supporté par rHUEPO. (chapitre 3) Ensuite, nous rsmmmes intéresses aux parametres cliniques

et biologiques qui influencent %HYPO. (chapitre 4)

Au chapitre 5, nous avons voulu évaluer I'impadhigle de l'activité érythropoiétique sur la
détermination de %HYPO, celle-ci pouvant induire hiais dans la mesure de cet indice. Nous
avons donc d’abord étudié une population dans legliactivité érythropoiétique était intense,
comme celle de patients traités par de hautes disesluUEPO dans le cadre d’'un programme
d’autotransfusion. Nous avons ensuite examiné @nqghéne dans une population de patients

dialysés pendant la phase de correction de I'anpariéinstauration d’un traitement par rHUEPO.

Le biais engendré par lactivité érythropoiétiquer da détermination de %HYPO est un

inconvénient pour sa spécificité dans le dépistdgedéficit martial. Dans le chapitre 6, nous

introduisons la notion de parametres des érythescytatures, capables de minimiser I'effet de
I'activité érythropoiétique sur la mesure des paines globulaires par la séparation entre
réticulocytes et érythrocytes matures. Nous ennd&ions le valeurs de référence, validons leur
interprétation dans diverses pathologies hémaitpleg et, enfin, determinons leur sensibilité et
spécificité dans la prédiction de la réponse asupplémentation martiale intraveineuse, véritable

définition du déficit martial fonctionnel.
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Dans cette partie, nous exposerons les donnéesodaftigigues générales communes aux
différentes études exposées dans ce mémoire. Lihodes spécifiques au recueil ou a I'analyse de

certaines données seront explicitées dans lestodmpelatifs a ces données.

1. Population
Les populations étudiées dans les différentes étadet tres variables. Elles ont été sélectionnées

de maniéere a correspondre aux critéeres répondarnesoins spécifiques de I'’hypothése de chaque

étude. Pour cette raison, les populations serdatlidéés dans chaque étude séparément.

2. Analyses de laboratoire

a. Parameétres hématologiques

Les parametres hématologiques ont été mesurégla tla compteurs cellulaires Bayer Diagnostics
(Tarrytown, NY, USA) de difféerentes générationsosela période a laquelle chaque étude a été
réalisée et I'appareillage disponible au laboratoltes compteurs cellulaires utilisés ont été le
Technicon H*2 et I'Advia 120. L’Advia 120 est unropteur cellulaire de derniére génération.
Nous allons détailler, ici, ses méthodes de medasparametres globulaires et réticulocytaires.
Contrairement a I’Advia, le Technicon H*2 n’étaihigpencore capable de mesurer les parametres
réticulocytaires. Les méthodes de mesure de cealdesont toutefois superposables mais réduites

par rapport a la technique gue nous exposons ici.

Pour mesurer les parameétres globulaires, les esl|lubut d’abord, sont rendues sphériques par
incubation dans une solution saline Iégerement toypgue. Les réticulocytes sont marqueés a l'aide
d'oxazine 750, colorant 'ARN, absent des érythtesy matures. Un détecteur permet la
détermination, pour chaque cellule individuellemel& I'absorption d’oxazine. Selon la positivité
de celle-ci, les cellules sont identifiees comme déticulocytes ou comme des érythrocytes
matures. La lumiere diffractée par la cellule traaat un faisceau laser, peut étre mesurée a l'aide
de 2 détecteurs. La diffraction a petit angle perdeedéterminer le volume et a grand angle, la
concentration en Hb de chaque cellule. La mul@glan du volume et de la concentration en
hémoglobine permet de calculer le contenu en Hb) (@Hchaque cellule. De ces parametres, le
compteur cellulaire dérive le pourcentage de aedluhicrocytaires (%omicro : volume < 60 fL),

macrocytaires (Yomacro : volume > 120 fL), hypochesn{%HYPO : concentration en Hb < 28
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pg/mL), hyperchromes (%hyper : concentration errHlL pg/mL), le pourcentage de cellules avec
un CH bas (%lowCH : CH < 27 pg) et avec un CH él@shighCH : CH > 31pg). Les réticulocytes
sont identifiés par le taux d’absorption d’oxazinees cellules négatives pour l'oxazine sont
identifiees comme des érythrocytes matures. Leanpetres de routine sont mesurés sur 'ensemble
de la population érythroide : érythrocytes et tdticytes, sans distinction. Ces méthodes sont
représentées sur la figure 2.1.

b. Autres paramétres biologiques

La ferritine sérique a été mesurée par électro¢himinescence ; la transferrine, dans le plasma, par
méthode immunoturbidimétrique ; le fer sérique,dnplasma, par la méthode a la ferrozine et la
protéine C-réactive (CRP), dans le plasma, par odé&hmmunoturbidimétrique sur analyseur
MODULAR ANALYTICS E170 de Roche (Roche Diagnostidglannheim, Allemagne). Le
coéfficient de saturation de la transferrine etdpacité totale de fixation de la transferrine sont
obtenus par calcul. Les récepteurs solubles derdasferrine ont été mesurés par ELISA
(Quantikine™ VD™, R&D Systems, Minneapolis, USA). L'érythropoiétineiétmesurée par

radioimmunoessai (Diasorin, Stillwater, MN, USA).

3. Statistiqgues

Les résultats sont exprimés sous forme de moyehmesirt-types (m + SD). Dans les figures, les
moyennes sont affectées de leur erreur type (SEM).

Pour comparer deux moyennes, nous avons eu reeoutsst t de Student pour échantillons
appariés ou non appariés selon les cas.

La normalité de la distribution des données a @jég par le test de Kolmogorov-Smirnov. Dans
certains cas, les données ont été normaliséesipdransformation logarithmique.

L’association entre deux variables quantitativeét@ mesurée par le coefficient de corrélation
classique ou par le coefficient de corrélation geg8man lorsque les variables ne suivaient pas une
distribution normale. La relation entre une varafuantitative et un ensemble de covariables a été
étudiée a l'aide de la méthode de régression nhelltip

Les résultats ont été considérés comme significatifniveau d’incertitude de 5% (p < 0.05).

Des méthodes statistigues appropriées ont été sadms pour rencontrer des objectifs plus

spécifigues du mémoire ; celles-ci seront détalldens leurs parties respectives.
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Figure 2.1 :Méthodes de mesure du compteur cellulaire « Advia20 ».
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CHAPITRE 3:
EFFET DE L’ACTIVITE ERYTHROPOIETIQUE SUR LE
METABOLISME DU FER
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AUGMENTATION DE L’ABSORPTION DU FER DANS UN PROGRAM ME
D’AUTOTRANSFUSION SOUTENU PAR ERYTHROPOIETINE.

Increased iron absorption during autologous blomaation supported by recombinant human
erythropoietin therapy.
C Bovy, E Baudoux, JP Salmon, Y Beguin
Accepté pour publication dans « Transfusion »

1. Introduction

La chirurgie, surtout orthopédique et cardiagud, sssivent responsable de pertes sanguines
substantielles et entraine donc un besoin fréqetgmarfois important de transfusions de concentrés
globulaires. Les transfusions allogéniques comporties risques de complications telles que la
transmission de maladies virales, les réactionmstugionnelles, [l'alloimmunisation ou
limmunosuppression®* L'inclusion de ces patients dans des programmeddafe de sang
autologue et d’autotransfusion représente unenaltee aux transfusions allogéniqu&¥:***Dans

de tels programmes, une unité de sang peut éttevpettoutes les 72 heures pour autant que
I’'hématocrite reste supérieur a 33 %. Les prineipdimitations a la prédonation des quantités de
sang requises sont la limitation de I'érythropoipae la disponibilité du fet®***° et la réponse
inadaptée de la production d’érythropoiétine endeggux phlébotomies répétéds Alors que la
production basale d’érythrocytes, en réponse &ttaa induite par ces phlébotomies répétitives, est
doublée’® la biodisponibilité du fer devient le facteur liamt d’'une érythropoiése efficace. Par
contre, chez les patients souffrant d’hémochroneatostte restriction de I'érythropoiese par le fer
n'existe pas et on peut observer des augmentatieria production de globules rouges jusqu’a 7
fois la production basale® Cette situation peut également étre rencontrée &b patients
recevant des suppléments intraveineux de fer (8.5 #ois la production basale d’érythrocytes.

Des études antérieures ont montré que le fer calrpotal, circulant et de réserve était inféerieur
chez les patients qui étaient incapables de doangquantité de sang nécessaire par rapport aux
patients chez qui le volume de sang souhaité aattéint, et ce, malgré une supplémentation
martiale orale de 375 mg de sulfate de fer 3 fais jour. *°" Ces données suggérent que
I'absorption digestive de fer pourrait étre inssdiiite pour rencontrer les besoins de I'érythrogoies
augmentée. Toutefois, une étude contrélée randemisgnparant I'efficacité de 100 mg de’RBe
fois par jour per os et de 200 mg d€ Feraveineux, n’a pas montré d’amélioration duxtaie

succés du programme de donation avec aucun deseggie supplémentation appliqu&s.
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Il existe une relation linéaire entre le degré étaie et le logarithme du taux d’EPO endogéfie.
Toutefois, si le taux d’Hb reste supérieur a 10d_gles taux d’EPO endogene ne s’élevent pas au-
dessus des valeurs de référence et la pente aeréation linéaire entre Hb et EPO est beaucoup
plus faible.?%? Ceci peut aboutir & une anémie non compensée mnsé aux phlébotomies
répétées’® Il en découle que le contenu en globules rougeshdque unité autologue prélevée est
20% inférieur a celui des unités allogéniqiés.

L'utilisation de I'érythropoiétine recombinante aret été introduite pour améliorer la réussite de
ces programmes de dons autologues. Une méta-analaminant I'effet de la rHUEPO sur la
capacité des patients a donner des unités de sdalpgue, a conclu que le risque relatif de
transfusion allogénique était de 0.42 (Cl 0.28-p&@ur la chirurgie orthopédique et de 0.25 (ClI
0.08-0.82) pour la chirurgie cardiaque chez leseptt traités par rHUEPG% Dans une étude
prospective, randomisée, en double aveugle, Goginet al*>> ont montré que les patients qui
recevaient 600Ul’kg de rHUEPO 2 fois par semainaedaet 21 jours de donation (6 unités
prélevées) étaient capables de donner un nombsemjeortant d’unités et un volume de globules
rouges plus important que le groupe recevant leepla. Les valeurs d’érythropoiétine et la réponse
réticulocytaire étaient significativement plus ées dans le groupe rHUEPO que dans le groupe
placebo dés la'"® visite. Toutefois, le succes restait dépendanfedicirculant mobilisable de
départ. Alors que le réle de la rHUEPO est aussugtenter la mobilisation du fer par
I'érythropoiése?®® la source de ce fer, qu'elle soit du fer de résesu du fer absorbé par voie

digestive, reste indéterminée.

Nous avons donc mené une étude pour juger derBintke la supplémentation martiale orale pour
supporter I'érythropoiése stimulée par rHUEPO damgrogramme d’autotransfusion. Le but de
I'étude était d’identifier la source de fer utilela production d’érythrocytes sous rHUEPO et
d’estimer la quantité de fer absorbée par voie dige pendant cette période de stimulation de

I'érythropoiése.

2. Patients et méthodes

a. Patients

Trente-deux patients programmeés pour une chirwogleopédique (23 prothéses totales de hanche

et 8 prothéses totales de genou) ou cardiaquenfplaeement valvulaire aortique) ont été inclus
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dans I'étude. lls ont été randomisés en 3 groupgegroupe 1 recevait le placebo (N = 10). Dans le
groupe 2, les patients étaient traités par 300gJdi rHUEPO a 1a®f 2°™ et 3™ visites pour
dons de sang autologue (jour 0, 4, 7) (N = 11). patsents du groupe 3 recevaient 600 Ul /kg de

rHUEPO selon le méme schéma que le groupe 2 (N.=11

Tous les patients inclus dans cette étude faispiariie d'une cohorte de patients inclus dans une
étude multicentrique destinée a évaluer l'effica@t la sécurité de I'érythropoiétine alpha dass le
programmes de dons de sang autologue. Cette étsideune sous-analyse concernant le
métabolisme du fer dans cette stimulation. Touspk#ents de notre centre inclus dans I'étude

multicentrique ont été inclus dans cette étude.

Les caractéristiques de la population sont repridass le tableau 3.1. Les 3 groupes sont
superposables en tous points a I'exception des dauréticulocytes qui étaient significativement
plus élevés dans les groupes 2 et 3 par rappograupe placebo et des taux d’EPO qui étaient
significativement plus élevés dans le groupe 3 nagport au groupe placebo. Les valeurs de

réticulocytes et d’EPO restaient, cependant, demsdleurs normales dans les 3 groupes.

b. Protocole de I'étude

Les visites étaient prévues aux jours 0, 4, 7,t1I4eA chaque visite, une unité de globules rouges
(450 mL) était prélevée pour autant que I'Hct swipérieur a 33%, avec un maximun de 5 unités
par patient. Le placebo ou la rHUEPO était admi@igar voie sous-cutanée aux jours 0, 4, 7. Tous
les patients recevaient 200 mg dé Beus la forme de sulfate de fer per os et 5 mipldée per os

du jour O jusqu’a la sortie de I'hdpital. La chigie était programmée au jour 21. Les parametres
biologiques ont été suivis a chaque visite, le shirjour de lintervention, au jour +3 apres

I'intervention et le jour de la sortie de I'hopital
c. Laboratoire
Tous les paramétres globulaires ont été mesuréke gampteur cellulaire Technicon H*2 (Bayer,

Tarrytown, NY, USA). La mesure des autres pararaétreété décrite dans la méthodologie

générale.
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Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3

(placebo) (300 Ul/kg) (600 Ul/kg)
N 10 11 11
Age (année) 56 + 14 636 61+13
Sexe (M/F) 3/7 6/5 3/8
Poids (kg) 69 £12 679 69 £ 10
Volume sanguin (mL) 4,121 + 730 4,272 £ 523 4,169 £ 617
RCM (mL) 1,611 +344 1,591 + 254 1,600 £ 290
Hb (gr/dL) 141+10 141+11 139+1.1
Hct (%) 42.3+2.8 43.0+3.0 42.2+3.8
RBC (10°7/uL) 4.60+0.38 4.59 +0.30 4.48 +0.43
Retic (%) 1.0+0.3 1.7+0.7 1.1+0.3
Retic (10%/uL) 44.4 £ 13.2 74.8 +28.2 49.0 + 14.8
EPO (mU/mL) 129+4.4 17.5+8.2 20.1+8.6
sTfR (ng/mL) 4,140 + 1,270 3,640 + 300 3,800 + 1010
Ferritine (ng/mL) 108 + 91 178 +113 104 + 59
SeFe (umol/mL) 159+6.1 17.2+5.6 17.6+6.1
TIBC (ug/mL) 3.44+0.58 3.04 £ 0.50 3.22+0.44
TSAT (%) 27 +12 32+11 30+10
Plaquettes (16/uL) 234 +51 248 + 78 221 +61
Durée des dons de sang (j) 202 202 201

SeFe = fer sérique; TIBC = capacité de fixatioredieansferrine; TSAT = coéfficient de saturatianld transferrine.

*: p<0.05, comparé au groupe 1.

T: p <0.05, comparé au groupe 2.

d. Formules

Volume sanguin (Blood Volume : BV; mL) = poids (kgb0 (mL/kg).
Masse érythrocytaire (Red cell mass : RCM; mL) =B{Hct x 0.92)/100.

Volume de globules rouges donné (Don RBC (red bhmils); mL) = volume de sang donné (mL)

X Hct du jour (%).

Production de globules rouges (RBC prod; mL) = (REMRCM 1) + Don RBC

Hb donnée (gr) = volume de sang donné (mL) x Hil{grdu jour/100.

Fer donné (Don | (iron); mg) = Hb donnée (gr) x Big/gr Hb.

Fer de réserve (Storage iron : SI; mg) = 400 +dritine — In 12)2%°
Fer circulant mobilisable (Mobilizable circulatiimpn : MCI; mg) = BV x ((Hct-34)/1005%> 2%
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Fer mobilisable total (Total mobilizable iron : TMhg) = SI + MCI.
Fer globulaire (RBC I; mg) = (BV x Hb (g/dL) x 3x40.92)/100.
Fer total (Total iron: TI; mg): SI + RBC | + Don |I.

Fer absorbé (Absorbed iron : Abs I; mg) = Tl pré-opl basal.

e. Analyses statistigues

Toutes les analyses statisitiques ont éte faitesde de GraphPad Prism 4 (GraphPad, San Diego,

CA, USA). Les analyses utilisées ont été décrisessda méthodologie générale.
3. Résultats
a. Dons de sang

Une différence, dépendante de la dose de rHUEP@guilore d’'unités données a été observée entre
les groupes. La cible de 5 unités par patient aéténue chez 72% des patients du groupe 1, 82%
des patients du groupe 2 et 91% des patients dipgr®. Le nombre d’unités collectées par patient
dans les groupes 1, 2 et 3 étaient 3.6 £ 0.8, A6t 4.6 + 0.5, respectivement. En comparaison
avec le groupe 1, la différence était significatpaur le groupe 3 (p < 0.01) et a la limite de la
signification pour le groupe 2 (p = 0.058). Le vkl de globules rouges par unité était meilleur
dans le groupe 3 comparé avec le groupe 2 (NSyest k2 groupe 1 (p < 0.05) (Figure 3.1). De
plus, le volume total de globules rouges donnés tagroupe 3 était de 50% supérieur a celui du

groupe 1 (Tableau 3.2).

b. Erythropoiése

A I'état basal, les taux d’'EPO endogéne du grougéaint significativement plus élevés que ceux
du groupe placebo mais restaient dans les valeursates. La réticulocytose, a I'état basal, était
plus élevée dans le groupe 2 que dans les 2 agrivapes mais restait également dans les valeurs
normales. La production cumulative d’érythrocytésitéaugmentée par le traitement par rHUEPO
de maniére dose-dépendante (figure 3.2). Cettérdifte devenait significative dés I5"3visite
(jour 7).
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Figure 3.1 :Volume de globules rouges par unité collectée lode chaque visite successive
La zone grisée représente les valeurs normalesdesunnités de sang allogénique.

*: p < 0.05 en comparaison avec le groupe 1.
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Figure 3.2 : Production cumulative de globules rouges au coudes visites pour don de sang

*: p < 0.05 en comparaison avec le groupe 1p ¥ :0.05 en comparaison avec le groupe 2.
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Table 3.2: Caractéristiques des dons de sang

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
(placebo) (300 Ul/kg) (600 UI/kg)

Patients donnant 1U 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Patients donnant 2U 1 (10%) 0 (0%) 0 (0%)
Patients donnant 3U 3 (30%) 1 (9%) 0 (0%)
Patients donnant 4U 5 (50%) 8 (73%) 5 (45%)
Patients donnant 5U 1 (10%) 2 (18%) 6 (55%)
RBC vol donné/patient (mL) : Jour O 203 £ 34 1920+ 200 £ 31
RBC vol donné/patient (mL) : Jour 4 162 £ 61 1785+ 185+ 25
RBC vol donné/patient (mL) : Jour 7 124 £ 89 1636+ 150 £ 76
RBC vol donné/patient (mL) : Jour 11 131+70 36 168 £ 61
RBC vol donné/patient (mL) : Jour 14 30+63 47 +8% 147 £ 77*
RBC vol donné/patient (mL) : total 650 £ 191 374147 850 £ 159*
RBC vol total donné par groupe (mL) 6,496 8,173 59,3
BV donné/patient (mL) 1,667 +454 1,882 + 316 2,110 £ 272*
Hb donnée/patient (gr) 212.8 +64.243.1 £52.7 274.2 £51.3*
Nombre total d’'unités données par groupe 36 45 50
% de la cible (= 5 x N patients) 72.0 81.8 90.9
N unités/patient 3.60+0.84 4.09+0.54 4.55+0.52

*: p<0.05; T: p<0.01: comparé avec groupe 1

T :p <0.05: comparé avec le groupe 3
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La production totale d’Hb était également significament différente (groupe 1 : 105.1 + 44.5 gr,
groupe 2: 151.7 + 41.1 gr, groupe 3: 191.5 + 44 Mg p = 0.02 (groupe 2 vs groupe 1), p < 0.001
(groupe 3 vs groupe 1), p = 0.009 (groupe 3 vsgd)). Comme en témoignent les taux de sTfR,
I'activité érythropoiétique ne s’est pas modifiéefdcon significative au cours de I'étude dans le
groupe 1 mais était stimulée de maniére tres imptetchez les patients recevant de la rHUEPO
(74% d’augmentation dans le groupe 2 et 117% d’'angation dans le groupe 3) (figure 3.3).
Apres interruption de la thérapeutique par rHuER@xtivité érythropoiétigue est retournée
progressivement, avant la chirurgie, a son niveaaab A ce moment, I'activité érythropoiétique
était équivalente dans les 3 groupes. Les rétigtdscaugmentent jusqu’a un pic a [§"2visite
chez les patients recevant de la rHUEPO (p < 0po@it les groupes 2 et 3 vs groupe 1). Le pic des
taux seérigues d’EPO se situait a la visite 3 dangrbupe 3, 4 jours plus tét que le pic de
réticulocytose et était significativement plus éewe dans le groupe 1 (p < 0.01) ou dans le groupe
2 (p < 0.05).

Malgré la difference des quantités de sang donsées rHUEPO, et en raison des différences de
production de globules rouges et d’Hb, les tauxbd{groupe 1: 11.5 + 0.8; groupe 2: 12.0 £ 0.9;

groupe 3: 11.9 + 1.0 g/dL; NS) et I'Hct étaient saines dans les 3 groupes, avant la chirurgie.
(figure 3.3)

c. Pertes sanquines et transfusions

Les pertes sanguines pendant la chirurgie étaienliages dans les 3 groupes (groupe 1: 1,784 +
902; groupe 2: 1,427 = 921; groupe 3: 1,414 + 535 NfS). Tous les patients ont nécessité des
transfusions pendant ou apres la chirurgie. Il aait pas de difféerence en ce qui concerne le
nombre total d’unités transfusées (groupe 1: 4106 groupe 2: 3.5 £ 0.8; groupe 3: 3.8 + 1.6; NS).

Toutefois, en raison de la différence du nombrenitiis collectées, des transfusions allogéniques
ont été nécessaires chez 1 patient du groupe €sYpatients traités par rHUEPO) et 4 du groupe 1

(40% des patients traités par placebo) (p < 0.01).
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Figure 3.3 : Evolution des réticulocytes (retic), de I'hémogloine (Hb), des taux sériques
d’EPO (EPO), de la ferritine, des récepteurs solulels de la transferrine (sTfR), de
sTfR/log(ferritine) et de la saturation de la tranderrine (TSAT) pendant la période précédant
la chirurgie.

On note une stimulation de I'activité érythropajée tout au long de I'étude, comme en témoigné¢ales de sTR. *:

p < 0.05 par rapport a la visite 1; T : p < 0.0bragport au groupe 1.
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d. Métabolisme du fer

Les données concernant le métabolisme du fer ésntnées dans le tableau 3.3. La ferritine, le fer
sérique et la saturation de la transferrine ontirtliéh significativement pendant la période de dons
de sang. En conséquence, les réserves de ferémdoniht également été réduites. Le fer circulant
mobilisable a également diminué pendant la périddephlébotomies, alors que le fer total

augmentait de I'état basal jusqu’a la chirurgien€tdlonné que ce parametre integre le fer corporel

total et le fer contenu dans les unités de sarlgy@és.

La différence entre le fer total avant chirurgiéd¥tat basal permet de calculer I'absorptiorfate
pendant cette période. Comme montré dans le taBl@alabsorption de fer est dépendante de la
dose de rHUEPO administrée. On observe une petgmentation de I'absorption de fer dans le
groupe placebo (47 + 198 mg) mais des augmentatieascoup plus importantes dans le groupe 2
(325 £ 341 mg) et dans le groupe 3 (593 £ 286 tdgpsorption du fer était corrélée avec le pic de
la réticulocytose au jour 11 (r = 0.41 ; p < 0.(figure 3.4), avec TSAT basal (r = 0.35; p = 0.08)
et avec le pic de sTfR au jour 11 (r = 0.33 ; p.@9) mais ni avec le pic d’'EPO au jour 7 (r = 0,19
NS), ni avec FRT basale (r = 0.16 ; NS), ni avedelesérique basal (r = 0.30 ; NS), ni avec
sTfR/logFRT basal ou avant chirurgie (r = -0.06r et -0.07, respectivement ; NS). Le nombre
d’unités collectées était corrélé avec MCI (r =00, < 0.01) (figure 3.5) et, dans une moindre

mesure, avec I'Hct basal (r = 0.35 ; p < 0 .05)smaiavec le fer de réserve, ni avec le fer total.
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Figure 3.4 : Corrélation entre la quantité de fer absorbé par wie orale pendant la période

précédant la chirurgie et le pic de réticulocytesajour 11.

Retic : nombre de réticulocytes.
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Figure 3.5 : Relation entre le fer circulant mobilisable (MCI) et le nombre d’unités collectées.
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Table 3: Parameétres du fer a I'état basal et a la fin de lpériode de dons de sang
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Valeurs basales

Pré-chirurgie

Groupes 1 2 3 1 2 3
Ferritine (ng/mL) 108 £ 91 178 £ 113 104 + 59 50 +40 86 + 63 68 + 32
SeFe (umol/L) 159+6.1 17.2+5.6 176 £6.1 7.7+27 9.13 2. 11.5+82
TSAT (%) 27 +12 32+11 30+ 10 14 +5 17 + 21 +13
MCI (mg) 377 +£192 390 £ 191 347 £ 185 10+ 122 79 +£138 66 + 161
Sl (mg) 745 + 351 1,010 + 245 775 £ 339 438 + 362 71462 2 652 + 190
TMI (mg) 1,122 + 412 1,400 + 255 1,122 + 359 440 + 413 808 + 359 718 +243
TI (mgQ) 2,574 £ 569 2,906 + 334 2,594 + 497 2,¥@B2 3,247 + 559 3,187 £ 538
Fer donné (mg) - - - 724 £ 219 826 £ 179 932 £ 174*
Fer circulant donné (mg) - - - 359 = 254 579 = 366 809 + 351
Fer de réserve donné (mg) - - - 363 = 147 280 + 247 123 + 269*
Fer absorbé (mg) - - - 47 +198 325+ 341 593 + 286"

TSAT = coefficient de saturation de la transferri@eFe = fer sérique

*: p<0.05; T: p<0.01: comparé avec le groupe 1

t: p<0.05: comparé avec le groupe 2.
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4. Discussion

Alors que les transfusions sanguines sont difficdat évitables lors de procédures chirurgicales
invasives, les programmes d’autotransfusion peemettle réduire le recours aux transfusions
allogéniques. De ce fait, les risques associées arapsfusions, tels que la transmission de majadie
infectieuses et 'immunisation, peuvent étre limitée traitement par rHUEPO permet d’améliorer
les dons de sang autologues en augmentant le natuimieés qui peuvent étre prélevégs; 208209

Ce traitement entraine une stimulation de la prodacérythrocytaire au-dela de la réponse qui
pourrait étre attendue par la sécrétion endoge®# @’ en réponse aux phlébotomies. Cette
production de globules rouges sous rHUEPO peuindtte I'équivalent de 5 unités pendant la

période de donation alors que dans le groupe pladalproduction n’est que de 3 unit&9:?**

En plus de confirmer I'amélioration du taux de sscde I'autodonation supportée par rHUEPO,
notre étude a montré que, par une acceélérationeetugmentation de la production érythrocytaire,
le volume de globules rouges contenus dans uné deitsang restait plus stable tout au long des
phlébotomies répétées sous rHUEPO que sous pladdelre fait, le volume de globules rouges des
unités autologues dans le groupe recevant 600 UHktait pratiquement équivalent a celui des
unités allogéniques. En conséquence, non seuldmgoantité mais également la qualité des unités

prélevées étaient améliorées par le traitementHhaE PO.

Dans notre étude, le meilleur prédicteur du nonabueités qui peuvent étre collectées était le fer
circulant mobilisable (MCI). Goodnough et &% ont également montré une corrélation
significative entre le nombre d’unités collectéeteeVCI. Toutefois, dans leur étude, ’hématocrite
basal était le meilleur prédicteur du nombre démitollectées. Une corrélation existe, dans notre
étude, entre I'Hct basal et le nombre d’unités @émsnmais le MCI restait le meilleur prédicteur.
Cette observation est vraie pour les groupes srggg rHUEPO mais également dans le groupe
placebo. Ceci signifie que, lors de phlébotomigstées, I'érythropoiése étant stimulée ou non par
de I'érythropoiétine exogene, la mobilisation du de réserve est inefficace ou trop lente pour
rencontrer les besoins de la production érythrayta’implication directe de cette observation est
gu’une source extérieure de fer, qu’elle soit omleintraveineuse, est absolument nécessaire lors
des traitements par rHUEPO. De nombreuses étuggdeh patients insuffisants rénaux chroniques
ont bien démontré I'importance de la supplémemntati@artiale dans les traitements au long cours
de I'anémie rénale traitée par rHUEPO?® De plus, dans notre étude, les patients incapatges

donner plus de 3 unités pendant la période de monaétaient ceux qui présentaient les valeurs
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basales les plus basses de MCI, fer total et feréderve. Ceci pourrait suggérer qu’une
supplémentation martiale précoce pourrait étree yitndant une thérapie par rHUEPO chez les

patients en déficit martial.

Malgré les preuves indirectes de besoins exogemderdors de la stimulation érythropoiétique,
I'utilité de la supplémentation martiale dans lesgpammes d’autotranfusion stimulés par rHUEPO
reste controversée®* 200 2122y 'estimation des pools de fer des différemtsmgartiments de
I'organisme (voir formules) et des unités de sarggvées, nous avons pu estimer les quantités
totales de fer absorbées oralement pendant la deérgqui précéde la chirurgie. Malgré la
consommation d’une certaine quantité de fer davéseomme en témoigne la diminution des taux
de ferritine avant la chirurgie, I'érythropoieséimallée par rHUEPO, dependait largement d’un
apport externe. Il est possible que I'estimatiorfafude réserve a partir des taux de ferritine $oit
peu sous-évaluée pendant le traitement par rHUERQason de I'expansion de la moélle
érythroide qui réduit le pool labile de fer dans lmacrophages et entraine, de ce fait, une
diminution des taux de ferritine méme si les résemestent constante€® Toutefois, ce n’était plus

le cas au moment de la chirurgie car l'activitétiemypoiétique était virtuellement retournée a la

normale.

Nous avons pu démontrer un augmentation extrémemgrdrtante de I'absorption orale de fer
sous rHUEPO en comparaison avec le groupe pladebos le groupe 2, I'absorption était
multipliée par 15.5 par rapport a une populationrade et par 7 par rapport au groupe placebo.
Dans le groupe 3, elle était multipliée par 28.paat 12.8, respectivement. L'absorption de fert étai
donc dépendante de la dose de rHUEPO administréetilsant une technique d’absorption de fer

marqué et d'incorporation au globules rouges, Skighal.”®

avaient démontré une augmentation
de I'absorption de fer non-hémique de 3.5 a 9 $oise a 'administration de rHUEPO a des sujets
sains. Nous avons démontré que ceci reste vrad®rstimulations érythropoiétiques importantes
pendant une période plus longue. En conséquendee ®bude suggére que la stimulation
erythropoietique par rHUEPO pourrait étre un stantiplus important de I'absorption du fer que la
régulation du fer de réserve. Cette énorme absorpdie fer n’était possible que grace a la
supplémentation martiale par voie orale et naupaitse produire avec les apports alimentaires
moyens. Le déficit martial induit par rHUEPO n'étgas le facteur principal entrainant
'augmentation de I'absorption du fer car les talexferritine restaient dans les valeurs normales.
Nous ne pouvons cependant pas exclure que le td@tictial fonctionnel contribue a la stimulation

de I'absorption de fer étant donné que la corm@agntre celle-ci et TSAT était a la limite de la
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signification. Il a également été démontré queptidine, qui inhibe I'absorption de fer et son
relargage par les macrophages, est produite enitfugdduite quand I'érythropoiése est stimulée ce

qui pourrait faire le lien entre EPO et absorptienfer.*2%1#

En conclusion, le traitement par rHUEPO est sOefétace, permettant une amélioration du

programme de collecte d’'unités autologues de sdbg.plus de son effet bien démontré sur le
nombre d’unités de sang qui peuvent étre récoltémss avons démontré une meilleure qualité de
ces unités sous rHUEPO. Il semble que le fer @rdumobilisable soit le meilleur prédicteur du

nombre d'unités prélevées, reflétant un relargagmpproprié du fer de réserve et mettant en
évidence l'importance d’'un apport exogéne de feutilité des suppléments oraux de fer a été
démontrée étant donné que son absorption est at@enele maniére trés importante par la

stimulation érythropoiétique induite par 'admingtion de rHUEPO.
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CHAPITRE 4 :
FACTEURS DETERMINANT LE POURCENTAGE DE
GLOBULES ROUGES HYPOCHROMES CHEZ LES PATIENTS
EN DIALYSE CHRONIQUE

Factors determining the percentage of hypochroadditood cells in hemodialysis patients
C. Bovy, C. Tsobo, L. Crapanzano, G. Rorive, Y. agA. Albert et J.M. Paulus.

Kidney International 1999,56(3):1113-1119.
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1. Introduction

L’érythropoiese stimulée par le traitement par rHQGEaugmente de maniere significative les
besoins en fer et peut donc conduire a un défiaitial, premiére cause de résistance a la rHUEPO.
Des parametres sensibles et spécifiques du déimitial fonctionnel sont donc nécessaires pour
assurer un monitoring martial et une supplémematiofer efficace. La ferritine et la saturation de

la transferrine étaient habituellement utiliséssdem but et le sont toujours aux USA (DO8]I)

La ferritine sérique reflete de maniére adéquatadserves de fer pour autant que le métabolisme
du fer soit en équilibre. Toutefois, les valeursfetgitine varient indépendamment des réserves de
fer dans des conditions de déficit en acide foliquevitamine B12, dans les états inflammatoires et
les maladies infectieuses, ainsi que dans les logfies néoplasique$™® De plus, le déficit martial
fonctionnel peut étre présent malgré des résemdsreadéquates, secondairement & un défaut de

mobilisation.

La saturation de la transferrine est un paramelns pensible de la biodisponibilité du fer.
Cependant, celui-ci est fortement modifié par lasations importantes du fer sérique, ce qui est le
cas dans le traitement par rHUEPO en raison deghantation de la capture par la moélle

érythropoiétique et I'injection intraveineuse de f&’

Le pourcentage de globules rouges hypochromes sugtgeré comme étant un marqueur sensible
et précoce du déficit martial fonctionr&f #1822 Différentes études ont montré une augmentation
de %HYPO dans le décours d’un traitement par rHUEPD??° Cette augmentation pouvait étre

évitée de maniére significative par I'administratie fer 28 220-221

Le contexte clinique des patients dialysés trap@s rHUEPO est complexe, incluant des
fluctuations parfois importantes de I'hémoglobindy métabolisme du fer, de [Iactivité
erythropoiétique et du syndrome inflammatoire, sdares a I'évolution de la pathologie et du
traitement. L'influence de ces parametres biologgsur le pourcentage de globules rouges
hypochromes n’avait pas encore été investigué. Uk de cette étude était de déterminer
quantitativement I'influence de tels parametresistYPO.
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2. Méthodes

a. Groupe contrble

Les valeurs de référence pour le pourcentage deulgle rouges hypochromes ont été mesurées
chez 537 donneurs de sang sains. Les échantillar&@®prélevés directement apres le don de sang.
Chez 32 de ces donneurs, un échantillon a égalegéténtprélevé avant don de sang pour

comparaison entre les valeurs hématologiques @&tamres don de sang.

b. Patients

Soixante-quatre patients hémodialysés chroniquegténinclus dans I'étude. Les caractéristiques
de ces patients sont exposées dans le tablealLek Ipatients présentant une néoplasie et ceux
ayant eu une chute brutale du taux d’hémoglobime ¢tk 3 mois précédant le début de I'étude ont
été exclus des analyses. Cinquante-six patientsnétraités par érythropoiétine recombinante

humaine par voie intraveineuse trois fois par semaavec une cible d’hémoglobine de 11 g/dL.

Ces patients ont été étudiés pendant la phase mtemence de leur traitement par rHUEPO avec
des dosages stables et des taux d’hémoglobinestdlds suppléments intraveineux de fer ont été
administrés sous la forme de fer sucrose (Vefipféifor, St. Gallen, Suisse) a la dose de 100 & 600

mg/mois pour maintenir une ferritinémie > 300 ng/etlune saturation de la transferrine > 20%.

c. Paramétres étudiés

Les parametres cliniques suivants ont été étud@ége, sexe, poids, dose d’érythropoiétine
administrée et dose de dialyse (Kt/V). Le Kt/V ese mesure de I'extraction d’'urée au cours d’'une
séance de dialyse ou K représente le coefficiepedméabilité, t est la durée de la dialyse ettV es
le volume de distribution . Il se calcule commet sui0.23*(1-(urée aprés dialyse/urée avant
dialyse))) — 0.284. (formule de Basifé}

Les parametres biologiques suivants ont été étudkes, SeFe, TSAT, sTfR, CRP et les
parameétres hématologiques mesurés a l'aide du eampellulaire H*2 (Bayer, Tarrytown, NY,
USA).
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Tableau 4.1: Caractéristiques des patients
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Variables

N patients (hommes/femmes) 64 (37/27)
Age (années) 55+ 15
Durée de la dialyse (mois) 75.4 +75.6
N traité par rHUEPO 56
Dose de rHUEPO (Ul/kg/semaine) 187 + 142
Hb (g/dI) 11.3+1.1
N (%) avec Hb < 10 g/dI 8 (12%)
N avec supplémentation martiale 53
Ferritine (ng/ml) 267 £ 179
N (%) avec ferritine < 200 ng/ml 28 (44%)
CRP (mg/L) 12.5+21.1
N (%) avec CRP > 6 mg/L 27 (42%)
%HYPO 5375
N (%) avec %HYPO > 3.7% 24 (37%)

d. Statistiques

L’influence du statut martial et du statut inflantoiee a été analysée par analyse de variance
(ANOVA). Les valeurs de FRT, sTfR, CRP, poids, P&éHdose de rHUEPO ne suivant pas une
distribution normale, elles ont subi une transfaroralogarithmique avant d’étre insérées dans les
analyses de corrélation et de régression. PoulRR €t la dose de rHUEPO, la constante 1 a été
ajoutée avant la transformation logarithmique pduiter les valeurs nulles.

Dans les régressions multiples, portant sur laabéei %0HYPO, celle-ci a subi une transformation
logit afin d’entrer dans les conditions d’applidéabide la méthode. Par définition, logit (%HYPO)

= In (Y%oHYPO/(100 - %HYPO)). Ainsi, a partir de légression multiple de logit (Y%oHYPO) sur les
autres parametres (logit(%HYPO) 5 €Ci X1+ ... +CpXp), il est possible d’obtenir une estimation
de logit(%HYPO) et des lors de %HYPO en se repbdda figure 4.1.

Toutes les analyses statistiques ont été réalis@esitilisant SigmaStat et SigmaPlot (SPSS

Sciences, Erkrath, Allemagne).
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Figure 4.1: Relation entre %HYPO et logit%HYPO
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Logit % HY PO

3. Résultats

a. Groupe contrble

Les valeurs de référence, déterminées comme lesc@@¥aux de la distribution des prélevements

réalisés chez 537 donneurs de sang sains, étaiamtrises entre 0.0 et 3.7 % de globules rouges

hypochromes. Les comparaisons entre les param@fmatologiques des prélévements avant et

aprés don de sang chez 32 des donneurs n'ont mauntrene différence significative, y compris

chez les patients ayant un taux élevé de %HYPl¢aa 4.2)

Tableau 4.2: Comparaison des paramétres hématologiques avant &res don de sang

Variables Avant don de sang Apres don de sang
%HYPO (%) 5.61 +6.65 5.40+7.23

Hb (g/dl) 13.8+1.4 13.8+1.3

RBC (x10/L) 4.79 +0.46 477 £0.43
Hématocrite (%) 41.6 £3.7 41.5+3.2

MCV (fl) 87.1+3.2 87.0+3.6
Réticulocytes (x1%L) 130 £ 34 129 + 34

Aucune différence significative au seuil de 5% piaétre observée.
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b. Corrélations entre parameétres

Du fait du nombre important de parametres mesuréseptant une certaine analogie, ceux-ci ont
été regroupés en 4 classes pour évaluer le stamiah(SeFe, TSAT, FRT, sTfR), l'inflammation
(CRP), l'activité érythropoiétique (réticulocytosesTfR) et la dose de rHUEPO administrée. Les
valeurs de ces parameétres ont été entrées darsnahese de corrélation exposée dans le tableau
4.3 et la figure 4.2.

Cette analyse montre que :

(a) les paramétres du monitoring martial sont §icativement intercorrélés;

(b) sTfR, TSAT et SeFe sont hautement significatigat prédicteurs (p < 0.001) et FRT
significativement prédicteur (p < 0.05) de %HYPO;

(c) %HYPO est également corrélé significativemena aéticulocytose (p < 0.01), a la dose de
rHUEPO (p <0.01) et ala CRP (p < 0.05).

Une observation intéressante est que des valeur¥l¥PO > 3.7% (percentile 99.5 de la
population de référence) sont observées chez dessaprésentant toute la gamme de valeurs de
FRT jusqu’a 1000 ng/mL (figure 4.2). A I'opposéusoles patients ayant une saturation de la
transferrine > 30% ou SeFe > 12 umol/L avaient tHYRO < 3.7%.

Des analyses complémentaires ont été réaliséeslaftiissocier I'influence du statut martial et de
inflammation sur le %HYPO. A cet effet, les patie ont été classés en 4 catégories selon TSAT
(> 30% ou < 30%) et la présence (CRP > 6 mg/L) 'absence (CRP < 6 mg/l) de syndrome
inflammatoire. Les sujets sans syndrome inflammateti avec un TSAT > 30% avaient le %HYPO
le plus bas (0.8 £ 0.6, N = 9), alors que ceuxprésentaient un syndrome inflammatoire et une
TSAT < 30% avaient les plus hautes valeurs de %HYPQ + 8.4, N = 20). Les patients sans
syndrome inflammatoire et avec une TSAT < 30% (N3} et les patients avec un syndrome
inflammatoire et une TSAT > 30% (N = 4) avaient%@rYPO intermédiaire (2.5 + 1.4 et 5.2 + 6.0,
respectivement) (Tableau 4.4). Par une analyse adiance, %HYPO a été démontré comme

influencé par chacun des parameétres TSAT (p = 0.©03RP (p = 0.03).
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c. Prédiction de %HYPO par les autres variablediégs : régressions multiples

L’influence des différentes variables étudiées%ttYPO (age, sexe, poids, CRP, FRT, Tf, TSAT,
sTfR, urée, PTH, Kt/V, dose de rHUEPO et réticutosg) a été déterminée par des régressions
multiples pas a pas. Seules les équations danseléss) tous les coefficients difféerent de 0 au
coefficient de certitude de 5% ont été retenueantEtionné que les intercorrélations entre les
parametres du fer (multicollinéarité) tendent aungd ’'efficacité des régressions s’ils sont entrés
simultanément dans I'’équation de régression, %H¥RE@E corrélé a un set alternatif de 9 variables
dans lesquelles seulement un des parametres LA, FRT ou sTfR) était inclus. L'équation la

plus significative (figure 4.3) était :

Logit %HYPO = - 11.76 + 4.87 log STfR + 0.40 logP@ + 1) + 0.75 log (CRP + 1) (r = 0.69 ; p <
0.001).

Les autres équations, moins significatives, cordimmque %HYPO est principalement influencé
par les parametres du fer (STfR, TSAT, SeFe ou FRRa) la CRP et par la dose de rHUEPO
administrée. La stratification des patients setdoprEsence ou I'absence de syndrome inflammatoire
ne modifie pas le degré de signification des pateesd@lu fer dans la prédiction de %HYPO.

Pour essayer de déterminer pourquoi sTfR avaitiuean de corrélation avec %HYPO supérieur
aux autres parametres, I'équation suivante a gud&rivée : log sTfR = - 0.34 — 0.79 TSAT + 0.40
log rétic (r = 0.59). Le fait que sTfR soit indépgamment influencé par le statut martial et 'at¢éivi

erythropoiétique peut expliquer que sTfR soit lellea prédicteur simple de %HYPO.
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Tableau 4.3: Matrice de corrélations des variables étudiées

Tf SeFe TSAT FRT STIR CRP Retic EPO %HYPO
T 0.10 -0.34 -0.37 0.36 -0.11 0.37 0.25 0.11
SeFe 0.10 0.89 0.22 -0.34 -0.40 -0.11 -0.03 -0.46
TSAT -0.34 0.89 0.36 -0.46 -0.34 -0.22 -0.16 -0.48
FRT -0.37 0.22 0.36 -0.43 0.07 -0.11 -0.14 -0.28*
sTIR 0.36 -0.34 -0.46 -0.43 -0.06 0.46 0.31* 0.60
CRP -0.11 -0.40 -0.34 0.07 -0.06 0.03 -0.02 0.29*
Retic 0.37 -0.11 -0.22 -0.11 0.46 0.03 0.34 0.41
EPO 0.25 -0.03 -0.16 -0.14 0.31* -0.02 0.34 0.38
%HYPO 0.11 -0.46 -0.48 -0.28* 0.60 0.29* 0.41 0.38

* p<0.05, caractéres gras p<0.01, caracteres gsamibgnés p<0.001.

La zone grisée met en évidence les intercorrélatmtre les différents paramétres du bilan martial.
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Figure 4.2: Corrélations entre %HYPO et les paramétres du moitoring martial [fer sérique (SeFe), saturation dela transferrine (TSAT),
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récepteurs solubles de la transferrine (STfR) et fatine (FRT)], CRP et dose de rHUEPO administrée EPO)

sTfR, FRT, CRP et EPO sont exprimés sur l'axe dmssaes de facon logarithmique pour normaliser faegeurs. %HYPO est exprimé sur I'axe des ordonrééd'gchelle

logarithmique.
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Tableau 4.4: Valeurs de %HYPO en fonction de la saturation dda transferrine (TSAT) et du

statut inflammatoire (CRP).

CRP <6 mg/L CRP > 6 mg/L
TSAT > 30% 0.8+0.6(n=9) 52+6.0(n=4)
TSAT < 30% 25+1.4(n=23) 7.2+8.4 (n=20)

Figure 4.3: Relation entre %HYPO mesuré et %HYPO calculé selofiéquation :
Logit %HYPO =- 11.76 + 4.87 log sTfR + 0.40 log O + 1) + 0.75 log (CRP + 1)
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4. Discussion

Il a déja été déemontré a maintes reprises que kumaeales réserves de fer, par le dosage de la

ferritine, est insuffisante pour juger de I'étatrijgrive fonctionnel engendré par le traitement par

rHUEPO et deés lors guider le clinicien dans la gnipion de suppléments de fer. Les données de

notre étude confirment l'influence des parameétrasntbnitoring martial sur le pourcentage de

globules rouges hypochromes et établissent, paurelaiere fois, I'influence de I'inflammation sur
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ce paramétre. L'influence de la dose de rhuEP@teeflaugmentation des besoins en fer et donc le
déficit fonctionnel en fer lié & I'importance dadtivité érythropoiétiqué®®: 218 227

L’inflammation est connue pour entrainer un déficértial fonctionnel en bloquant la libération de
fer par le systéme réticulo-endothéli&’ Il n'est donc pas surprenant de trouver une catio#l
positive entre la CRP et %HYPO. L'interleukine 1-Q) stimule la synthése intracellulaire de
ferritine par un mécanisme translationnel indépanat statut martial, avec comme résultat le
« trapping » intracellulaire de fer et une biodisipdité du fer diminuée pour I'érythropoiés@’

De plus, IL-1 et TNRa induisent la sécrétion hépatique de ferritine ggé&xj une molécule
glycosylée, pauvre en fer, avec une séquence dsaci@minés differente de la ferritine

intracellulaire [24] qui joue un réle négligeabkend les échanges de fer.

Une corrélation négative entre la ferritine et %HYR été démontréé®® ??°Cette relation a été
confirmée dans cette étude. Cette observation tdigua recommandation selon laquelle il faut
maintenir les patients sous suppléments martiaux pdteindre une ferritine de 300 ng/mL.
Toutefois, la figure 2 démontre que des valeursédle de %HYPO peuvent étre retrouvées en
présence de taux de ferritine compris entre 12 0§t 8g/mL. Ceci est en accord avec les
publications démontrant que des réserves impodadi fer peuvent étre associées a une
disponibilité faible et & un déficit martial fonatinel.”* %% #2272\ algré le fait que des réserves en
fer suffisantes sont requises, le taux de ferriieenous renseigne pas sur le fer disponible sur |
erythroblastes. Cette confusion entre I'importades réserves de fer et sa biodisponibilité peut
expliquer pourquoi les directives en matiére dextda ferritine cible varient entre 100 et 300
ng/mL. % ?7Une autre étude montre, d'ailleurs, que le taufedétine cible varie selon la dose et
la fréquence de la supplétion martiale intraveiretis

Notre étude confirme la corrélation qui existe edsHYPO et la saturation de la transferrine ou le
fer sérique. Tous les patients qui avaient uneratdm supérieure a 30% ou un fer sérique
supérieur a 12 pmol/L avaient également un %HYP@rigur a 3.7% (limite supérieure de la
normale). Toutefois, il ne faut pas perdre de vue GSAT et SeFe ne restent des parametres
fiables que lorsque le métabolisme du fer est amlibre. Cette condition n'est pas souvent
rencontrée lors d'un traitement par rHUEPO chez pesients dialysés car la stimulation
érythropoiétique, les pertes de sang et la thérapitiale entrainent des fluctuations importantes d
SeFe et donc, de TSAT. Pour cette raison, %HYPQraibueprésenter un index plus stable de la

biodisponibilité du fer que ces deux parametres.
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Dans nos analyses, sTfR était le meilleur prédicteu %HYPO. Le haut degré de corrélation
positive entre ces deux facteurs ne surprend pas @éonné que sTfR est un paramétre représentant
de maniére fiable et le déficit martial fonctioneel’activité érythropoiétique®* 22Ceci est bien
illustré par I'équation de régression liant sTfRyre part a TSAT, d’autre part a la réticulocytose.
Malgré la similarité entre sTfR et %HYPO dans Isignification clinique, la détermination en
routine de %HYPO est a préférer a celle de sTfRs molteuse et plus difficile. Toutefois,
I'influence de I'activité érythropoiétique est uasavantage pour la spécificité de %HYPO dans la

détection du déficit martial.

Dans de nombreuses études, la valeur de %HYPO %eal8té utilisée comme seuil du déficit
martial fonctionnel.*®® %8 222| 5 sensibilité de cette valeur était seulement48& dans la
prédiction de la réponse réticulocytaire a un séipgint martial intraveineux chez les patients
hémodialysés’’ Il semble, toutefois, que cette valeur ne soit appropriée pour détecter un
déficit martial fonctionnel étant donné que 99,58687 donneurs de sang sains avaient une valeur
de %HYPO inférieure a 3.7%. Le fait que la limitgérieure de référence pour %HYPO doive étre
plus basse est confirmé par I'observation d’uneicédn de 8.5% des doses de rHUEPO nécessaires
chez des patients hémodialysés avec un %HYPO énféd 5% recevant une supplémentation

intraveineuse en fet®°

Le contenu réticulocytaire en hémoglobine (CHralément été décrit comme un parametre fiable
du monitoring martial. CHr augmente significativerhdans les 2 jours qui suivent 'administration
intraveineuse de fer chez des patients hémodialgE#sontrant ainsi que CHr est un paramétre
plus précoce que %HYPO dans la détection du détficittial fonctionnel.}”> Cependant, ces
fluctuations rapides de CHr en rapport avec lestdiations du niveau de disponibilité du fer
peuvent représenter un désavantage chez des patiwr#t lesquels le traitement par rHUEPO et par
fer amplifie ces fluctuations. Ceci suggere que %¥Yserait un meilleur index chronique des
besoins de fer. CHr et %HYPO pourraient étre @dlislans le monitoring martial comme la

glycémie et 'hémoglobine glyquée le sont dansiigisiu diabete.

En conclusion, %HYPO est un parametre utile etrnarché qui intégre I'état des réserves de fer et
de sa libération, ainsi que I'état inflammatoireisnégalement I'activité érythropoiétique. Notre
étude fournit des arguments supplémentaires aurqoies utilisant %HYPO, avec la ferritine et la
CRP, dans le monitoring martial des patients héalgsies traités par rHUEPO. La résistance a

I'érythropoiétine a été définie par le National K&y Foundation (DOQI) comme l'impossibilité
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d’atteindre I'hémoglobine cible endéans 4 a 6 nmigzant 'administration de 450 Ul/kg/sem
d’érythropoiétine recombinante par la voie intraeeise ou 300 Ul/kg/sem par la voie sous-cutanée
ou I'impossibilité de maintenir I'hémoglobine cibtéeec ces dose& Toutefois, nous pensons que
les patients qui nécessitent des doses supériaulés) Ul/kg/sem devraient faire I'objet d’'une
recherche de déficit martial fonctionnel, et enpsésence, un traitement supplétif devrait étre
prescrit. Des valeurs de %HYPO inférieures a 3.Xetuent une résistance a rHUEPO secondaire a
un déficit martial, qu’il soit absolu ou fonctionn®es valeurs de %HYPO supérieures a 3.7% sont
indicatives d’'un état inflammatoire ou d’'un défimtartial qui doivent étre recherchés. %HYPO est
également un outil utile dans la détection du dtéfiwartial dans la thalassémf&®?*’ I'anémie
hémolytique’® et dans la population générafé?*

L’influence sur %HYPO de l'activité érythropoiétigucomme en témoignent les corrélations
significatives entre %HYPO, d'une part, et sTfR lau réticulocytose, d’autre part, peuvent
cependant étre a I'origine de biais dans la déteatitin de %HYPO chez les patients dialysés. En
effet, le traitement par rHUEPO entraine une sttnuh érythropoiétique, présente simultanément
au déficit martial. Dans le chapitre 5, nous avwomdu évaluer 'importance clinique de l'effet de |
stimulation érythropoiétique sur la mesure de %HYR@s des conditions dans lesquelles le déficit
martial est absent. Cette influence a été étudiez des sujets sains, lors d’'une stimulation
erythropoiétique intense dans un programme d’arsfusion, et chez le patients hémodialysés

traités par rHUEPO dans la phase d’induction dtetreent.
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A. UNE STIMULATION ERYTHROPOIETIQUE INTENSE INVALID ELES
MARQUEURS HABITUELS DU STATUT MARTIAL

1. Introduction

Le monitoring martial est en général basé sur lei sles taux de ferritine et le pourcentage de
globules rouges hypochrome%. Nous avons montré précédemment que %HYPO est aussi
influencé positivement par I'activité érythropoégte. >*> De plus, malgré la valeur prédictive de
%HYPO dans le déficit martial, le taux de FRT pobtenir la cible recommandée de %HYPO
devrait étre beaucoup plus haute que les valeuréféience’®® Nous avons également montré que

quel que soit le taux de ferritine, %HYPO pouvéie &levé?*?

Nous avons voulu, de ce fait, évaluer le métabdigtle monitoring du fer lors d’une stimulation

érythropoiétique intense chez 8 sujets sains, doendamiliaux de cellules souches

hématopoiétiques de sang periphérique (PBSCT)amntdans un programme intensif de

phlébotomies supporté par rHUEPO dans le but denifodes unités de globules rouges pour leur
receveur respectif*® En effet, nous voulions vérifier la valeur de %HYRors d’'une stimulation

érythropoiétique particulierement intense.

2. Sujets et méthodes

a. Protocole de 'étude

Les sujets inclus dans ce travail étaient enréégs dine étude visant a évaluer la faisabilité d'une
collecte de 12 unités de sang sur 6 semaines dsanti un traitement par rHUEPO et fer
intraveineux chez des donneurs de cellules sountemtopoiétiques de sang périphérique. Notre
travail est une sous-étude concernant le monitatingnétabolisme martial chez ces donneurs. Les
criteres d’inclusion étaient : donneur apparenigitdé pour une collecte de cellules souches par
leucaphérése, sujet de plus de 18 ans et dispdipdur un programme de don de sang autologue
intensif. Tous les sujets ont donné leur consemér@elairé. Le protocole a été approuvé par le
Comité d’Ethique de I'Université de Liege.

Tous les sujets (n = 8) ont été traités par 60&dJde rHUEPO (Eprex, Janssen-Cilag, Beerse,

Belgium) par voie sous-cutanée, deux fois par seenpendant 3 semaines avant et 3 semaines
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apres la greffe, sauf pendant la période d’admatish de facteur de croissance leucocytaire G-
CSF pendant laquelle la dose de rHUEPO était geatie¢ pendant 5 jours. Tous les sujets ont
également recu 200 mg de fer sucrose (Venofer,rVid Gallen, Switzerland) deux fois par

semaine pendant 3 semaines avant et 3 semainesRPECT. Les unités de globules rouges ont
été prélevées a chacune des 12 visites pour aguerie taux d’hématocrite reste supérieur a 33%.
Ces unités étaient destinées a étre transfuséeseneur apres la greffe; elles étaient & ce moment

devenues « autologues » par rapport au patierfégref

b. Paramétres biologiques

Les parametres biologiques ont été évalués a chagiie. Les parametres globulaires ont été
mesurés a l'aide du compteur cellulaire H*2 (Baggmgnostics, Tarrytown, NY, USA). Les

parametres suivants du statut martial ont égalegténnesurés : FRT, TSAT, SeFe.

c. Formules utilisées

Fer de réserve (mg) = 400 + (In ferritin — In 1%)

Nouveaux RBC (Nb de nouveaux globules rouges predigipuis la derniére visite; X136 RBC —
RBC residuels (post-phlébotomie) de la derniergeris

Nouveaux HYPO (Nb de nouveaux globules rouges hymees produits depuis la derniere visite;
x10°) = HYPO —HYPO résiduels (post-phlébotomie) dedenikre visite.

Le calcul des globules rouges et des globules mhgpochromes résiduels est basé sur la masse
erythroide totale de laquelle est soustraite lantjigade globules rouges donnée :

RBC résiduels = (RBC du jour (x ¥mL) x BV (mL)) — (RBC du jour (x 1¥mL) x volume de
sang donné(mL))

HYPO résiduels = (RBC du jour (x ¥ML) x %HYPO (%) x BV (mL)) — (RBC du jour (x 20nL)

X %HYPO (%) x volume de sang donné(mL))

Hb donnée (gr) = Volume donné (mL) x Hb (gr/dL)/100

Fer donné (mg) = Hb donnée x 3.4 (mg/gr Hb)

d. Statistiques

Les analyses statistiques ont été détaillées damethodologie générale. Toutes les statistiques on

été réalisées avec le programme Graph Pad Prisapli®ad, San Diego, CA, USA).
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3. Résultats

La cible de 12 unités prélevées par sujet a édinggtchez 4 des 8 patients, 1 donneur a fourni 11
unités, 2 donneurs ont fourni 10 unités et 1 donreudourni 7 unités. Chez ce dernier, le

programme a été interrompu en raison de la dégoaaé I'état de santé du receveur.

La figure 5.A.1 montre I'importance de la stimutettiérythropoiétique. Le pic de la réticulocytose
est atteint au jour 10, avec une multiplication pate la valeur basale. De méme, sTfR augmente
tres rapidement de maniere significative et comtimlaugmenter pendant toute la période de
collecte. Cette importante activité érythropoiétiquermet une relative stabilité des taux d’Hb et
d’Hct qui, aprés une diminution significative, rexst stables et permettent le prélevement des unités

de sang a chaque visite chez une majorité despmtie

La figure 5.A.2 montre I'évolution des paramétreartiaux et globulaires. Les quantités de fer
injectées sont tout a fait superposables aux geanpirélevées dans les unités de sang collectées
(2,111 + 277 et 2,188 £ 433 mg, respectivemend, finl de I'étude). Ceci permet de garder le fer
corporel en équilibre tout au long de I'étude.

Malgré I'équivalence entre le fer prélevé et le Bmministré, les taux de FRT augmentent
rapidement jusqu’a un pic au jour 21 (224 + 14®vst 106 ng/mL, p < 0.001) avant de retourner
aux valeurs basales. Le fer de réserve, qui edésté, suit bien sdr la méme évolution (1,101 +
256 mg au jour 21 vs 677 + 355 mg a I'état basal,0p001).

TSAT diminue au jour 7 (16 £ 9 vs 35 + 13 %, p 90L) et reste basse jusqu’a la fin de I'étude.
CHr commence a diminuer seulement du jour 31 (2&51 vs 27.8 £ 2.1 pg, p < 0.05) au jour 48
(21.8 + 2.1 pg, p < 0.01) puis retourne aux valeoasales. %HYPO augmente, cependant,
rapidement jusqu’au jour 35, a des valeurs extréemerélevées (36.4 + 17.6 vs 3.3 + 3.5 %, p <
0.001) puis se stabilise alors que le CHr commeecéement a diminuer de maniére significative.
L’activité érythropoiétique a été évaluée par llewlade la production érythrocytaire d’'une visite a
I'autre. Pour que les valeurs soient plus signiifies, la production de 3 visites successives a été
cumulée et ce résultat a été corrélé a la productialculée de nouveaux globules rouges
hypochromes sur les 3 mémes visites successivée Gmrelation estime l'influence relative de
I'activité érythropoiétique sur la production d'@mocytes hypochromes. Elle est positive et
significative (r = 0.58, p < 0.01) (figure 5.A.3).
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Figure 5.A.1 : Evolution de Hb, Hct, Retic et sSTfR pendant la pépde de suivi
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Figure 5.A.2 : Evolution des parametres du fer tout au long de l@ériode de suivi

*:p<0.05;*:p<0.01 en comparaison aueuas basales
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Figure 5.A.3 : Corrélation entre la production de globules rougesiypochromes sur 3 visites et
la production totale de globules rouges sur les 3é&mes visites tout au long de I'étude
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4. Discussion

Le taux de ferritine et le pourcentage de globutesyes hypochromes sont généralement utilisés
pour évaluer respectivement le fer de réserve eisponibilité du fer pendant le traitement par
rHUEPO.?’ Toutefois, dans les cas d’activité érythropoiéiintense, malgré une supplémentation
martiale adéquate, TSAT diminue pratiquement dameint apres le début des phlébotomies et du
traitement par rHUEPO représentant le déficit rmhftinctionnel. %HYPO, quant a lui, augmente
rapidement a des niveaux trés élevés. Cette augtimnipparait bien avant et est beaucoup plus
importante que la chute de CHr. Elle ne peut da §tre expliquée uniquement par un déficit
martial fonctionnel. La stimulation érythropoiéteggproduit donc une population érythrocytaire plus
jeune avec un volume cellulaire plus importantre moindre concentration en Hb, expliquant en
partie I'énorme production de globules rouges hjypomes.?** La corrélation entre la production
des érythrocytes hypochromes et la productiondadal globules rouges confirme cette hypothese.
Apres la période de collecte et d’administrationrdeEPO (jour 42), la réticulocytose diminue,

représentant la diminution de Il'activité érythroftagjue & ce moment. La durée de vie des
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érythrocytes et donc, des globules rouges hypoatsoégalement, explique qu'a partir de ce
moment, %HYPO reste stable.

Dans cette étude, le fer corporel restait en dareilicomme le montre la corrélation parfaite elgre
fer injecté et le fer prélevé. Cependant, les @eiferritine et, donc, I'évaluation du fer de réser
ont presque triplé durant les 3 premiéres semalaeslivi. De ce fait, I'évaluation des réserves en
fer, basée sur la mesure de ferritine, ne sembhie @lre valide dans ces conditions. FRT semble

étre, ici, le reflet des variations du pool lalkefer plutét que celui du fer de réserve.

En conclusion, cette étude démontre que, pendaat dtimulation érythropoiétique intense,
%HYPO est influencé par l'activité érythropoiétigeecore plus que par le déficit martial. Par
ailleurs, la ferritine sérique est alors un marqueau fiable des réserves de fer étant donné gqu’ell
représente le pool labile de fer qui est augmergg ladministration intraveineuse de fer.
L'utilisation de ces parametres, qui est habitumediat recommandée lors des traitements par
rHUEPO, devrait étre réévaluée dans les schémasdypisent une stimulation érythropoiétique tres

intense.
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B. IMPACT DE L’'ACTIVITE ERYTHROPOIETIQUE SURLES P ARAMETRES
GLOBULAIRES CHEZ LES PATIENTS HEMODIALYSES CHRONIQU ES TRAITES
PAR ERYTHROPOIETINE

Impact of erythropoietic activity on red cell pareters in chronic renal failure patients.
C Bovy, A Gothot, J-M Krzesinski, Y Beguin
Haematologica, 2004,89:748-749

1. Introduction

Le pourcentage de globules rouges hypochromesregtatametre fiable du monitoring martial
durant le traitement par érythropoiétine chez lasepts dialysés. Il a été démontré que ce
parametre est le plus sensible et le plus spéeifigour la prédiction de la réponse a des
suppléments intraveineux de fer, lorsque I'on sailun seuil de 6%4%° Cette limite est nettement
supérieure aux valeurs de référence dans une pimputeormale. Toutefois, nous avons démontré
que %HYPO est aussi positivement influencé partiVaé érythropoiétique, représentée par la
réticulocytose.?*> Nous avons également démontré que la stimulatigthrépoiétique intense
invalide les parametres habituels du monitoring ti@ar La stimulation de [l'activité
érythropoiétique entraine une réponse réticuloeytat un renouvellement de la population
globulaire par des érythrocytes plus jeunes. Ces< gghénomenes augmentent artificiellement
%HYPO. ?* Nous avons donc voulu évaluer de plus prés I'efte de la stimulation
érythropoiétique sur les parametres érythrocytamesurés dans la population totale de globules
rouges, d’'une part, et de réticulocytes, d’autm, pkans le cas des patients hémodialysés tradtés p

rHUEPO et recevant une supplétion martiale adéquate
2. Méthodes

Pour mettre en évidence l'effet de l'activité érgipoiétique sur les parametres globulaires, nous
avons étudié I'évolution du volume globulaire giadocytaire (MCV, MCVr), de leur contenu en
hémoglobine (CH, CHr), de leur concentration en dgflobine (CHCM, CHCMr) et de %HYPO a
I'initiation d'un traitement par rHUEPO chez 6 matis hémodialysés chroniques, sans syndrome
inflammatoire et sans transfusion. Le traitement @athropoiétine a été débuté par la voie
intraveineuse a la dose de 200 Ul/kg/sem en trmsesi par semaine administrées a la fin de chaque
séance de dialyse. Pour éviter qu'un déficit miartianfluence également les parametres

globulaires, 100 mg de fer sucrose (Venbfafifor, St Gallen, Suisse) ont été administrés fmie
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par semaine des le début du traitement par rHUEIROO(mg au total). Cette quantité de fer est
supérieure a la quantité nécessaire pour corrggetalux d’Hb (3.4 mg de fer x 4500 mL de volume

sanguin/ 100 par gr d’Hb) et pour compenser letepgB mg par jour 77 jours).

Les parametres suivants ont été suivis toutes éesaimes pendant les 11 semaines suivant
I'introduction de I'érythropoiétine : FRT, TSAT, 8 et les paramétres hématologiques. Ces
derniers ont été déterminés par le compteur cekulddvia 120 (Bayer Diagnostic, Tarrytown,
NY, USA).

3. Résultats

Le tableau 5.B.1 montre la comparaison des parasétesurés au départ et a la fin de la période
d’observation. Les taux d’hémoglobine augmenteghificativement et de maniére satisfaisante
chez tous les patients (12.1 = 0.6 vs 8.3 £ 1.2 )g/tes recepteurs solubles de la transferrine
(sTfR) augmentent de maniere significative (6.4.2%s 3.4 + 1.5 mg/L ; p = 0.003). Malgreé la
supplémentation martiale, la ferritine s’abaissé&b@% mais de maniere non significative (112.0 £
30.1 vs 214.2 + 130.5 ng/mL ; NS) alors que larsditon de la transferrine diminue seulement de
18% a 15% (NS). Malgré cette diminution (non sigaifive), des parameétres classiques du
monitoring martial, le contenu réticulocytaire eénfoglobine est constant tout au long de la
période d'observation et reste dans les valeursnales. %HYPO, quant a lui, augmente
significativement a la fin du suivi (7.2 + 4.1 v& 1 0.8 % ; p < 0.05). On observe simultanément a
cette augmentation de %HYPO, une augmentationQj®&1) du volume cellulaire (MCV) avec un
contenu en hémoglobine stable (CH). La méme éwnlugst observée pour les parametres
réticulocytaires, a savoir CHr stable, tendance sw@nificative a I'augmentation de volume
(MCVr) et diminution de la concentration en hémdaghe (CHCMr) (p < 0.05).

La figure 5.B.1 montre I'évolution des paramétrésbglaires et du monitoring martial pendant la

période d’observation. Les variations de MCV etQ¢CM se produisent principalement pendant

les 4 premieres semaines de traitement, avec abiistion par la suite.
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Paramétres Avant rHUEPO Semaine 11 p
Hb (g/dL) 8.3+1.2 12.1+0.6 0.009
MCV (fL) 85.7 + 2.4 90.9 +2.5 <0.001
CH (pg) 28.7+0.8 28.6 +1.8 0.89
CHCM (pg/mL) 33.7+0.6 32.3+0.5 0.14
%HYPO (%) 1.7+0.8 7.2+41 0.02
Retic (x1000/pL) 49.3 +18.1 69.0 + 32.6 0.49
MCVr (fl) 107.8+2.5 112.3+6.1 0.13
CHr (pg) 32.4+07 31.8+2.1 0.56
CHCMr (pg/mL) 30.0+1.0 285+1.5 0.03
FRT (ng/mL) 214.2 +130.5 112.0 + 30.1 0.13
TSAT (%) 18+3 15+3 0.20
sTfR (mg/L) 34+15 6.6 +£2.2 0.003
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Figure 5.B.1: Evolution du volume globulaire (MCV), du contenuen hémoglobine (CH), de la concentration en hémodime (CHCM),

du pourcentage de globules rouges hypochromes (%0HY®, du contenu réticulocytaire en hémoglobine (CHr)de la ferritine (FRT), de

la saturation de la transferrine (TSAT) et des récpteurs solubles de la transferrine (sTfR) pendantd période d’observation

*. p < 0.05 par rapport aux valeurs de départ.
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4. Discussion

Le monitoring martial reste un défi pour le népbgale. Des marqueurs sensibles et spécifiques du
déficit martial fonctionnel sont absolument nécessapour apporter au patient le meilleur rapport
risque-bénéfice dans le traitement de l'anémie leénke pourcentage de globules rouges
hypochromes semble étre un paramétre fiable dates aatique *°° Toutefois, ce paramétre est, &
la fois, influencé par la réticulocytos&? 2* et par un rajeunissement de la population
érythrocytaire>*° Bien que la ferritine et la saturation de la tfarmine diminuent sous traitement
par érythropoiétine, leur sensibilité et leur sfiété est trés faible lorsqu’il s’agit de prédita
réponse & une supplémentation marti&2Il existe d’ailleurs des discordances importareese

les taux de ferritine et la saturation de la trarrgie sous rHUEPO. Dans notre étude, STfR
augmente progressivement, mais ce parametre estquour étre beaucoup plus influencé par
I'activité érythropoiétique que par le déficit mart®*® L'administration simultanée de rHUEPO et
de fer permet de maintenir CHr constant et dansdésurs de référence. Malgré cela, on a observé
une augmentation en dehors des valeurs normalésH¥PO. Cette augmentation ne peut étre
expliquée, dans ce cas, par un déficit martiahtédanné la normalité et la stabilité de CH et de

CHr tout au long de la période d’observation.

L’explication de I'élévation de %HYPO nous sembdsider dans la diminution progressive de la
concentration globulaire en hémoglobine, résultdinine augmentation du volume cellulaire
relative a un renouvellement et rajeunissementad@dpulation érythrocytaire, y compris les
réticulocytes. Ce phénomene était d’autant plusomamt dans les 4 premiéres semaines de
traitement du fait que le pic de réticulocytoseapfi une semaine aprés linitiation du traitement
par rHUEPO et que le rapport entre les érythrocyteses et vieux diminue ensuite avec la
correction progressive de I'anémie. La poursuitel'degmentation de %HYPO a la fin de la
période d’observation avec une saturation de lesfearine inférieure a 20% pourrait indiquer une

contribution du déficit martial fonctionnel & ce ment du suivi.

On peut donc conclure de cette étude que l'actéyghropoiétique, induite par le traitement par
rHUEPO, entraine un renouvellement de la populatigthrocytaire, y compris les réticulocytes,
qui fausse la détermination de la concentratioluleéle en hémoglobine, et donc le pourcentage de
globules rouges hypochromes. Ce biais est secenddimugmentation du volume cellulaire dans la

population érythrocytaire rajeunie.
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La détermination des paramétres globulaires sur éigghrocytes matures, en excluant les
réticulocytes de I'analyse, pourrait permettre phes grande spécificité dans la détection du défici
martial fonctionnel chez des patients qui présdntanplupart du temps simultanément une

stimulation de I'activité érythropoiétique et urfidié martial.
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A. LES INDICES DES ERYTHROCYTES MATURES COMME NOUVE AUX
PARAMETRES DE LA DISPONIBILITE DU FER

Mature erythrocyte indices : New markers of iroai&bility
C. Bovy, A. Gothot, J.M. Krzesinski, Y. Beguin.
Haematologica 2005;90(4):546-548.

1. Introduction

Nous savons que la réponse a la rHUEPO des pasenffrant d’anémie rénal& 2*"2*° est
principalement limitée par le déficit martial. Léfatit martial absolu est aisé a détecter mais le
deéficit martial fonctionnel, défini comme une régera une supplémentation martiale en I'absence
de déficit absolu, reste un défi quotidien poucdéenmunauté néphrologique. Il est d’autant plus
important de pouvoir prédire la réponse a un tnaéet martial que I'administration intraveineuse
de fer, si elle est inappropriée, peut entraineraenplications aigués ou chroniques telles que le
choc anaphylactique®?>* 'augmentation de la fréquence ou de la sévéeinfection$>?>>3ou

des dommages liés au stress oxydatf*2>°

Le pourcentage de globules rouges hypochromes (%aH¥83t considéré comme le parametre le
plus sensible et le plus spécifique du déficit rafonctionnel.**® Toutefois, nous avons montré
que ce parametre est influencé non seulement pdistonibilité du fer, mais également par
I'activité érythropoiétique®** 2**Habituellement, le traitement par rHUEPO entraira fois une
augmentation de l'activité érythropoiétique et éfialt martial fonctionnel, tous deux responsables

d’'une augmentation de %HYPO.

Un marqueur idéal du déficit martial fonctionnel viat étre indépendant de [l'activité
érythropoiétique. L'influence de ce facteur pourédre atténuée par la mesure des parameétres des
globules rouges matures, excluant ainsi I'effetfondant des réticulocytes. Ceci est possible grace

a la technologie de I'Advia 120.

Le but de notre étude est d’évaluer I'intérét damameétres des globules rouges matures comme
marqueurs du déficit martial fonctionnel indépendant de l'activité érythropoiétique. Nous

avons, dans un premier temps, déterminé les vatluréférence de ces parametres. Ensuite, nous
avons comparé la fiabilité de ces parametres agscphrametres de routine, mesurés sur la

population erythroide globale, en cas d’activitgtimopoiétiqgue intense, comme dans I'anémie
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hémolytique auto-immune (AIHA). Enfin, nous avonérifié la fiabilité des parametres des

érythrocytes matures dans d'autres situations fmjlques. Nous avons donc étudié I'anémie
ferriprive (IDA; déficit martial et faible activit@&rythropoiétique) et ’hémochromatose génétique
(GH; surcharge martiale et augmentation relative’aivité érythropoiétique). La thalassémie

mineure (Thal) et 'anémie mégaloblastique (MA) été étudiées pour les variations de volume
cellulaire qui les caractérisent et qui sont inaélamtes du bilan martial.

2. Patients et méthodes

Patients

Cinquante-sept (27 femmes et 30 hommes) membrksodgpe infirmiere ou médicale de I'hopital
universitaire de Liege ont été inclus dans le geodp référence. Tous les sujets étaient en bonne
santé, avaient un sang complet normal et un bilariiah normal (FRT, TSAT, SeFe), et aucun ne
présentait de syndrome inflammatoire (CRP).

De maniére a étudier I'impact de la réticulocytase les parametres globulaires, 14 patients
présentant une anémie hémolytique autoimmune (Albidt été étudiés au moment du pic de
réticulocytose. L'effet du statut martial a étédduchez 20 patients avec une anémie ferriprive
(IDA) avant toute transfusion et toute supplétiorartiale, et chez 20 patients souffrant
d’hémochromatose génétique (GH). Pour évaluerldiarfce du volume globulaire, 6 patients
présentant une anémie meégaloblastique secondaine aaladie de Biermer (MA) et 11 patients

présentant une thalassémie mineure (Thal) onhéhkés dans les analyses.

Analyses biologiques

Les méthodes de mesure des parameétres biologiquesiécrites dans le chapitre « méthodologie
générale ». Rappelons ici que les paramétres héogafoes ont été mesurés a l'aide de 'Advia
120 qui permet la séparation des érythrocytes regiues réticulocytes et la mesure sur chacune de
ces populations des concentration en Hb et du wloetiulaire, ainsi que tous les parametres qui

peuvent en étre dérivés.

Statistigues
Les analyses statistiques ont été décrites dastsj@tre « méthodologie générale ».
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3. Résultats

a. Valeurs de référence

e

Les résultats des hommes et des femmes ont étéstemisemble car il n'y avait pas de différences
significatives entre les deux sexes, a I'exceptieni’hémoglobine, de I'hnématocrite et du nombre
de globules rouges. Le tableau 6.A.1 montre la moggel’écart-type et la distribution normale des
parametres de routine (sur la population érythrgjldbale), des parametres réticulocytaires et de
ceux des érythrocytes matures, dans la populatob7dsujets sains. Les valeurs de référence des
cellules matures étaient tres semblables a cekespdramétres de la population érythrocytaire
globale étant donné l'influence négligeable du l&ibombre de réticulocytes (1.0 £ 0.3 % de

réticulocytes).

En comparaison avec la population érythrocytairdunea les réticulocytes avaient un volume
cellulaire 20.1 + 2.9 % plus grand, un contenu &8t + 2.3 % plus élevé mais une concentration
en Hb 9.6 £ 1.5 % plus faible. Ceci explique le ppentage plus important de macrocytes et de

cellules hypochromes.

b. Effet de la réticulocytose de stress sur la medas paramétres de routine.

Les patients souffrant d'une AIHA étaient caractsi par une réticulocytose trés importante
(11.6%). Le tableau 6.A.2 montre les parametresumdsschez ces patients avec AIHA. Les
parametres mesurés sur la population érythroidéatgo montrent I'existence d’'une anémie
macrocytaire avec un grand pourcentage de globaileges hypochromes (8.1%). Paradoxalement,
CH et CHCM étaient élevés et 60% des cellules avaisn CH haut. Dans la population
réticulocytaire, 41.6% des cellules étaient cormgiel® comme hypochromes et CHCMr était bas.
Toutefois, les réticulocytes étaient macrocytage€Hr était élevé. Seuls 3.7% des réticulocytes
avait un CHr bas. Dans la population érythrocytam&ture, en comparaison avec la population
érythroide globale et la population réticulocytaiMCVm était augmenté dans une moindre
mesure, CHCMm était augmenté de maniére plus iraptatet %HYPOmM ne s’élevait que
discrétement (3.4%). La figure 6.A.1 montre la ésgntation graphique de la population
erythrocytaire mature et réticulocytaire d’'un sigain et d’'un patient représentatif du groupe avec
AIHA. Chez le patient avec AIHA, le graphique V/Hi&2 la population globale présente une

extension vers le haut et la gauche, ces cellubesnzales étant dés lors considérées comme
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Tableau 6.A.1 Valeurs de référence chez 57 sujets sains pourslegparamétres de la population érythroide globale, éticulocytaire et

CHB®6 : Erythrocytes matures

erythrocytaire mature. Les valeurs de p sont donnéepour les comparaisons entre les indices réticulgtaires et érythrocytaires matures.

Population globale

Réticulocytes

Erythrocytes maires

MCV (fL)

CH (pg)
CHCM (pg/mL)
%MICRO (%)
%MACRO (%)
%HYPO (%)
%HYPER (%)
%lowCH (%)

%highCH (%)

m + sd distribution m + sd distribution m + sd digribution
87.0+4.3 80.9 - 96.5 106.6 + 3.3* 100.3-1134 88.8%4.1 82.9-97.9
29.1+1.6 26.1-32.3 32.5+0.3* 29.8-35.0 9201.5 27.2-33.1
33.5+09 31.7-354 30.6 + 0.9* 28.7-32.0 8380.8 32.3-35.5
04+0.5 0.2-21 0.1 +0.3* 0.0-0.6 0.4+0.3 01-11
0.7+x14 0.1-35 6.6 + 6.4* 0.6-21.6 0.631 0.0-3.1
0.9+09 0.1-3.3 15.7 +9.0* 5.1-35.0 1120 0.2-34
0.8+0.7 1.0-1.7 0.1 +0.2* 0.0-04 13+11 0.3-20

23.9+10.6 6.7-39.5 7.6 +4.9* 2.3-14.7 17410.6 6.8 - 39.7
29.6 +12.5 13.1-56.4 55.9 + 13.3* 35.0 - 76.7 9.32+ 12.5 12.9-56.2

*p <0.001.
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Tableau 6.A.2:Comparaisons entre les sujets sains et les patisravec AIHA pour les parametres de routine, réticudcytaires et erythrocytaires
matures

Population globale

Réticulocytes

Erythrocytes matres

Sujets normaux (n = 57) AIHA (n = 14) Sujets nouxén = 57) AIHA (n = 14) Sujets normaux (n = 57) IHA (n = 14)
MCYV (fL) 87.0+4.3 99.3+7.2° 106.6 £ 3.3* 125.6 £ 12.6° 88.8+4.1 95.5+5.9°
CH (pg) 20.1+1.6 33.8+3.2° 32.5+0.3* 36.4 +2.8° 29.1.5 33.5+3.3°
CHCM (pg/mL) 33.5+0.9 34.7 £ 2.5% 30.6 £ 0.9* 29.2+2171° 330.8 35.4+26°
%MICRO (%) 0405 09+0.8 0.1 £0.3* 0.1+£0.2 04+0.3 1.0+0.8°
%MACRO (%) 0714 13.1£9.6° 6.6 £ 6.4* 53.8 + 27.2° 8.6.3 7.4+6.4°
%HYPO (%) 09+0.9 8.1+55° 15.7 £ 9.0* 41.6 £22.8° 1.0.9 3.4+24°
%HYPER (%) 0.8+0.7 11.1 +£11.7° 0.1+0.2* 0.4+04° 31 12.2+£12.3°
%lowCH (%) 23.9+10.6 11.1 +10.1° 7.6 £4.9* 3.7+£2.8* 4.2+ 10.6 11.9+10.7°
%highCH (%) 29.6£125 60.1 £ 24.1° 55.9 + 13.3* 78.4 HIr6. 29.3+125 58.0 £ 25.0°
FRT (ng/mL) 89.7 £ 73.6 644.6 + 438.2°
SeFe (umol/L) 18.9+43 21.8+10.5
RBC (10%uL) 5.03 + 0.43 2.53+0.62°
Hb (g/dL) 14.4+1.0 8.6 +2.4°
Retic Hb (mg) 16.8+4.4 102.6 + 43.2°
Hct (%) 43.6+2.9 25.4 +6.0°
Retic (10/ul) 51.7+13.4 280.4 +111.0°
Retic (%) 1.0+0.3 11.6 + 4.6°
Retic prod index 1.0+0.3 3.4+1.5°

* p<0.01; °: p<0.001.

Index de production réticulocytaire (Retic prodarji= (%retic * (Hct patient / Hct reference)) dex de maturation. L'index de maturation est cafrsicomme constant et = 2.
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macrocytaires et hypochromes. Le graphique V/H@gm®pulation réticulocytaire montre que ces
cellules hypochromes sont des réticulocytes. Letmpiammes de distribution démontrent que, en
comparaison avec le sujet sain, les réticulocytegatient avec AIHA, considérés comme

hypochromes, ont un contenu en Hb augmenté et lumeocellulaire accru.

Figure 6.A.1: Comparaison d’un sujet sain (Normal) et d’'un patien représentatif avec AIHA

Dans les graphiques V/HC, la concentration en Hibegsésentée sur I'axe des abcisses et le volethdaire sur I'axe
des ordonnées. Les traits blancs représententrliéed de référence.

Sur la partie de gauche de la figure, la poputaépsthroide globale est représentée. On peut wirsane extension
vers le haut et la gauche dans I'AIHA. Sur la madioite, I'identification des réticulocytes (eret) montre que les
cellules hypochromes sont des réticulocytes.

Les histogrammes de répartition des volumes caladacontenu en Hb (CH) et concentration en Hb)(ldant
également présentés pour la population érythraeytgiobale, sur la partie gauche, et pour les juuls
réticulocytaire (en bleu) et érythrocytaire mat(ge rouge) séparément, sur la partie droite deglad. Dans I'AIHA,
on observe une nette déviation vers la droite @raslume) des réticulocytes, avec un contenu erh&lli mais une

déviation vers la gauche de la concentration erflddbse).

nBC V;}I_{C F‘BC I"J’DI:UITFE | REUL‘ \".}*HC [v{etu_; V!Jlumo:-; :

Normal 5 Normal

Retic HC

RBC CH

RBC HCG Retic HC

F
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c. Comparaison entre la population érythrocytaisture et la population érythroide globale dans

d’autres conditions pathologiques.

Les parametres mesurés sur la population érytrameytnature sont semblables aux parametres de
routine étant donné le faible pourcentage de nétigtes dans les autres conditions pathologiques
(IDA, GH, Thal et MA). Le tableau 6.A.3 montre lgsrametres mesurés dans ces différentes

pathologies en comparaison avec les sujets sains.

Dans l'anémie ferriprive, caractéristique d'un étdé déficit martial avec une activité
érythropoiétique faible, les globules rouges matuient microcytaires avec un contenu et une
concentration en Hb bas. %HYPOm était élevé (41,.8%wCHm était également accru (85.0%).

La population réticulocytaire présentait les mémscteristiques.

Les patients souffrant d’hémochromatose génétiquesentant une surcharge martiale avec une
activité érythropoiétique légerement accrue, étataractérisés par une augmentation moderée de
CHm, CHCMm et %highCHmM ; %HYPOm et %lowCHm étaitmdiués. La population

réticulocytaire présentait les mémes caractérisiqu

L’anémie mégaloblastique représente une eérythrgpoirefficace avec une relative surcharge
martiale. L’anémie des patients atteints de maldeieBiermer était classiquement macrocytaire,
également pour les paramétres des érythrocytesr@satavec une augmentation significative de
MCVm et %macrom. La surcharge martiale relativerantit une élévation de CHm et
%highCHm. Toutefois, CHCMm était normal, secondaiat a 'augmentation a la fois de MCVm
et de CHm, avec une petite augmentation de %HYPOde &HYPERmM. Les observations sur la

population réticulocytaire étaient superposables.

Dans la thalassémie, en I'absence de déficit madraraison de I'anomalie de 'hémoglobine,les
érythrocytes sont microcytaires et hypochromes. @enon pouvait s’y attendre, la population
erythroide mature était également microcytaire ygitohhrome (MVCm bas et %microm éleve,
diminution du CHm et augmentation de %lowCHm, CHCMas et %HYPOm éleve). Le ratio
MICRO/HYPO permet de poser le diagnostic différeinentre anémie ferriprive et thalassénie.
Celui-ci était toujours supérieur a 0.9 dans ldaksmie mineure et toujours inférieur a 0.9 dans
'anémie ferriprive tant pour les parameétres deptpulation érythroide globale que pour la

population érythrocytaire mature. Les réticulocydgaient les mémes caractéristiques. Toutefois, le
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rapport MICROr/HYPOTr était inversé (0.03) et sintiaa celui observé dans I'IDA. Il est, en effet,
exceptionnel de rencontrer des réticulocytes dentolume est inférieur a 60 fL, méme dans la

thalassémie.

La figure 6.A.2 montre les graphiques V/HC et lestdgrammes de distribution du volume
cellulaire, du contenu en Hb et de la concentraBanHb dans I'IDA, GH, MA et Thal. Ces
graphiques illustrent I'absence d’influence de &puydation réticulocytaire dans la détermination

des parametres de routine dans ces différenteslpgibs.

d. Corrélations entre %HYPO et la réticulocytosdeofer sérique.

Nous avons examiné la relation entre %HYPO d’'urné pes réticulocytes et le fer sérique d’autre
part, dans la population de référence, I'IDA etlHA. Dans I'AIHA, %HYPO était positivement
influencé par la réticulocytose (figure 6.A.3a). pleis, alors que %HYPO était élevé chez les
patients qui avaient un SeFe bas, aucune cornélatgmificative n’a pu étre démontrée entre ces
deux parameétres dans aucune des populations &ugigere 6.A.3c). Inversément, %HYPOmM
n'était pas influencé par la réticulocytose mémensddAIHA (figure 6.A.3b). Cependant,
%HYPOm était corrélé de maniére significative aBaFe dans la population de référence et
I’AIHA mais pas dans I'IDA (figure 6.A.3d).
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Tableau 6.A.3 Indices cellulaires dans I'IDA, GH, Thal et MA (m * sd). Les valeurs de p sont

données pour les comparaisons avec les sujets sains

Normal (n=57) IDA (n=20) GH (n=21) Thal (n=11) MA 0=6)
Population totale
RBC (10/uL) 5.03+0.43 4,12 £0.73° 4.73 £ 0.46* 5.90.93° 2.28 +0.72°
Hb (g/dL) 144+1.0 8.6 £1.5° 154+1.1° 12.2.6° 8.3+2.0°
Hct (%) 43.6+29 29.0+4.7° 443 +£2.7 38.9.6°4 25.3+6.6°
Réticulocytes (1BuL) 51.7+13.4 78.5+37.5° 94.2 +39.1° 88.40t1° 25.7 +£19.6°
Réticulocytes (%) 1.0+£0.3 1.9+0.9° 1.9+£0.8° 1.6+1.7 1.1+0.8
Retic prod index 1.0+£0.3 0.65 + 0.25° 0.99+0.41 0.69+0.48° 0.33+0.25°
MCV (fL) 87.0+4.3 73.7+7.2° 93.2+6.9° 67.2443° 113.1+£9.7°
CH (pg) 29.1+1.6 21.3+2.9° 32.9+1.9° 21.3.8° 37.4+4.4°
CHCM (pg/mL) 33.5+£0.9 29.0+1.8° 35.6 +£1.4° B2 1.4° 332+1.2
%MICRO 0.7+0.5 18.2+13.3° 04+0.2 26.1+11.6° 1.0+£0.6
%MACRO 07x14 0.1+0.2 2.8 +£6.7* 0.0£0.0 3% 18.3°
%HYPO 0.9+0.9 41.9 £19.5° 0.4 £0.5* 10.5+7.0° 3.0£1.9°
MICRO/hYPO NA 0.45+0.30 NA 3.75+ 3.09 NA
%HYPER 0.8+0.7 05+0.8 42+4.0° 1.0+1.8 383.2°
%low CH 23.9+10.6 84.8 +14.0° 6.7+4.8° 95.8.6° 6.8 £4.0°
%high CH 29.6 + 12.5 2.8+49° 58.1 + 15.8° 0.0.8° 72.0+14.1°
Reticulocytes
Retic Hb (mg) 16.8+4.4 18.6 +9.4 324+12.8° 0.2+145 9.9+7
MCVr (fL) 106.6 £ 3.3 95.4+7.7° 109.2 £ 7.6* 36t 6.0° 136.6 £ 13.3°
CHr (pg) 325+0.3 23.6 +2.9° 34.8+1.9° 23.8.%° 40.8 £5.9°
CHCMr (pg/mL) 30.6+0.9 24.7 +1.4° 32.0+1.4° 7.2+£1.3° 20.7+2.0
%MICROTr 0.1+0.3 14+1.6° 142+19.1 1.7 +°1.5 0.2+0.3
%MACROr 6.6 + 6.4 25+3.9° 7871 0.1+0.3 70.5+17.0°
%HYPOr 15.7+9.0 84.9+7.4° 1.0+£3.1° 61.0A5° 39.7 +£18.9°
MICROr/HYPOr NA 0.02 +£0.02 NA 0.03+0.03 NA
%HYPERr 0.1+0.2 0.1+0.1 0.4+0.5° 0.2+0.5 15+2.1°
%low CHr 76149 73.8+18.0° 20+1.5° 84.79.2° 52+2.8
%high CHr 55.9+13.3 3.6 +£3.8° 77.3+115° 78.1.6° 81.0 +10.5°
Erythrocytes matures
MCVm (fL) 88.8+4.1 73.6 +£6.8° 92.9+6.9 66.9 + 4.2° 111.0+8.9°
CHm (pg) 299+15 21.7+3.4° 329+"1.9 21.3+1.8° 37.5+4.4°
CHCMm (pg/mL) 33.8+0.8 29.1+1.8° 35.6+1.4° 2.3+£1.3° 339+15
%MICROmM 0.4+0.3 17.7+12.7° 0.3%0.2 26.517F 1.0+0.6°
%MACROmM 06+1.3 0.1+0.2 2.5+6.5* 0.0+£0.0 31.1+18.4°
MICROmM/HYPOm NA 0.45+0.31 NA 4.38 +3.98 NA
%HYPOmM 1.1+0.9 41.6 £20.1° 0.2+0.4° 9.7.9°6 25+1.8
%HYPERmM 13+1.1 0.4+0.8° 43+4.0° 1.0+1.7 3.2+37
%low CHm 24,1 +10.6 85.0 + 14.0° 6.8 £4.9° 95.8.4° 6.9+4.0°
%high CHm 29.3+125 2.7+49° 57.7 +15.9° 78€1.6° 71.9+14.1°
Ferritine (ng/mL) 89.7 £ 73.6 25.6 + 39.4° 77%1.810.4° 143.4 £ 169.9 241.0 £ 99.5°
SeFe (umol/L) 18.9+4.3 5.6 £5.9° 29.8 +8.1° 5.61+ 6.7 17.3+10.8

* p<0.05;" p<0.01; °: p<0.001

85



CH6 : Erythrocytes matures

Figure 6.A.2 : Représentation graphique des parametres globulaisechez un patient
représentatif de I'anémie ferriprive (IDA), de I'hémochromatose génétique (GH), de la

thalassémie (Thal) et de 'anémie mégaloblastiqu&I@)
La partie de gauche montre les parameétres mesurés gopulation érythroide globale, la partie deitd différencie

les réticulocytes (en bleu) des érythrocytes mat(ea rouge). Le faible pourcentage de réticulacptmfluence pas
I'interprétation graphique dans ces différentefiplaigies. Les réticulocytes sont dans la parti€sgapre gauche du
graphique V/HC.

Toutefois, dans la GH, en comparaison de I'AIHA, #éticulocytes ne sont pas hypochromes en raisda surcharge

martiale.
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Figure 6.A.3 : Corrélations entre %HYPO et %HYPOm dans la populaion de référence,
I'AIHA et 'IDA

A : Corrélations de %HYPO et du pourcentage deukicytes. Une corrélation positive significativa ebservée en

cas de réticulocytose élevée (AIHA).

B : Corrélations de %HYPOm et du pourcentage deulétytes. %HYPOm n’est corrélé a la réticulocgtasns
aucune des situations étudiées.

C : Corrélations de %HYPO avec le fer sérique ($dbans aucune des situations, %HYPO n’est coedde SeFe.
D : Corrélations de %HYPOm avec SeFe. %HYPOm ggatidement corrélé a SeFe dans I'AIHA et dans la
population de référence. Cette corrélation n'estgignificative dans I'IDA vraisemblablement ersi du faible

range des valeurs de SeFe dans cette maladie.
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4. Discussion

Beaucoup de paramétres biologiques, tels que fdirier la saturation de la transferrine ou le fer
sérique, sont utilisés pour évaluer la biodispditébdu fer. Toutefois, ces parametres ne sont pas
suffisamment sensibles et spécifiques pour la ptiédi de la réponse a des suppléments
intraveineux de fer chez les patients hémodialysgigés par rHUEPO'® Dans ce domaine, le
pourcentage de globules rouges hypochromes esséutdvec un intérét croissant par les
néphrologues. Ce parametre a été démontré comphesl@fficace dans la prédiction de la réponse
a une charge martial&®® Cependant, il a été prouvé que %HYPO était notesent dépendant de

242, 244 | s seuils

la disponibilité du fer mais également de [I'ac8vitrythropoiétique.
habituellement utilisés pour détecter un déficitrtrah fonctionnel a l'aide de %HYPO varient
généralement entre 6 et 10%, ce qui est beaucuspéitvé que les valeurs normafés'® Avec

des seuils aussi élevés, la spécificité est borais am observe un manque de sensibilité. Ceci peut

étre expliqué par la corrélation qui existe enttd¥BO et I'activité érythropoiétique.

Un marqueur idéal du déficit martial fonctionnelvdst étre indépendant de cette activité
érythropoiétique. De nouveaux paramétres sont develisponibles grace a la technique
développée par le compteur cellulaire Advia 120,nesure simultanément le volume cellulaire et
la concentration en Hb pour chaque cellule indigltudans la population érythroide globale, mais
aussi sur les réticulocytes et les globules romgaires séparément. Dans cette étude, nous avons
déterminé les valeurs de référence des parameétessirés dans ces 3 populations cellulaires
différentes. Les valeurs mesurées étaient un giratites de celles rapportées par D’Onofrio et al.
dans un groupe de patients similaif8§ peut-étre en raison de différence de calibraties
appareils de mesure. Dans notre étude, les rétytigl® étaient 20% plus grands que les globules
rouges matures avec un contenu en Hb 8.7% plusriemgamais une concentration en Hb 9.6%
plus basse. D’Onofrio et al. avaient trouvé un M@%¥% plus grand, un CH similaire et une
concentration en Hb 16.7% plus basse dans lesilgtides. Le plus grand volume cellulaire et la
concentration en Hb plus basse des réticulocytaerét donc retrouvés dans les deux études.
L’observation d’un contenu en Hb 2.5 pg plus imaottdans les réticulocytes, suggérant une perte

so A

d’Hb pendant la maturation réticulocytaire, a dégrapportée antérieuremett.

De telles différences entre les réticulocytes gtdig/throcytes matures expliquent l'influence de la
réticulocytose sur la détermination des paramedee$a population érythroide globale. Chez les

patients souffrant d’AIHA, la réticulocytose élevéatraine artificiellement une diminution du
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CHCM et une augmentation de %HYPO des parameétresuti@e. Dans ce cas, les parametres des
érythrocytes matures sont beaucoup plus fiables lpodétermination du volume cellulaire et de la
disponibilité du fer. Alors que les parametres olétine suggéraient un déficit martial (diminution
du CHCM et augmentation de %HYPO), les globulegesumatures avaient une concentration en
Hb augmentée et un %HYPO presque normal. L'utibsaties paramétres érythrocytaires matures
pourrait donc permettre d’exclure les biais caym#une stimulation érythropoiétique intense. Ceci
est particulierement important dans le cas de Hae&énale traitée par rHUEPO, et en particulier
lors de l'initiation du traitement, quand la rélimcytose est souvent élevée alors que le nombre de
globules rouges matures est faible en comparaieda ghase de maintenance du traitement. Nous
avons également démontré que %HYPO était directercenélé a la réticulocytose en cas
d’augmentation de l'activité érythropoiétique. @etbrrélation n’existait pas avec %HYPOmM. De
plus, alors que %HYPO n’est pas corrélé avec leségique ou la saturation de la transferrine,
%HYPOmM l'était, et ce, malgré la normalité des pa¥tres du fer dans la population de référence et
dans I'AIHA. Cette corrélation n’était pas statisiement significative dans I'IDA en raison de la

faible dispersion des valeurs de SeFe dans cepidatmn.

Apres avoir démontré que les indices des érythescgiatures permettaient d’éviter les biais dus a
la stimulation érythropoiétique, nous avons étddlifiabilité de ces paramétres dans d’autres
situations pathologiques et en particulier dansdmitoring martial. Nous avons montré que CHm
et CHCMm et les parametres qui en sont dérivéegmdtaignificativement diminués dans I'anémie

ferriprive et augmentés dans 'hémochromatose ggredt

En raison des biais liés aux variations de volunelulaire dans la détermination de la
concentration en Hb dans I'AIHA, nous avons étutkéix pathologies dans lesquelles le volume
cellulaire est soit élevé soit diminué, sans retatavec le statut martial. Dans la thalassémie
mineure, la microcytose (MCVm bas) était associéecaune importante diminution du CHm.
Inversément, la macrocytose de I'anémie mégalajlastétait associée a une augmentation de
CHm. Cependant, dans ces deux pathologies, le CH@Mimnormal. %HYPO était normal dans
la MA mais augmenté dans la thalassémie. Ce phémorast bien connu et la distinction avec
I'anémie ferriprive peut étre faite grace au rappCRO/HYPO qui est largement supérieur a 0.9
dans la thalassémie et inférieur a 0.9 dans I'lDAffet du volume cellulaire sur CHm suggére que
les parametres dérivés de la concentration en Wbrggent étre plus fiables que ceux dépendant du

contenu en Hb en ce qui concerne le monitoring iedatt’analyse des parametres érythrocytaires

89



CH6 : Erythrocytes matures

matures dans la thalassémie mineure et 'anémialwidigstigue a démontré que les parameétres de

routine étaient fiables, étant donné la faibleuefice de la réticulocytose.

%HYPO n’était pas corrélé avec SeFe mais bien veéticulocytose, alors que %HYPOmM était
indépendant de I'activité érythropoiétigue maisrélgr avec SeFe. Cela fait de %HYPOmM un bon
candidat comme marqueur du monitoring martial chez patients hémodialysés traités par
rHUEPO, chez qui le déficit martial fonctionnel’aigmentation de I'activité érythropoiétique sont
rencontrés simultanément. Ceci est encore plusaaiitiation du traitement que dans la phase de

maintenance, car la stimulation érythropoiétiquepas intense a ce moment.

Pour valider I'intérét clinique des parametres deghrocytes matures, la détermination de leur
sensibilité et spécificité dans la prédiction de rigponce a une supplémentation martiale
intraveineuse doit étre évaluée. C'est le but @tudle que nous avons réalisée et que nous

présentons dans la partie suivante.
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B. LES PARAMETRES DES ERYTHROCYTES MATURES COMME M ARQUEURS DU
DEFICIT MARTIAL FONCTIONNEL : SENSIBILITE ET SPECIF _ICITE

Mature erythrocyte parameters as new markers atifumal iron deficiency in hemodialysis :
Sensitivity and specificity
C Bovy, A Gothot, P Delanaye, JM Krzesinski, Y Begu
Soumis dans « Nephrology Dialysis Transplantation »

1. Introduction

Le déficit martial est la premiére cause de réseta I'érythropoiétine. Le pourcentage de globules
rouges hypochromes a été démontré comme le meglédicteur de la réponse a I'administration
intraveineuse de fer®® Dans les chapitres précédents, nous avons cepeddamntré que ce
parametre était influencé par I'activité érythragmjue ce qui le rend moins fiable dans le
monitoring martial lorsque I'érythropoiése est irge. *** %** De maniére & éviter les biais de
l'influence de l'activité érythropoiétique, nousaas étudié les paramétres des érythrocytes matures
dans différentes pathologies et montré gu'’ils présent 'avantage d’étre influencés par le statut

martial et pas ou peu par I'activité érythropoiééid>°

Dans cette derniére étude, nous avons donc vouidevaes parameéetres dans le cadre de leur
utilisation clinique. Nous avons,dées lors, déteérien sensibilité et la spécificité de ces pararsétre
pour prédire la réponse a une supplémentationvigittause en fer chez des patients hémodialysés
traités par rHUEPO et nous les avons comparé atamegdres habituellement utilisés en routine,

c’est-a-dire tels que mesurés sur la populatiothésgytaire globale.
2. Méthodes
a. Patients

Trente-deux patients souffrant d’insuffisance rértatminale traités par hémodialyse chronique ont
été inclus dans I'étude. Le sex-ratio était deekirhes pour 19 hommes. L’age moyen était de 65 +
18 ans. L'origine de l'insuffisance rénale étaieuméphropathie diabétique pour 7, hypertensive
pour 7, une glomérulopathie pour 7, une néphropadttbulo-interstitielle pour 6 et une autre cause
pour 5. Tous les patients étaient traités par héahm® 3 fois par semaine pour une durée de 3.5 a

4 heures par séance. lls étaient tous traitésHi#EPO depuis au moins 3 mois et étaient dans la
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phase de maintenance de ce traitement avec unestiide depuis au moins 4 semaines. Avant
l'inclusion dans I'étude, I'administration de feampvoie intraveineuse se faisait de maniere a
satisfaire aux recommandations de I'European Besitiee Guidelines (EBPG; FRT > 100 ng/mL
et %0HYPO < 10%). [20] Les criteres d’exclusion étdila polykystose autosomale dominante, les
néoplasies, les hémoglobinopathies, la présence siaignement actif aigu ou chronique, une
transfusion sanguine dans les 3 mois précédaréletdie I'étude, une hyperparathyroidie (PTH >
500 ng/mL), un déficit en vitamine B12 ou en folate syndrome inflammatoire chronique ou aigu
(CRP > 30 mgl/l).

b. Protocole de I'étude

Les patients ont été sélectionnés sur la baserdeses d’inclusion et d’exclusion. La période de
screening a duré 4 semaines pendant lesquellasdoise de rHUEPO ni la dose de fer intraveineux
n'a été modifiée. Les patients chez qui le tauxédibglobine variait de plus de 1 g/dL pendant

cette période de 4 semaines ont été exclus deléétu

Les patients inclus entraient alors dans une péra®4 semaines sans administration de fer. A la
fin de cette période, les parametres hématologigieles paramétres habituels du monitoring
martial ont été mesurés : Hb, Hct, retic, %HYPO,rGEHmM, %HYPOm, %lowCHm, FRT, TSAT

et sTfR. Les patients chez qui le taux d’'Hb augmi¢érite plus de 1 g/dL pendant la période de
privation de fer étaient exclus de I'étude ; unporése pendant la période de charge en fer ne
pouvant plus étre interprétée comme le signe défitit martial .

Pendant la seconde partie de I'étude, une charfgr était administrée a tous les patients. Ebét ét

donnée a la dose de 100 mg de fer sucrose (Venoi@, St. Gallen, Suisse) a chaque séance de
dialyse pendant 4 semaines, soit une dose total@@ mg, supérieure aux besoins réels dans la
période de maintenance du traitement par rHUEP®.pagameétres hématologiques ont été suivis
chaque semaine pendant I'entiereté de I'étude. ase dle rHUEPO a été maintenue constante

pendant toute la durée de I'étude.
Les patients ont été classés en répondeurs (Bumes déficients en fer) et non-répondeurs (NR ;

présumes sans déficit martial) selon I'observatiomon d’'une augmentation de leurs taux d’Hb de

1 g/dL pendant la période de 4 semaines de chartgr.e
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Le protocole a été approuvé par le Comité d’Ethidad’Université de Lieége. Un consentement
éclairé a été obtenu pour tous les patients irdzdns I'étude.

c. Analyses de laboratoire

Tous les parameétres globulaires ont été mesuréaide Ide I'Advia 120 (Bayer Diagnostics,
Tarrytown, NY, USA). Les autres techniques de labmres ont été décrites dans la méthodologie

générale. Les paramétres biologiques suivantstéritadiés : FRT, TSAT, sTfR.

d. Analyses statistigues

En plus des analyses statistiques décrites dam@thodologie générale, des analyses spécifiques
ont été réalisées. Les analyses de type « ROC cunant été réalisées en utilisant MedCalc
(Mariakerke, Belgique). Les coefficients Kappa ptarsensibilité €send, 1a specificité €spe) et
I'efficacité (kerr) Ont été calculés pour calibrer les résultats gréaxalence et au niveau du test. Les
coefficients Kappa ont été calculés comme suitend = (SE — Q)/Q’; ksped = (SP — Q’)/Q and
(ke = (EFF — PQ — P'Q)/(1 — PQ — P'Q’), ou P estpeévalence du déficit martial dans la
population étudiée, P’ = 1 — P, Q est le niveauestl (pourcentage de faux positif) et Q' = 1 — Q.

SE est la sensibilité, SP est la spécificité et E§tH’efficacité du test.

3. Résultats

Parmi les 32 patients, 12 (37.5%) ont été défioimme répondeurs (déficients en fer). Chez les
répondeurs, Hb, FRT, TSAT, CHr et CHm étaient d$igaiivement plus bas et %HYPO,

%HYPOmM et %low CHm significativement plus élevés aqinez les non-répondeurs. Le tableau
6.B.1 montre les parametres hématologiques et dutanmg martial a I'état basal, avant la charge

en fer, dans les deux groupes.

Aprés la charge en fer, le niveau de I'Hb est restéstant chez les NR (12.9 £ 0.8 vs 12.9 + 0.7
g/dL) mais a augmenté de maniere significative ¢beR de 11.7 £+ 0.9 a4 12.9 + 1.1 g/dL, devenant
similaire a celui des NR. La dose de rHUEPO n’gia# significativement différente mais il y avait

une tendance a une dose plus élevée chez les éhgmées NR (189 + 129 vs 118 + 75 Ul/kg/sem;
NS).
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Table 6.B.1 Parametres mesurés a la fin de la période de prtion martiale avant la charge

en fer

NR R p
Hb (g/dL) 12.9+0.7 11.7+0.9 <0.001
Hct (%) 39.7+x21 37.8+3.3 0.06
Retic (%) 1.6+0.4 2.1+05 <0.01
CHr (pg) 33.4+1.3 31.2+23 <0.01
CHm (pg) 319+1.2 30.0+2.3 <0.01
%LowCHmM (%) 11.3+45 26.4+16.1 <0.001
%HYPO (%) 45+25 41+6.5 <0.001
%HYPOmM (%) 39+24 12.9+6.5 <0.001
FRT (ng/mL) 446 + 146 248 + 162 <0.01
TSAT (%) 25.6 £6.6 16.2+35 <0.001
Dose de rHUEPO (Ul/kg/sem) 118+ 75 189 + 129 NS

La figure 6.B.1 résume I'évolution des parameétrésdiés pendant la période de suivi de 8
semaines. Chez les R, le taux de FRT, déja plusbapart que chez les NR au début de I'étude,
diminuait encore significativement apres la périgdas fer (248 £ 162 vs 417 = 249 ng/mL; p <
0.01). Simultanément, TSAT a diminué de maniéraiaative de 18.8 + 3.7 & 16.2 + 3.5 %; p <
0.05. Pendant cette période, %HYPO, %HYPOm, CHICEImMm sont restés constants. Seul
%lowCHmM s’est accru significativement (26.4 + 16s123.6 + 14.1 %; p < 0.03). Dans le méme
groupe de patients, apres la charge en fer, FRBAT ont augmenté de maniere significative (773
+ 381 vs 248 + 162 ng/mL, p < 0.001; et 23.9 £¥816.2 + 3.5 %, p < 0.001, respectivement).
CHr s’est accru de maniere significative de 3123 a 34.1 + 2.0 (p < 0.05), alors que %HYPO
(8.6 £6.2 vs 14.1 £ 6.5 %; p < 0.001) et %HYPON6 (8 5.9 vs 12.9 + 6.5 %; p < 0.001) ont
diminué significativement. %lowCHm, qui s’était acpendant la période sans fer (26.4 + 16.1 vs
23.6 £ 14.1%; p < 0.05), a diminué de maniere §icative pendant la charge en fer (18.0 £ 11.6 vs
26.4 + 16.1 %; p < 0.05). Son niveau, a la fin'dautle était donc plus bas qu’a son début malgré

son augmentation pendant la premiere partie dedét

Chez les patients sans déficit martial, pendarmpéeode de privation en fer, TSAT, %HYPO,
%HYPOmM, CHm et %lowCHm restaient constants. Lesssgarametres présentant une différence
significative étaient FRT (446 + 146 vs 524 + 14B8/mL; p < 0.001) ainsi que CHr (31.9 £ 2.3 vs
33.4 + 1.3 pg; p < 0.05) qui diminuaient. Apréshtearge en fer, FRT (987 + 250 vs 446 + 146, p <
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0.001), TSAT (33.5+8.0 vs 25.6 + 6.6, p < 0.0eL)CHr (34.7 £ 1.5 vs 33.4 £ 1.3, p < 0.001)
augmentaient significativement, %HYPO diminuaitnsiigativement (3.3 + 1.8 vs 4.5 £ 2.5, p <
0.05), alors que CHm, %HYPOmM et %lowCHm restaienistants.

Les résultats des analyses de type « ROC curvesit» mésentés a la figure 6.B.2. Tous les
parameétres étudiés avaient une aire sous la cauéErieure a 0.5. Le pouvoir de discrimination
pour prédire le déficit fonctionnel en fer étaiasté dans l'ordre suivant : sTfR (AUC: 0.989; SE:
0.034), %HYPO (AUC: 0.937; SE: 0.051), %HYPOm (AO®35; SE:0.052), TSAT (AUC:
0.896; SE: 0.060), FRT (AUC: 0.834; SE: 0.076), CKWC: 0.808; SE: 0.076), %lowCHm
(AUC: 0.792; SE: 0.088) et CHr (AUC: 0.752; SE: 8B Toutefois, il n’y avait pas de différence

significative entre  aucun de ces parametres.

Les meilleurs seuils, pour la prédiction de la r&g@ a la charge martiale, calculés selon les
analyses des « ROC curves », étaient sTfR > 6.&,@HYPO > 7.3%, %HYPOmM > 6.8%, TSAT
< 21%, FRT <400 ng/mL, CHm < 32.4 pg, %lowCHm ¥46t CHr < 30 pg.

Nous avons calculé la sensibilité, la spécificité’efficacité de ces différents paramétres pour
différents seuils, ainsi que leurs combinaisons mencela a été proposé dans les directives
européennes et américaines. [20-21] Ces resutiatspsésentés dans le tableau 5.B.2, classés par
ordre décroissant de meilleure efficacité calil{r@g). %oHYPOmM > 6% était le meilleur prédicteur
de la réponse a la charge martiale. A ce seuil, ®BEIM permettait de classer correctement en
répondeurs et non-répondeurs 87.5% des cas. ldeffécdes cibles proposées par les EBPG [20]
(FRT > 100 ng/mL et %HYPO < 6%) était similairegawne classification correcte de 85.7% des
cas. Les cibles recommandées par les directivesiaimes [21] (FRT > 100 ng/mL et TSAT >

20%) étaient un peu moins efficaces avec une @lzesdn correcte de 78.6% des cas.
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Figure 6.B.1 :Evolution des différents paramétres étudiés au cos du temps
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Figure 6.B.2: Résultats des ROC curves

AUC (area under the curve) : Aire sous la courbe.

SE (standard error) : Déviation standard.

BCO (Best cut-off) : meilleur seuil.
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Table 6.B.2: Sensibilité, spécificité et efficacité des paraétres étudiés a différents seuils. Les valeurs s&uont été choisies a partir des analyses

de type « ROC curves » ainsi que par rapport aux @mmendations internationales actuelles. Les parartrés sont classés en fonction des.

Parametres Sensibilité (%) Ksend %0) Spécificité (%) Ksped %0) Efficacité (%) Keri(%0)

%HYPOmM > 6% 91.7 85.2 85.0 65.7 87.5 74.2
FRT < 100 ng/mL ou %HYPOmM > 6% 90.9 84.3 85.0 64.2 87.1 72.9
FRT < 100 ng/mL ou %HYPO > 10% 72.7 59.8 94.1 81.6 85.7 69.0
%HYPO >10% 66.7 53.7 95.0 82.2 84.4 65.0
FRT < 400 ng/mL 90.9 81.8 76.5 53.0 82.1 64.2
%lowCHmM > 20% 58.3 46.6 100.0 100.0 84.4 63.7
%HYPO > 6% 91.7 83.4 75.0 50.0 81.3 62.6
TSAT < 20% 90.9 80.4 70.6 45.1 78.6 57.8
FRT < 100 ng/mL ou TSAT< 20% 90.9 80.4 70.6 45.1 78.6 57.8
CHm < 30 pg 50.0 38.5 100.0 100.0 81.3 55.7
%HYPOmM >10% 50.0 36.0 95.0 77.1 78.1 49.0
%HYPO > 4% 100.0 100.0 50.0 27.3 68.8 42.9
%HYPOmM >4% 91.7 77.9 55.0 28.0 68.8 41.3
%lowCHmM > 15% 66.7 43.9 75.0 38.5 71.8 40.8
CHm < 29 pg 33.3 23.8 100.0 100.0 75.0 38.5
CHr < 30 pg 33.3 23.8 100.0 100.0 75.0 38.5
FRT < 100 ng/mL 27.3 18.6 100.0 100.0 714 31.2
CHm < 31 pg 66.7 37.3 65.0 25.3 65.5 30.1
CHr < 29 pg 25.0 17.2 100.0 100.0 71.8 29.2
%lowCHmM > 10% 91.7 70.5 40.0 16.5 59.4 26.8
TSAT < 30% 100.0 100.0 29.4 14.1 57.1 24.6
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4. Discussion

La stimulation de I'érythropoiése par rHUEPO engasouvent une chute rapide de FRT,
TSAT, CHr et une augmentation de %HYP® 2°°?%° un tableau hautement suggestif d’un
déficit martial fonctionnel. L’alimentation est tource de 1 a 2 mg de fer élément par jour.
Cette source est largement insuffisante pour renmonles besoins d'une moélle
erythropoiétique stimulée. De plus, I'absorptiogeditive de fer est altérée chez les patients
souffrant d'insuffisance rénale chronique terminéfeLes suppléments intraveineux de fer
ont prouvé leur efficacité chez ce type de patid¢ratisés par rHUEPO 81 et sont prescrits a
large échelle.

Les recommandations internationales actuefié® semblent insuffisantes pour assurer
I'évaluation du statut martial. En effet, dans @tede antérieuré®, la supplétion martiale
avait été augmentée dans une population non-sgeée de patients hémodialysés chez qui
les cibles des recommandations internationalegrdtaiteintes, avec pour conséquence une
amélioration de la réponse a la rHUEPO en prenantnee cible une normalisation de
%HYPO (< 2.5%). Cette approche de la thérapie alar8tait efficace en ce qui concerne le
rapport codt-bénéfice. Les taux de ferritine néaess pour normaliser %HYPO étaient
beaucoup plus élevées que ceux prescrits par lesomreandations actuelles.
Malheureusement, une telle pratique pourrait emtraiun degré de surcharge martial

significatif.

Dans une étude similaire & la notre, Tessitord. é%ont montré que le meilleur prédicteur
simple de la réponse a une charge martiale étalf P&Havec une valeur-seuil de 6%, ce qui
est nettement inférieur aux valeurs recommandéetepalirectives européenngsde 10%.

De plus, la sensibilité et la spécificité de TSATde FRT étaient beaucoup moindres dans
leur étude. Malgré la valeur diagnostique bien l&atbe %HYPO, nous avons démontré

antérieurement?*? 244 252

gue l'activité érythropoiétique exerce une infloerpositive sur
%HYPO et que celui-ci pouvait s’accroitre uniquetnem raison d’un rajeunissement de la

population érythroide secondairement & la stimutaéirythropoiétique**

Dans notre étude visant a optimaliser le traitenpamtrHUEPO et fer, les analyses de type
« ROC curve » montrent la valeur diagnostique dsiplrs des parametres examinés pour la

détection du déficit martial fonctionnel. Dans emslyses, sTfR avait la plus grande aire sous

99



CH6 : Erythrocytes matures

la courbe, directement suivi de %HYPO et de %HYP@autefois, la sensibilité, spécificité
et efficacité de ce parameétre n'ont pu étre caémuléar seuls les résultats de 5 patients
répondeurs étaient disponibles. De plus, malgv@lieur discriminative de sTfR, la technique
de mesure n’est pas disponible partout et le celdatte technique est largement supérieur a
celui de la mesure de parametres globulaires dquiaeapris dans la détermination du sang

complet.

En ordre décroissant d’'aire sous la courbe, TSAvamprés I'lhypochromie (%oHYPO et
%HYPOmM) avec une bonne sensibilité (90.9%) maisgpéeificité assez faible (70.6%). La
spécificité de la ferritine inférieure a 100 ng/rétait parfaite. Cependant, sa sensibilité était
inacceptable d’'un point de vue clinique. En eféete seuil, seuls 25% des patients ferriprives
fonctionnels avaient pu étre identifiés. Le meilleeuil pour FRT, calculé sur base des
analyses de ROC curves, était de 400 ng/mL. A c& sdes sensibilité, spécificité et

efficacité de FRT étaient similaires a celles de\eBa® > 6%.

Les paramétres basés sur le contenu en Hb descayths matures, CHm et %lowCHm,
auraient pu présenter un intérét puisque, excligihfet de la réticulocytose, ils excluent en
plus I'effet des variations du volume cellulairss@siées au rajeunissement de la population
érythrocytaire secondaire a la stimulation érytbiépque. Toutefois, leur sensibilite, leur

spécificité et leur efficacité étaient inférieueeselles de %HYPOm.

En dépit de leur aire sous la courbe similaire, %@Yet %HYPOmM présentaient de petites
différences en terme de sensibilité et spécifigtur le but recherché. Ces différences
n'étaient cependant pas statistiquement signifieati La meilleure efficacité a été trouvée
pour %HYPOmM > 6%. A ce seuil, 87.5% des patierdgeat correctement classifiés en déficit
martial ou non selon la définition établie. De edt,f%HYPOmM améliore modérément la
détection du déficit martial fonctionnel par rappaida combinaison de FRT < 100 ng/mL et
%HYPO > 10%*’ ou de la combinaison FRT < 100 ng/mL et TSAT < 28¥%Cependant,

ces différences n’atteignent pas le seuil de satibn statistique.

Dans cette étude, en dépit de la stabilité desnptras dans la phase de maintenance du
traitement par rHUEPO, plus ou moins un tiers dagepts ont amélioré leur taux d’'Hb avec
la charge martiale. Cette observation souligneale due le déficit martial fonctionnel est

insuffisamment diagnostiqué. Le diagnostic cormdgtdéficit martial fonctionnel pourrait
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entrainer des réductions de doses de rHUEPO et, ks économies dans le traitement de
'anémie rénale. Les parametres des érythrocytetirem et en particulier %HYPOm,
semblent étre au moins aussi efficaces que %HYR® amonitoring du fer. Etant donné
que cette étude a été réalisée en état de stgmlitaite du traitement de I'anémie, I'activité
érythropoiétique était faible, comme en témoignkest taux de réticulocytes. La phase
d’'induction du traitement par rHUEPO représente stimulation érythropoiétique plus
intense avec un rapport jeunes érythrocytes / vienyxhrocytes plus élevé. Cela pourrait
amplifier la supériorité de I'efficacité de %HYPOem comparaison avec %HYPO pour le

monitoring martial. Cela reste toutefois & démantre
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Le traitement de I'anémie par érythropoiétine humaaiecombinante est efficace et entraine
une amélioration de la survie et de la qualité de et une diminution du risque de

complications cardio-vasculaires chez les patiergsffisants rénaux chroniques et dialysés.
2830 | 'efficacité de ce traitement dépend toutefoispipalement d’une fourniture adéquate

de fer & la moelle érythropoiétiqd’

Chez les sujets sains, chez qui les besoins esofémmoindres que dans l'insuffisance rénale,
la nécessité d'une supplémentation martiale a ébénodtrée dans la stimulation
érythropoiétique. Lors de stimulations érythropqiéts importantes, comme celles créées par
le don de sang autologue dans les programmes tfanséusion supporté par rHUEPO, la
disponibilité du fer peut également limiter I'érydipoiése. En I'absence de supplémentation
martiale, le succes de tels programmes est condg@igar la quantité de fer circulant
mobilisable de départ mais ne dépend que peu diefeéserve dont la mobilisation est trop
lente.?®® Cela démontre I'importance d’'un apport extériearfer chez les sujets normaux
engagés dans un programme d’autotransfusion. No&ux montrent que, malgré une
utilisation d’'une partie du fer de réserve, leslemibs de sang étaient dépendantes d’'une
absorption digestive de fer qui augmentait de fagamsidérable. Nous avons démontré que
I'activité érythropoiétique était un stimulant dablsorption digestive de fer au moins aussi

puissant que la déplétion des réserves.

L’absorption digestive de fer chez les patients bdialysés et IRC est souvent diminuée et il
a été démontré qu’elle est insuffisante pour retieoes besoins associés a un traitement par
rHUEPO.”""2 De plus la tolérance digestive est mauvaise edtapliance est donc médiocre.
L’administration intraveineuse de fer est, de de faécessairé®® mais non dépourvu de
risques. Le dépistage du déficit martial fonctidrest donc indispensable mais les paramétres

classiques utilisés dans ce but peuvent se résdieoptimaux.

La ferritine sérique, utilisée pour I'estimation tar de réserve, est une protéine de la phase
aigué de linflammation. Elle peut donc surévalles réserves de fer dans l'urémie,
considérée comme un état inflammatoire. Dans umeilption de sujets sains, nous avons
montré que I'activité érythropoiétique et I'adminggion intraveineuse de fer pouvaient
également fausser I'évaluation des réserves de [éactivité érythropoiétique diminue le
pool labile de fer contenu dans les macrophag&sdiminution de la production de ferritine

qui s’ensuit peut donner une sous-estimation dservés en fer. Lors d'une stimulation
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érythropoiétique intense, dans un état d’équilineatial entre entrées et sorties, nous avons
observé une augmentation de la FRT et donc unestsuetion de I'évaluation du fer de
réserve qui en est dérivée. Alors que dans cesitaomg] la FRT devrait rester stable ou
diminuer suite a la mobilisation du fer pour I'dmdpoiese stimulée, I'administration de fer
intraveineux semble entrainer une augmentationedeool labile de fer intracellulaire, avec
une stimulation de la production de ferritine gaineprésente alors plus de fagon précise les

stocks de fer de I'organisme.

Le pourcentage de globules rouges hypochromesoastdéré comme le meilleur prédicteur
simple de la réponse a une charge martiale chgmatents hémodialysés traités par rHUEPO,
témoignant de sa valeur diagnostique dans le détiaitial.'*® Ce paramétre serait également
le meilleur prédicteur en présence d’un syndrom@arimmatoire. **® Nous avons pu
démontrer, pour la premiére fois, que la présenaemed CRP augmentée influence
positivement %HYPO. Dans cette étude, établissastfacteurs modulant %HYPO, ce
parametre était, comme attendu, influencé par lasanpetres du monitoring martial,
principalement le fer sérique et la saturation alé&rdnsferrine, mais moins la ferritine, pour
les raisons déja exposées. Des valeurs patholagipi&HYPO étaient d’ailleurs retrouvées
pour toutes les valeurs de ferritine jusqu’a 900hmg %HYPO était également corrélé a la
dose de rHUEPO, reflétant le déficit martial indpdtr la stimulation érythropoiétique mais
également la stimulation érythropoiétique en tard tglle. Le meilleur prédicteur simple de
%HYPO était le taux de récepteurs solubles dealasferrine. Ce paramétre, connu pour étre
plus influencé par I'activité érythropoiétique quar le déficit martial, était lui-méme corrélé,
dans cette étude, a la fois a TSAT et a la rétoyttse. %HYPO semblait donc positivement
influencé par I'activité érythropoiétique. Cetteselvation représente un désavantage pour le
monitoring des besoins en fer des patients trggggsrHUEPO chez qui le déficit martial

fonctionnel cohabite avec 'augmentation de I'atéivérythropoiétique.

Chez les patients donneurs de cellules souches,qthda stimulation érythropoiétique a été
poussée a I'extréme par de hautes doses de rHUEBES @hlébotomies répétées, %oHYPO
s’élevait de maniére tres importante jusqu’a désura de 40%. Cette élévation était présente
malgré une supplémentation martiale adéquate, conemetémoignent les courbes
superposables de fer préelevé et de fer injectéplDg I'augmentation de %HYPO débutait
plus précocément que la chute de CHr. Il ne peatedtclu que le déficit martial participe a

ce phénoméne mais nous avons démontré que le edke stimulation érythropoiétique était

104



Conclusions

plus important. Nous avons établi une corrélatiotres la production érythrocytaire et
I'apparition de nouveaux globules rouges hypochyrmenfirmant cette hypothese.

L’activité érythropoiétique induite par le traitemtede lI'anémie rénale est, cependant,
nettement moins importante que dans la situatiésguatente. Dans la population de patients
dialysés, nous avons montré une augmentation noire %HYPO en réponse a
l'introduction de rHUEPO malgré une supplétion nadet adéquate (CHr constant). Cette
augmentation était due a l'apparition d’'une popatatérythrocytaire plus jeune avec un
volume cellulaire plus grand et un contenu en hdobdge normal, résultant en une

diminution artificielle de la concentration en hégtabine.

Grace a la technologie des nouveaux compteurdaedls, les indices cellulaires peuvent étre
déterminés séparément dans les populations rétidaioes et érythrocytaires matures.
L’étude des parametres des érythrocytes matureblaimpouvoir répondre aux biais causés
par I'activité érythropoiétique. Nous en avons doleterminé les valeurs de référence. La
comparaison entre les indices réticulocytaireseeixaes globules rouges matures montrent
qgue les réticulocytes sont 20% plus grands aveccameentration en hémoglobine 10%
inférieure aux érythrocytes matures. Ces différeneepliquent les biais qui peuvent étre
rencontrés dans l'interprétation des parametresutine. Par I'étude de diverses pathologies
hématologiques, nous avons pu valider l'interprétaide ces parametres. Dans I'anémie
hémolytique autoimmune, dans laquelle I'activitgti@ropoiétique est importante sans déficit
martial, I'interprétation des paramétres de routimnait a penser a un statut ferriprive alors
que les parametres des érythrocytes matures memitrane anémie plutét macrocytaire et
hyperchrome. Dans l'anémie ferriprive %HYPO et %HXf® augmentaient de facon
superposable en raison de la faible réticulocytbgemaniére générale, toutes les pathologies
étudiées, dans lesquelles la réticulocytose esmaler ou basse, présentent les mémes
caractéristiques pour les indices des érythroayt@sires que pour les parametres déterminés
sur la population érythroide globale. L'étude de@ations a également montré que %HYPO
était corrélé avec la réticulocytose mais pas deefer sérique, alors que %HYPOmM était
corrélé avec le fer sérigue mais pas avec la tétigtose. Ce parametre rencontrait donc le

but que nous recherchions.

La détermination de la sensibilité et de la spkifies indices globulaires matures dans la

prédiction de la réponse a une charge martialeg@len faveur de I'utilisation de %HYPOm
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dans ce but. Le fait que les patients inclus daetse cétude soient dans la phase de
maintenance du traitement par rHUEPO fait que ifé&rences entre les parametres de routine
et les parametres des érythrocytes matures soningeartantes et non significatives. Une
étude dans la phase d’induction du traitement HaEPO pourrait augmenter la différence
entre ces parametres. Une telle étude est toutdiféisle a réaliser car les critéres de réponse
a la charge martiale devraient étre établis différent. Pour confirmer l'intérét de ces
parameétres dans le monitoring martial des patidiglysés traités par rHUEPO, une étude
pharmaco-économique comparant les codts du traiteper rHUEPO et des doses de fer
administrées soit en fonction des directives irgBamales soit en fonction de %HYPOm
pourrait étre réalisée. Cependant, un nombre irapbde patients devraient étre inclus pour

que les résultats soient significatifs.

En conclusion, ce travail confirme la nécessiténmé&ans une population considérée comme
saine, d’'un apport extérieur de fer lors de la slation érythropoiétique par érythropoiétine
humaine recombinante, étant donné la mobilisatiop tente du fer de réserve. Dans cette
situation, I'absorption digestive de fer est régidaet I'activité érythropoiétique semble étre
un stimulateur au moins aussi puissant que la tiéplénartiale pour I'absorption intestinale
de fer. La ferritine, habituellement utilisée ddasmonitoring des réserves de fer, est un
parametre médiocre dans I'anémie rénale traitéeHha#EPO. En effet, en plus de I'effet bien
connu de linflammation sur ce marqueur, nous avanentré que I'administration
intraveineuse de fer entraine une production d#ifer sérique inadéquate, probablement en
réponse a l'augmentation du pool labile de fer.phénomeéne semble plus important que
I'effet de la diminution de ce pool labile en régena la stimulation érythropoiétique. La
mesure de la ferritine surestime donc le fer derues dans I'anémie rénale traitée par
rHUEPO et fer intraveineux. Le pourcentage de dedpuouges hypochromes est un
parametre sensible et spécifique du déficit martaaictionnel. Toutefois, nous avons
démontré l'influence de l'inflammation et de l'agté érythropoiétique sur ce paramétre,
pouvant biaiser son interprétation, pour le moiassdla phase de correction de I'anémie,
quand une réticulocytose élevée cohabite avec mbreod érythrocytes matures faible. Les
parametres des érythrocytes matures ont été dédsontomme plus fiables pour
I'interprétation des données dans diverses patiedodnématologiques. lls présentent
'avantage d’exclure, au moins en grande partie,dmis entrainés par une réticulocytose
élevée. La sensibilité et la spécificité de %HYP@ams la prédiction de la réponse a une

supplémentation martiale étaient supérieures @&sales autres parameétres habituellement
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utilisés, mais cette différence n’était pas sigaifive en raison de la stabilité des patients

étudiés. Son intérét en clinique quotidienne rasiémontrer.
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