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RESUME

Le dopage a I'érythropoiétine (EPO), une hormone endogéne stimulant
la synthese des érythrocytes, est de plus en plus utilisé par les athletes
d'endurance pour augmenter leur performance physique. Les érythrocytes
étant les transporteurs d'oxygéne de l'organisme, ce type de dopage conduit a
une augmentation de la disponibilité de l'oxygéne et, par conséquent, a une

amélioration du VO, max et de la performance physique.

Le Comité International Olympique interdit le dopage a
I'érythropoiétine méme s'il n'existe actuellement aucune méthode de
dépistage. L'EPO posséde effectivement un temps de demi-vie de quelques
heures (environ 5 heures), des manifestations tardives (3 2 4 jours} et une
homologie quasi parfaite avec sa contre-partie endogéne, empéchant le
dépistage de ce type de dopage par les techniques actuelles. Les travaux se sont
donc orientés vers la recherche de marqueurs secondaires du dopage a I'EPO.
Le traitement a I'EPO entrainant chez certains sujets une augmentation des
risques de thrombose due a l'activation des systemes de la coagulation et de la
fibrinolyse, notre équipe a étudié les principales molécules de ces deux
systemes en présence d'EPO exogéne. Ces études ont permis de mettre en
évidence une augmentation des TDP (produits de dégradation du fibrinogéne

et de la fibrine) urinaires chez des sujets traités a I'EPO.

Dans ce mémoire, nous avons vérifié les diverses hypotheses pouvant
expliquer I'origine des TDP urinaires retrouvés en présence d'EPO exogene.
Ceux-ci peuvent provenir soit d'une filtration rénale suite a une

augmentation de leur concentration plasmatique, d'une augmentation de la
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perméabilité glomérulaire ou encore d'une augmentation de la fraction filtrée
due a certains changements rhéologiques en présence d’'EPO exogéne. Les
TDP urinaires peuvent également provenir d'une production intra-rénale de

TDP suite & une modification dans la synthése des enzymes fibrinolytigues.

Ces travaux ont permis de déterminer que les TDP plasmatiques ne
sont filtrés dans l'urine qu'en quantité infime et ce, quelles que soient les
conditions (concentration élevée de TDP plasmatique, augmentation de la
perméabilité glomérulaire et de la fraction filtrée). Les TDP proviendraient
non pas d'une filtration rénale des TDP plasmatiques mais plutét d'une
production intra-rénale de TDP suite a une modification dans la synthése
intra-rénale des enzymes fibrinolytiques. Ces travaux ont effectivement
permis de mettre en évidence que 'augmentation des TDP urinaires observée
en présence d'EPO exogeéne s'accompagne d'une augmentation de l'u-PA
(urokinase) urinaire, une enzyme fibrinolytique synthétisée par les cellules

rénales.
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CHAPITRE 1
GENERALITES

1.1 Dopage

Le dopage n'est pas un phénomeéne récent puisque l'utilisation de
certaines substances comme la caféine, le coca et la mescaline, remonte aux
temps les plus reculés de l'histoire. Aujourd'hui, certains sportifs utilisent
encore ces mémes substances, et plusieurs autres, afin d'améliorer leur
performance physique [1]. Depuis 1879, période ol des cyclistes utilisaient
l'alcool, la caféine, ainsi que divers stupéfiants pour mieux supporter les
épreuves d'endurance, plusieurs agents dopants se sont ajoutées a l'arsenal
des athletes. A ce jour, environ 200 substances ont été répertoriées par le
Comité International Olympique (CIO) et classées en différentes catégories
(diurétique, stimulant, stéroide, facilitateurs du métabolisme aérobique, ...)

selon leurs modes d'actions.

Parmi les facilitateurs du métabolisme aérobique, on retrouve, entre
autres, le dopage sanguin ainsi que le dopage a I'érythropoiétine, deux types
de dopage entrainant une augmentation du nombre d'érythrocytes en
circulation. Puisque le transport de l'oxygéne aux différents tissus de
l'organisme est assuré par 1'hémoglobine, principal constituant des
érythrocytes, une augmentation du nombre d'érythrocytes en circulation
permet une meilleure oxygénation des tissus. Par conséquent, le dopage

sanguin entraine une amélioration de la performance physique en endurance



puisque celle-ci est étroitement liée a la disponibilité en oxygéne [2]. La
disponibilité en oxygene est particulierement importante pour l'organisme
puisque I'ATP, source immédiate d'énergie nécessaire aux différentes
activités cellulaires, est synthétisé principalement par des mécanismes
oxidatifs. L'ATP nécessaire a l'organisme provient effectivement de la
glycolyse et du cycle de Krebs par l'intermédiaire de la chaine respiratoire. La
chafne respiratoire étant un processus aérobie, les cellules dépendantes de
cette voie métabolique ne peuvent effectuer leurs activités durant de longues
périodes sans un apport suffisant d'oxygéne. En conséquence, une
augmentation de l'oxygénation, favorisant la synthese d'ATP, entrainera une
amélioration de la performance physique, la contraction musculaire étant
essentiellement un processus dépendant de I'ATP. D'oui l'attrait de ce type de

dopage pour les athletes d'endurance.

Le dopage sanguin, banni par le CIO en 1986, consiste en
I'administration intraveineuse de sang quelques jours avant une compétition
sportive. Deux types de dopage sanguin, hétérologue et autologue, sont
utilisés par les athletes. Depuis quelques années, le dopage sanguin
hétérologue est toutefois moins populaire en raison des risques importants de
transmission de maladies, dont I'hépatite et le sida. Dans le cas du dopage par
transfusion autologue, les risques reliés a la transmission de maladies sont
moindres mais certains demeurent, dont les risques d'infection. Ainsi,
lorsque I'érythropoiétine (EPO), une hormone stimulant la syntheése
d'érythrocytes, fut disponible sur le marché, le dopage a !l'érythropoiétine
remplaga rapidement le dopage sanguin chez les athletes d'endurance. Cette
technique, banni par le CIO en 1991, assure les mémes avantages que le

dopage sanguin tout en éliminant les risques liés aux transfusions [3].



L'utilisation d'EPO, bien qu'ayant des avantages certains, n'est toutefois pas
sans danger. Une augmentation de I'hématocrite au-dela de 55% entraine
une augmentation sensible de la viscosité et du risque de thrombose et, par
conséquent, une diminution de la distribution sanguine aux organes vitaux,
ces modifications pouvant étre mortelles. Ainsi, plusieurs déces,
principalement chez des cyclistes et des marathoniens, semblent liés & I'abus

d'’EPO [23].

1.2 Eﬂthropo’l'étine

L'érythropoiétine, hormone controlant 1'érythropoiese, assure le
maintien d'une disponibilité adéquate en oxygene dans les différents tissus de
l'organisme. Cette hormone glycoprotéique, d'un poids moléculaire
d'environ 34 kDa, est constituée d'une chaine monocaténaire de 165 résidus
d’'acides aminés (18.4 kDa), comportant 2 ponts disulfures (Cys 7-161 et Cys 29-
33) et 4 sites de glycosylation (Asn 24, Asn 38, Asn 83 et Ser 126) (Figure 1).
Selon la forme de I'EPO (alpha ou béta), la glycosylation de la protéine compte
pour 30 a 40% de son poids moléculaire total, les deux formes comprenant
des mosaiques différentes composées de molécules d'acide sialique, d'hexoses,
d'acide neuraminique et de N-acétylglucosamine. La glycosylation joue un
role important dans la conformation, la sécrétion et le temps de demi-vie de
la molécule (~ 5 heures) et, par conséquent, dans l'activité biologique de
I'EPO. La glycosylation permet également l'activation de la réponse

biologique suite a la liaison de la molécule a son récepteur.



== Disulfide bridges

’ N-linked giycoshiation sites

Q O-iinked glycosilation sites

Figure 1. Structure de l'érythropoiétine. Modele de structure
tridimensionnelle de 'EPO montrant les quatres hélices et les boucles de
raccordement. (Source: Journal of molecular endocrinology, 1994, vol 12, p.
132)

L'EPO, synthétisée majoritairement par le rein, plus précisément par
les cellules interstitielles adjacentes au tubule proximal, posséde d'autres sites
mineurs de synthése dont le foie et les macrophages. La production d’EPO, et
par conséquent celle d'érythrocytes, est contrdlée par un mécanisme de
réiroaction négative sensible a la quantité d'oxygene atteignant les tissus

(Figure 2). Plusieurs facteurs, tels la diminution du nombre d'érythrocytes, la



diminution de la disponibilité en oxygene et 'augmentation des besoins des
tissus en oxygene, conduisent 2 une diminution de la concentration sanguine
en oxygene entrainant une production accrue d'EPO. Inversement, un
approvisionnement plus grand en oxygéene vers les tissus conduit & une
diminution des niveaux d’EPO avec, comme résultat, une diminution de

l'érythropoiese (Figure 2).

Fo i i ot e B s S e o B o i

Figure 2. Physiologie de 1'érythropoiétine. (Source: Intermedico)




Diverses hypotheses ont été avancées pour déterminer ot et comment se
produit la détection du taux d'oxygeéne atteignant les tissus. Il est
généralement admis que ce détecteur d'oxygene est situé au niveau du rein.
Une des hypotheses émises implique les cellules épithéliales adjacentes a la
membrane basolatérale du tubule proximal ot un héme stimulerait la
synthése d’EPO par les cellules rénales lorsqu'il serait dans la configuration
désoxy [9]. Une autre hypothese suggere que la synthese d'EPO survient suite
a un largage de prostaglandines Ep (PGE3)} par les cellules du tubule proximal

en réponse a un apport insuffisant en oxygene [10].

L'EPO stimule la maturation et la différentiation des précurseurs
érythrocytaires situés dans la moelle osseuse, ainsi que le taux de synthese de
l'hé;noglobine. Certaines études, tant in vivo [11] qu'in vitre [12], ont
démontré qu'a fortes concentrations I'EPO stimule également la
thrombopoiese, le récepteur de 1'EPO étant retrouvé en faibles quantités sur
les mégacaryocytes. Toutefois, le r6le de 'EPO dans le contréle de la
thrombopoiese serait marginal puisqu'un déficit en EPO n'entraine pas une
thrombocytopénie. L'effet physiologique de 1'EPO, traduit par une
augmentation de I'hématocrite survenant environ 3 jours apres la synthese
d'EPO, est caractérisé, entre autres, par une augmentation du taux de
réticulocytes (précurseurs érythrocytaires) quittant la moelle osseuse a un

stade de maturation incomplet.

L'action de cette hormone, comme plusieurs autres d'ailleurs,
s'effectue par l'intermédiaire d'un récepteur (EpoR). Ce récepteur est situé
principalement sur les précurseurs érythrocytaires (BFU-E, CFU-E et pro-

érythrocyte), mais également en faibles quantité, sur les mégacaryocytes.



L'EpoR, découvert en 1981 [13], est un polypeptide de 507-508 acides aminés.
La purification de ce récepteur met en évidence trois complexes protéiques de
65-75, 100-110 et 85-95 kDa. Le complexe de 65-75 kDa correspondrait a I'EpoR
alors que celui de 85-95 kDa serait une protéine accessoire associée a I'EpoR et
impliquée dans la liaison de I'EPO a son récepteur. Certains auteurs
suggerent que le complexe de 100-110 kDa serait un homodimere de 1'EpoR
[14,15], alors que d'autres suggerent que ce complexe serait formé de I'EpoR lié
a une protéine accessoire [16,17]. Le consensus actuel veut que I'EpoR de
haute affinité soit formé d'un homodimere associé a une protéine accessoire.
Le signal de transduction entrainant l'effet biologique de I'EPO suite a sa
liaison & I'EpoR implique deux protéines, soit JAK2 et SH-PTP1 [18]. La
liaison de I'EPO a son récepteur entraine l'activation de la protéine JAK2, une
tyrosine kinase, laquelle s'autophosphoryle et phosphoryle la tyrosine 429
située sur la portion carboxy-terminal du récepteur (Figure 3). Suite a ces
phosphorylations, le signal de I'EPO est transmis, occasionnant ainsi 'effet
biologique correspondant. Les deux sites de phosphorylation deviennent le
point d'ancrage de la protéine SH-PTP1 (phosphotyrosine protéine
phosphatase SH), cette dernieére inhibant l'action de I'EPO en
déphosphorylant la kinase JAK2.



SH-PTP1
Interruption du eignal

SH-PTP1

Figure 3. Récepteur de I'érythropoiétine (EpoR). Jak2: tyrosine kinase; SH-
PTP1: phosphotyrosine protéine phosphatase SH; T429: tyrosine 429
(Source: Medecine/Science, 1995, vol 11, p. 927)

1.3 Dépistage du dopage i l'érythopoiétine

Pour améliorer leur VO; max et, par conséquent, leur performance
physique, certains athletes recherchent divers moyens pour augmenter leur
taux d'érythrocytes. Pour ce faire, certains s'entraineront en haute altitude ot
la rareté de l'oxygene stimule la synthése d'EPO endogéne; d'autres, moins
scrupuleux, s'administreront de I'EPO recombinante deux ou trois semaines
avant une compétition. Malgré I'absence de preuves concretes, il est tout de

méme admis que plusieurs athletes de niveau international ont recours au



dopage a I'EPO [19,20,21,22,23,24]. Cependant, encore aujourd’hui, les
techniques de dépistage sont totalement inefficaces a déceler les utilisateurs
illicites d'EPO. La mesure de lI'hématocrite ou du taux circulant de
réticulocytes ne peut étre utilisé pour dépister un dopage & 1'EPO puisque ces
deux parametres varient autant sous l'effet d'une augmentation d'EPO
endogéne que sous l'effet d'une administration d'EPO exogéne. La mesure
directe de 'hormone ne peut étre utilisée pour dépister le dopage a I'EPO car
celle-ci posséde un temps de demi-vie d'environ cing heures [25] et des effets
cliniques mesurables 3 a 4 jours aprés son administration. Ainsi, au moment
de la compétition il ne reste que peu de traces d'EPO exogéne dans
l'organisme. De plus, 'EPO recombinante présente une homologie quasi
parfaite avec sa contre-partie endogéne, empéchant pour linstant toute
différentiation entre une augmentation endogéne d'EPO et un dopage a cette

méme hormone.

La seule matrice biologique autorisée jusqu'a maintenant par le CIO
étant l'urine, les travaux de notre équipe se sont orientés vers la recherche
dans l'urine de marqueurs secondaires du dopage hormonal. Puisque 1'EPO,
en augmentant 1'hématocrite peut affecter la viscosité sanguine et, par
conséquent, entrainer une modification de 1'homéostasie vasculaire, nos
travaux ont porté sur l'étude des principales molécules associées a la
coagulation et la fibrinolyse sous administration d'EPO. L'étude de ces
molécules a permis de mettre en évidence une augmentation des produits de
dégradation du fibrinogene et de la fibrine (TDP) dans l'urine suite & une
administration d'EPO . Cette observation effectuée pour la premiere fois chez

des lapins [26] a depuis, été confirmée chez des sujets hémodialysés [27].
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1.4 Coagulation et fibrinolyse plasmatique

Les produits de dégradation du fibrinogéne et de la fibrine (TDP)
proviennent de l'activation de deux systémes plasmatiques, la coagulation et
la fibrinolyse, deux systemes impliqués dans le maintien de la fluidité
sanguine et dans la réparation tissulaire. A titre d'exemple, lorsqu'une
rupture vasculaire se produit, il y a activation de la coagulation, aboutissant a
la formation d'un caillot de fibrine. Le caillot formé recouvre la breche
vasculaire dans les délais les plus courts afin de limiter la perte sanguine et
permettre la réparation tissulaire. Lorsque les tissus vasculaires ont recouvré
leur intégrité, le caillot de fibrine est dégradé par le systeme fibrinolytique afin
de rétablir une circulation sanguine normale. La fibrinolyse entraine la
dégradation du caillot de fibrine en fragments de petites tailles appelés
produits de dégradation du fibrinogéne et de la fibrine (TDP), ces derniers
étant éliminés de la circulation sanguine par les cellules du systéme réticulo-

endothélial (cellules de Kupffer, cellules de Langherans, macrophages, ...).

A l'état physiologique, il existe un équilibre entre la coagulation et la
fibrinolyse, un déséquilibre pouvant conduire selon le systeme impliqué a des

complications thrombolytiques ou hémorragiques .

1.4.1 Coagulation

La coagulation est un processus complexe mettant en jeu un certain
nombre de facteurs, plusieurs se trouvant dans le plasma sous forme de
zymogenes (Figure 4). Suite a une activation du systeme de la coagulation,

chaque enzyme formée transforme les zymogenes suivants, provoquant ainsi



une cascade de réactions enzymatiques conduisant a la formation d'un caillot
insoluble de fibrine. La cascade enzymatique peut s'initier par deux voies
différentes, la voie intrinséque et la voie extrinsdque. La voie intrinséque
s'active suite a l'exposition du sous-endothélium de la paroi vasculaire,
entrainant ainsi I'activation de la cascade par l'intermédiaire des plaquettes et
du facteur XII. L'activation par la voie extrinsdque survient suite au
relarguage de facteurs tissulaires (Facteur III) dans la circulation sanguine lors

d'un traumatisme ou encore lors d'une rupture vasculaire.

Mécanismae intrinsédque Mécanisme extrinséque

Contacl avec la Dommage ussulaire
surface endommagée Thromboplastine
du vaisseau nissulare

}

X| - x|

e Vil

X

Contact avec
la surface endommagée
du vaisseau

Plaguettes

Phospholipide
r* {(provenant de
plagueties ou de
thromboplastine tissulaire)

L 2
Prothrombine = Thrombine

Ca ;
Xt = Xl

Réseau
. Monoméres de Réseau ldche stable de
fibninogéne = fibrine el =t de hiaments flaments
Ca

fibnnopeptides de hibrine de tibnine

Figure 4. Coagulation. Etapes de la formation d'un caillot de fibrine suite &
l'activation de la voie intrinséque ou extrinséque. (Source: Anatomie et
physiologie par A.P. Spence et E.B. Mason, Edition du renouveau
pédagogique, 1983)
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La formation de caillots de fibrine peut provenir non seulement de
I'hémostase normal mais également d'une réaction d'hypersensibilité
retardée ou encore d'une réponse inflammatoire non-spécicifque. La
viscosité sanguine, dépendant en grande partie de I'hématocrite, est
également un facteur pouvant entrainer une activation de la voie intrinséque
de la coagulation (Figure 5). En effet, une augmentation de la viscosité peut
entrainer certaines modifications locales conduisant a une aggrégation de
globules rouges, suivi d'une diminution du débit, entrainant la migration des
plaquettes vers la paroi et la formation de microthrombi, obstruant les petits

vaisseaux sanguins.

Hyperviscosité

}  Débit local

~

™ ‘l Plaquettes migrent

| Vitesselocale| __— vers la paroi
[
, 1

Anoxie locale I Formation microthrombi
. | —_ .
Acidose : Activation rhéologique
: |

Dégénérescence | |

paroi vasculaire| |
I
Adhésion plaquettes

a la paroi vasculaire

Figure 5. Viscosité et coagulation. Une augmentation de la viscosité peut
conduire a la migration des plaquettes vers la paroi vasculaire et entrainer la
formation de microthrombi.




L'administration d’EPO n'est donc pas sans danger puisque I'augmentation
de I'hématocrite qui en résulte peut conduire a une augmentation de la
viscosité [28] qui, en plus d'entrainer une augmentation des risques
thrombotiques, peut entrainer une diminution du débit sanguin vers les
organes vitaux. De plus, un exercice physique intense amplifie ces risques
puisqu'il entraine également une augmentation de I'hématocrite provoquée
par une redistribution des liquides corporels vers les tissus et une

déshydratation d a la sudation.

Plusieurs études, effectuées chez des sujets sains et des sujets
hémodialysés, ont voulu de déterminer l'effet de I'EPO sur le systéme de la
coagulation. Bien que certaines présentent des résultats contradictoires,
I'ensemble indique que I'EPO ne semble pas affecter les concentrations
plasmatiques des enzymes du systéme de la coagulation (Tableau 1). Les
molécules ne présentant a l'effort aucune variation de leur concentration
pourraient étre, éventuellement, utilisées comme sonde d'ou l'intéret de
présenter, parallelement a l'effet de I'EPO, les effets d'un exercice aigu sur la

concentration des enzymes fibrinolytiques.
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Hémostase

Effet de I'EPO |

Effet de 'exercice aigu

Temps de saignement 1 [28,29]
Temps de 1 [36] 4]
prothrombine Aucune variation [32:39] Aucune variation [ 41]
Temps de 1 [36] 141
thromboplastine 11391 Aucune variation [ 411
activé Aucune variation [32]
Facteur XII Aucune variation [34] Aucune variation | 41]

Aucune variation [28]

Antithrombine III 1{37] 2 [68]
11291
Aucune variation [39]
Thrombine/ 1351 u 1168]
Antithrombine III Aucune variation [32]
Facteur de von 1 137 3 141]
Willebrand Aucune variation [28:39]
Fibrinogeéne 1 [2835] Aucune variation | 41,42
Aucune variation [28:32,39]
Viscosité du sang 1 (28] " '
Viscosité du plasma 1 [39] " t

- 1 : accroissement

- | :diminution

Tableau 1. Effet de l'érythropoiétine et de I'exercice physique intense sur la
concentration plasmatique des molécules de la coagulation. Les chiffres entre
parentheses réferent a la liste de références données a la section Bibliographie.

1.42 Fibrinolyse

La fibrinolyse est un processus ol l'activation d'une cascade
enzymatique conduit a la formation de plasmine, une enzyme protéolytique

dégradant, entre autres, la fibrine insoluble. Les principales molécules



impliquées dans la fibrinolyse sont le plasminogeéne, les activateurs du
plasminogéne (t-PA (activateurs tissulaire du plasminogene), u-PA
(urokinase)) et les inhibiteurs des activateurs (PAl, a2-antiplasmine) (Figure
6). L'activation de ce mécanisme survient dés la formation du caillot de
fibrine pour en prévenir l'expansion démesurée. Ainsi, quand la coagulation
commence, se met également en branle un mécanisme qui servira a la

dissolution du caillot.

| Pro-urokinase I

Y

| Urokinase l

- ===~ PAL-1

Plasminogen |[——— | Plasmin \...--- o2-antiplasmin

[Fbrinogen] —

FgbP

&
B ]
4§ v:;s:i: ‘Pf Tissue
1

| Plasminogen

W Activator
%m.‘ Plasminogen =
J%:*E\‘.Q{%%* ; l‘@?%%n: = =
“Zz== | Collagen :-‘.:.\:':“"\“itﬁq Wf@-—‘-‘ ST R T =
e
e Lt P

N
-’

Figure 6. Fibrinolyse. Activateurs (urokinase, activateur-tissulaire du
plasminogene) et inhibiteurs (PAI-1, a2-antiplasmine) de la fibrinolyse.
(Source: Mechanisms in blood coagulation, fibrinolysis and the complement
system, Torben Halkier, Cambridge University Press, 1991)
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Le plasminogéne, une glycoprotéine monocaténaire d'un poids
moléculaire d'environ 90 kDa, est synthétisé principalement par les
hépatocytes. Le plasminogene primaire contenant un acide glutamique a
I'extrémité amino-terminale (glu-plasminogéne) comporte des sites de liaison
(résidus lysines) pour la fibrine et 'a2-antiplasmine. La conversion du glu-
plasminogeéne en glu-plasmine se produit suite a la scission du lien Argsgo-
Valsgi sous l'action des activateurs du plasminogéne conduisant a la
formation d'une molécule bicaténaire, liée par deux ponts disulfures. La
scission du lien Argsgp-Valsg1 s'accompagne d'un changement de
conformation entrainant I'exposition du site actif (Hisgop, Asps4s et Serz40). La
glu-plasmine formée convertit le glu-plasminogéne en lys-plasminogéne
(hydrolyse du lien Lysyg-Lys77) ainsi que la glu-plasmine en lys-plasmine

(Figure 7).

Glu-plasminogene

@/ @&

Glu-plasmine Lys-plasminogene

Lys-plasmine

Figure 7. Activation du glu-plasminogéne. u-PA: urokinase; t-PA:
activateur-tissulaire du plasminogéne




Le lys-plasminogene differe du glu-plasminogéne en trois points: un temps de
demi-vie plus court, une affinité plus grande pour la fibrine et une

conversion en plasmine plus rapide.

La plasmine liée a la fibrine dégrade cette derniere pour former les
produits de dégradation de la fibrine (FbDP). Cependant, en absence de
fibrine, la plasmine peut également dégrader le fibrinogene (fibrinogénolyse)
et former les produits de dégradation du fibrinogene (FgDP) (Figure 8). Dans
des conditions physiologiques, la formation de FgDP est extrémement rare car
toute plasmine s'échappant du caillot est rapidement captée par des
inhibiteurs. L'ensemble des produits de dégradation du fibrinogeéne et de la

fibrine constitue les produits de dégradation totaux (TDP).

@'ﬂm GQ Fragment Y il By

Fragmem D Fragment E Fragmeni D

Figure 8. a) Fibrinogénolyse par la plasmine. Les fleches indiquent les sites
de protéolyse sous l'action de la plasmine. (Source: Mechanisms in blood
coagulation, fibrinolysis and the complement system, Torben Halkier,
Cambridge University Press, 1991)
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[ 1
Fragment DD/E Fragment YD/YD Fragment YX/XD

Figure 8. b) Fibrinolyse par la plasmine. Les fleches indiquent les sites de
protéolyse sous l'action de la plasmine. (Source: Mechanisms in blood
coagulation, fibrinolysis and the complement system, Torben Halkier,
Cambridge University Press, 1991)

Les différents fragments de TDP produits lors de la dégradation d'un
caillot de fibrine posseédent des poids moléculaires de 50 a 440 kDa (Tableau 2).

Produits de dégradation du H Poids moléculaire
fibrinogéne et de la fibrine approximatif
(TDP) (kDa)
E 50
Y 150
X 250
DD (D-DIMER) 195
DDE 245
YY 290
DYYD 490
DXD 440

Tableau 2. Poids moléculaire des TDP



On distingue deux types d'activateurs du plasminogene, l'activateur
tissulaire et l'urokinase. L'activateur tissulaire du plasminogeéne (t-PA),
synthétisé et emmagasiné par les cellules endothéliales sous une forme
active, est une glycoprotéine monocaténaire de 68 kDa (Figure 9). Le t-PA
peut subir une protéolyse limitée de la liaison Argp7g-Ilez79 par la plasmine, le
facteur Xa, les kallicréines plasmatique et tissulaire, avec formation du t-PA
bicaténaire, lui aussi actif enzymatiquement. La libération du t-PA dans la
circulation sanguine survient lors d'un exercice physique intense, d'un bris

des cellules endothéliales ou encore lors d'une formation de fibrine.

Gly Asn  Asn  Arg le His Asp Asn Ser Pro
1 120 187 278 279 325 374 451 481 530
Y Y > % Y *

p—

36 kDa 32 kDa

L]

: acides aminés participant au site actif
Y : site d'attachement des glucides

Figure 9. Structure de I'activateur tissulaire du plasminogene (t-PA).
(Source: Fibrinolyse et thrombolyse, J-P. Caen, G. Tobolem et C. Soria,
Masson, 1986)

L'urokinase (u-PA), deuxiéme principal activateur du plasminogene,
est synthétisée par plusieurs types cellulaires sous forme d'un zymogeéne (pro-

uPA) d'un poids moléculaire de 54 kDa. La conversion de la pro-uPA en u-
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PA active se produit lorsque le lien Lysisg-Ile1s59 est scindé par protéolyse
limitée. Cette protéolyse peut étre produite par la kallicréine plasmatique [45],
la plasmine, le facteur Xlla, la trypsine et I'enzyme HUTSP-1 (human T-cell
associated serine protease-1) [46]). La pro-uPA peut aussi étre scindée de fagon
a produire une u-PA inactive. Les molécules responsables de cette
inactivation sont la thrombine [45] (protéolyse du lien Argise¢-Phejsy) et
I'élastase, une enzyme relarguée par les granulocytes (protéolyse du lien
Ile159-Ile160) [47] (Figure 10). L'u-PA inactive ne peut étre activée par les
facteurs habituels et, par conséquent, ne peut convertir le plasminogéne en
plasmine. La pro-uPA ne peut activer le plasminogéne en plasmine;
toutefois, en présence du fragment E2 (provenant de la dégradation de la
fibrine) la pro-uPA acquiert une activité semblable a celle de 1'u-PA, ceci étant
dd & un changement conformationel du plasminogene suite a la liaison du

fragment E2 [48].

Pro-uPA U »u-PA

Plasmine

Facteur XIIa

Trypsine

HuTSP-1

Kallicréine plasmatique
Cathepsin B

e R

Thrombine
Elastase

C—> Conversion de la pro-uPA en u-PA active

-~ (Conversion de la pro-uPA en u-PA inactive

Figure 10. Conversion de la pro-uPA




Il existe deux formes moléculaires différentes d'u-PA: une de poids
moléculaire élevé (HMW-uPA) de 54 kDa (Figure 11) et une autre de faible
poids moléculaire (LMW-uPA) de 33 kDa, les deux formes provoquant la
rupture de la liaison Argsep-Valse1 sur la molécule de plasminogene,

produisant ainsi la plasmine.

L'u-PA peut agir sous forme libre dans le plasma ou encore liée & son
récepteur cellulaire présent sur un grand nombre de cellules, dont les
monocytes, les macrophages et les fibroblastes [49,50,51]. L'u-PA selon son état
(libre ou lié) aura des effets biologiques différents: I'u-PA libre exerce un role
majeur dans l'activation de la fibrinolyse alors que I'u-PA liée a son récepteur
est associée a la dégradation des constituants de la matrice extra-cellulaire,

permettant ainsi la migration cellulaire [51].

Ser Lys lle His Asp Asn Ser Leu
1 158 159 2Q4 Z§5 302 35*5 411
Y
NH2 | AP 1 [ ] COOH
T
22 kDa 32 kDa

L4

: acides aminés participant au site actif
Y : site d'attachement des glucides

Figure 11. Structure de 1'u-PA. (Source: Fibrinolyse et thrombolyse, ]-P.
Caen, G. Tobolem et C. Soria, Masson, 1986)
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Selon les types cellulaires, la synthese de 1'u-PA est induite par diverses
molécules. A titre d'exemple, les cellules épithéliales sous l'action de la
thrombine [52], et les cellules endothéliales sous l'action du TNF (tumor
necrosis factor) et des interleukines 1 et 6 [53], augmenteront leur taux de

synthése d'urokinase.

L'activité fibrinolytique du sang provient d'une fraction plasmatique
mais également d'une fraction cellulaire. Ainsi, certaines cellules, dont les
neutrophiles, les monocytes et les macrophages, ont la capacité de dégrader la
fibrine soit par l'intermédiaire d'enzymes protéolytiques [54] (neutrophiles),
ou soit en internalisant le fibrinogéne et la fibrine par l'intermédiaire de
l'intégrine MAC-1 [57] (monocytes). De plus, les monocytes possedent des
récepteurs de 1'u-PA [50,51] et synthétisent I'u-PA [56], le PAI-1 et le PAI-2 [55].

Il existe deux types principaux d'inhibiteurs contrélant I'activation du
systéme fibrinolytique: les inhibiteurs des activateurs du plasminogene (PAI)
et les inhibiteurs de la plasmine (a2-antiplasmine). Ces inhibiteurs régissent
l'activation de la plasmine, prévenant ainsi une formation démesurée de
cette derniére, laquelle pourrait dégrader le fibrinogéne et compromettre ainsi
une coagulation normale et entrainer des hémorragies. Le PAI-1, synthétisé
par les cellules endothéliales, réagit aussi bien avec le t-PA que I'u-PA pour
former des complexes inactifs. Les inhibiteurs de la fibrinolyse ne sont pas
seulement présents dans le plasma mais également dans certaines cellules;
ainsi, les neutrophiles possédent un facteur, le "defensin”, inhibant la liaison

du t-PA a la fibrine [58].

Considérant les risques de thrombose associés a 'utilisation de I'EPO

exogeéne, plusieurs études effectuées chez des sujets sains et des sujets



hémodialysés recevant cette hormone ont voulu démontrer son effet sur la
synthese des molécules fibrinolytiques. En dépit de certains résultats
contradictoires, I'EPO semble affecter la fibrinolyse plasmatique. 1l est
intéressant de remarquer que, selon les études, les TDP plasmatiques
augmentent [35] ou ne varient pas [28,32] suite a une administration d'EPO.
Les molécules ne présentant a l'effort aucune variation de leur concentration
pourraient étre, éventuellement, utilisées comme sonde (Tableau 3} d'ou
I'intéret de présenter, parallelement a l'effet de I'EPO, les effets d'un exercice

aigu sur la concentration des enzymes fibrinolytiques.

Effet de I'EPO “ Effet de I'exercice aigu
e

Fibrinolyse plasmatique

Temps de lyse des | 30] | ?
euglobulines 1 133)

Aucune variation [28]
|

Plasmine/ Aucune variation [32,34] $ 141]

a2-antiplasmine
kit | 133] 1 140,41,42,43,44]

4 [30,31,38]
Aucune variation [34.43]

PAI | (3031,38] | 41,4243
1 [33,34] Aucune variation [40]
Aucune variation [29,39]
D-Dimer $ [35] 4 [40,44]

Aucune variation [28,32]

- % : accroissement - } :diminution

Tableau 3. Effet de I'érythropoiétine et de l'exercice physique intense sur la
concentration plasmatique des molécules fibrinolytiques. Les chiffres entre
parentheses réferent a la liste de références données a la section Bibliographie.
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1.5 Fibrinolyse rénale

La fibrinolyse, en plus d'assurer le maintien de la fluidité vasculaire,
assure une bonne fluidité dans toutes les structures du systéme urinaire,
principalement au niveau du néphron. Ce dernier, composé d'un glomérule
et d'un long tubule divisé en différents segments selon leurs fonctions, filtre
le sang au rythme d'un litre par minute, éliminant ainsi les déchets

métaboliques et autres molécules inutiles a I'organisme (Figure 12).

— Tubule
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Figure 12. a) Néphron. Représentation schématique des relations entre le
néphron et ses vaisseaux sanguins. (Source: Anatomie et physiologie, A.P.
Spence et E.B. Mason, Edition du renouveau pédagogique, 1983)
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Figure 12. b) Micrographie du glomérule. Microphotographic au microscope
électronique a balayage des vaisseaux sanguins attenant aux glomérules.
(Source: Anatomie et physiologie par A.P. Spence et E.B. Mason, Edition du
renouveau pédagogique, 1983)

La filtration glomérulaire découle de la structure particuliere des
capillaires glomérulaires, occasionnant une perméabilité importante et, par
conséquent, le passage de certains constituants sanguins dans l'urine. lLa
paroi des capillaires glomérulaires se compose d'une couche de cellules
endothéliales bordant l'intérieur du vaisseau sanguin, d'une lame basale et
d'une couche de cellules épithéliales exposées vers la capsule de Bowman
(Figure 13). Ces différentes structures présentent des ouvertures permettant le
passage des molécules en fonction de leurs tailles. les cellules endothéliales

possedent des pores d'une ouverture de 160 A, tandis que les cellules
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épithéliales présentent des orifices permettant le passage de molécules de
tailles inférieures & 70 A, ce qui correspond 2 un poids moléculaire d'environ
70 kDa. Les seules molécules pouvant étre filtrées normalement dans l'urine
sont donc celles ayant un poids moléculaire inférieur a 70 kDa, ce qui exclut,
bien entendu, les cellules sanguines ainsi que la majorité des protéines

plasmatiques.

Cellule endothéliale

1 Membrane basale

: ! Cellule épithéliale
]

Figure 13. Structure des capillaires glomérulaires. (Source: Traité de
physiologie médicale par Arthur C. Guyton, Doin éditeur-Paris, 1989)

Toutefois, la taille des molécules n'est pas le seul facteur influengant la
filtration glomérulaire: la charge et la concentration sont également
impliquées. Ainsi, une protéine d'un poids moléculaire de 70 kDa sera peu

filtrée dans des conditions normales, mais si la concentration plasmatique de



cette molécule augmente, son taux de filtration augmentera

proportionnellement.

La synthése des enzymes fibrinolytiques par les différentes cellules du
systéme urinaire assure le maintien de la fluidité en prévenant la formation
d'agrégats dans les structures fines du rein, assurant ainsi le bon
fonctionnement de cet organe. Les activateurs du plasminogéne, t-PA et u-
PA, ainsi qu'un inhibiteur, le PAI-1, sont synthétisés par les cellules
endothéliales et épithéliales des glomérules [59,60,61]. L'u-PA est également
synthétisée par les cellules tubulaires [59,60]. Le rapport élevé (24) de u-
PA/PAI-1 dans le glomérule entraine une condition profibrinolytique

défavorisant la formation de microthrombi [61].

La synthese des composantes du systeme fibrinolytique par les cellules
rénales est modifiée par certaines molécules. Ainsi, la thrombine [52], 1'IL-1,
ITL-6 et le TNF [53] augmentent le taux de synthese de 1'u-PA, alors que le
TGF #-1 augmente le taux de synthese du PAI-1 et diminue celui de 1'u-PA et
du t-PA [62].

1.6 ngthropo’:‘éﬁne et TDP urinaires

Les produits de dégradation du fibrinogéne et de la fibrine (TDP) ne
sont présents dans l'urine de sujets sains qu'en tres faibles quantités. En effet,
chez des sujets sains, l'intégrité de la fonction rénale limite d'une part la
filtration rénale des TDP plasmatiques, en raison de leur poids moléculaire
élevés et, d'autre part, la formation de TDP intra-glomérulaires en raison

d'une coagulation normale [63], de sorte que les TDP urinaires ne peuvent
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étre filtrés en grande quantité dans l'urine de sujets sains. Le dosage de ces
molécules est par conséquent de plus en plus utilisé pour 'évaluation des
atteintes glomérulaires dans certaines pathologies rénales. Ainsi, un taux de
TDP urinaires élevé peut indiquer soit une détérioration de la paroi des
capillaires glomérulaires (accompagnée d'un taux élevé de protéines
urinaires) ou un débalancement de I'hémostase rénale entrainant une
production intra-glomérulaire de TDP (accompagnée d'un taux normal de
protéines urinaires). D’autres conditions comme, par exemple, une
augmentation de la concentration plasmatique des TDP ou une augmentation
de la perméabilité glomérulaire, pourraient, éventuellement, entrainer un

taux élevé de TDP urinaires, sans toutefois indiquer une pathologie rénale.

En effet, la filtration rénale des molécules plasmatiques dépend en
partie de leurs tailles et en partie de leurs concentrations. A des
concentrations physiologiques, les TDP plamatiques ne sont filtrés qu'en
quantités infimes dans l'urine; toutefois, une augmentation de la
concentration plasmatique peut entrainer un taux de filtration plus élevé.
L'étude de Taylor et al. [35] ayant mis en évidence une augmentation des TDP
plasmatiques lors d'un traitement a I'EPO , il est possible que dans ces
conditions les TDP soient filtrés en quantité plus importante dans l'urine. La
filtration rénale, sensible également a la perméabilité des capillaires
glomérulaires, peut étre modifiée sous l'action de certaines molécules, dont
I'TL-1 et I'IGF-1, entrainant possiblement la filtration de molécules
plasmatiques. 11 est important de souligner que dans ces conditions le taux de
protéines urinaires serait également élevé. Certaines études [64,65 ] ont
souligné qu'un traitement a I'EPO n'affecte pas le taux de filtration

glomérulaire. Cependant, la fraction filtrée semble augmenter en raison de la



diminution du débit sanguin conséquente a I'augmentation de 'hématocrite

et de la viscosité [65].

Les TDP urinaires peuvent également provenir d'une production
intra-rénale suite a un déséquilibre des systemes de la coagulation et de la
fibrinolyse. Bien que certaines études soient contradictoires, il est possible que
la synthese intra-rénale des enzymes de la coagulation et/ou de la fibrinolyse
soit modifiée en présence d'EPO exogene, conduisant ainsi a une production
intra-rénale de TDP. L'action de I'EPO sur la synthese des enzymes
fibrinolytiques par les cellules rénales pourrait étre directe ou indirecte suite a

I'action de la thrombine [52 ], de I'IL-1, 1TL-6 ou encore du TNF [53].

L'augmentation des TDP urinaires observée en présence d'EPO exogéne
peut donc provenir soit d'une augmentation de la filtration rénale des TDP
plasmatiques suite a une surcharge plasmatique ou a une modification de la
filtration rénale, soit d'une production intra-rénale de TDP suite a un

déséquilibre des systemes de la coagulation et de la fibrinolyse.

1.7 Objectifs

Les TDP urinaires ont deux origines possibles: intra-rénale et/ou intra-
vasculaire. Dans le cadre de ce projet de maitrise, nous explorerons la
filtration rénale des TDP plasmatiques afin de déterminer si les TDP urinaires
retrouvés en présence d'EPO proviennent d'une filtration rénale des TDP
plasmatiques. Nous explorerons également la fibrinolyse rénale afin de

déterminer si I'EPO modifie 1'équilibre coagulation/fibrinolyse conduisant a
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une production intra-rénale de TDP et, par conséquent, a un taux élevé de

TDP urinaires.

La filtration rénale des TDP plasmatiques sera étudiée chez différents
groupes de sujets (humains et animaux) afin de vérifier I'effet:

1) d'une surcharge plasmatique en TDP (animaux sédentaires,

animaux entrainés et sujets humains sous traitement fibrinolytique)

2) d'une augmentation de la perméabilité glomérulaire (IGF-1)

(animaux sédentaires)

3) d'une augmentation dans la fraction filtrée sous traitement a 1'EPO

(animaux sédentaires et animaux entrainés)

La fibrinolyse rénale sera également étudiée chez différents groupes de
sujets afin de déterminer si l'administration d'EPO entraine un déséquilibre
dans les systemes de la coagulation et de la fibrinolyse, conduisant a la
formation de TDP intra-rénale. Cette étude sera effectuée chez un groupe
d'athletes de niveau international, un groupe d'athletes traité a I'EPO et chez

un groupe d'athletes a l'occasion d'un séjour en altitude.



CHAPITREII

MATERIELS ET METHODES

2.1 Etude de la filtration rénale

Pour étudier la filtration rénale des TDP plasmatiques nous avons
utilisé des rats Sprague-Dawley males, auxquels nous avons administré des
concentrations connues de TDP humains dans la circulation sanguine. Le
dosage des TDP dans l'urine aprés un temps de 90 minutes (temps nécessaire
a l'obtention d'au moins 700 yl d'urine) a permis de vérifier si les TDP
plasmatiques étaient filtrés dans 1'urine. Les rats ont été divisés en plusieurs

groupes afin d'étudier diverses conditions:

1) un groupe de rats sédentaires

2) un groupe de rats a l'exercice (nage de 90 minutes par jour, 5
jours/semaines, pendant 8 semaines)

3) un groupe de rats traités a I'EPO (injection d'un bolus de 1000 U/Kg
5 jours avant l'expérimentation)

4) un groupe de rats traités a 1'IGF-1

5) un groupe de rats traités a la streptokinase

Des sujets humains, sous traitement fibrinolytique a la suite d'un
infarctus, ont également été étudiés afin d'explorer la filtration rénale des
TDP plasmatiques. Le dosage des TDP urinaires, 1 heure 30 et 24 heures aprés

le début du traitement, a permis de vérifier les résultats obtenus chez le rat, le
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traitement fibrinolytique (administration de streptokinase) entrainant un

taux élevé de TDP plasmatiques.

2.1.1 Préparation des TDP

Les euglobulines, contenant le fibrinogéne, le plasminogéne ainsi que
les activateurs du plasminogeéne, furent utilisées afin de préparer les produits

de dégradation du fibrinogene et de la fibrine (TDP).

Le sang, prélevé sur acide citrique dextrose (Becton Dickinson, #4816),
fut centrifugé 2 minutes a 1000 g (Sero-fuge) afin de recueillir 1 ml de plasma.
Le plasma fut déposé dans 14 ml d'eau distillée froide (4°C) contenant 0,2 ml
d'une solution d'acide acétique glacial 2% v/v (Fisher Scientifique), incubé de
3 a 5 minutes a 4°C et centrifugé 3 minutes a 2000 rpm. Le surnageant fut
décanté et le culot d'euglobulines resuspendu dans 1 ml de tampon Véronal

d'Owren (Fibriquik, Organon Teknika).

Pour obtenir des TDP (FbDP), 10 ¢l de thrombine (1.112 U/ml) (Sigma,
# T-9000) furent ajoutés a 300 pl d'euglobulines et incubés pendant 15
minutes a 37°C. Lorsque le caillot de fibrine fut bien formé, nous ajoutdmes
20 pl de plasmine (0,5 mg/ml) (American Diagnostica inc., #421). Pour une

digestion complete du caillot de fibrine, celui-ci fut incubé toute la nuit a 37°C.

2.1.2 Dosage des produits de dégradation du fibrinogéne et de la fibrine

Le dosage des produits de dégradation du fibrinogeéne et de la fibrine fut

effectué par technique ELISA. Différentes trousses d'un méme fournisseur



{Organon Teknika) furent utilisées selon le type de produits de dégradation a
doser. Les trousses Fibrinostika TDP, Fibrinostika FbDP et Fibrinostika FgDP
furent utilisées pour doser respectivement les TDP, FbDP et FgDP. La

procédure décrite ci-dessous convient aux différentes trousses.

Solutions

Tampon phosphate: diluer 1/25 avec de I'eau distillée
Tampon dissoudre le comprimé de peroxyde d'urée dans 10 ml
peroxyde/substrat:  d'eau, déposer 1 ml de la solution de peroxyde d'urée

dans le flacon de tampon-substrat

Conjugué: Ajouter 6 ml de tampon phosphate
Standard 900: Ajouter 1,5 ml de tampon phosphate
Substrat TMB: Ajouter 0,5 ml de tampon peroxyde/substrat et 0,1 ml

de solution de TMB a 5 ml d'eau distillée

Les étalons furent préparés en effectuant une série de dilutions au 1/3
(1/3,1/9, 1/27, 1/81) d'un échantillon étalon 900 avec le tampon phosphate.
Un volume de 100 yL d'étalon, de témoin négatif (tampon phosphate) ou
d'échantillon fut déposé dans les barquettes Microelisa. Les barquettes furent
recouvertes d'un feuillet adhésif et incubées 15 minutes a 37°C. Apres la
période d'incubation chaque cupule fut lavée a 4 reprises avec le tampon
phosphate. Apres le dernier lavage, 100 uL de conjugué fut ajouté dans
chaque cupule. Les barquettes furent recouvertes d'un nouveau feuillet
adhésif et incubées 15 minutes a 37°C. Apres la période d'incubation chaque
cupule fut lavée a 4 reprises avec le tampon phosphate. Apres le dernier
lavage, 100 uL de substrat TMB fut ajouté dans chaque cupule. Les barquettes

furent incubées 10 minutes a 37°C sans étre recouvertes. La réaction fut
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arrétée en ajoutant 100 yL d'acide sulfurique 2N (Baker Analysed) et

I'absorbance de la solution lue a 450 nm.

2.1.3 Canulation

Les animaux furent anesthésiés (Somnotol, pentobarbital de sodium, 50
mg/kg, MTC Pharmaceuticals) avant de procéder a une laparotomie. La veine
iliaque commune fut dégagée afin d'y insérer un cathéter (polyethylene
tubing PE-50, Intramedic, Becton Dickinson) par lequel futent injectés 200 ul
d'héparine (Hepalean, héparine sodique, 1000 U/ml, Organon Teknika), ainsi
que 100 ul de la préparation de TDP. Des prélevements sanguins et urinaires

furent effectués 10 et 90 minutes aprés I'administration des TDP humains.

2.1.4 Perfusion

Calibration de la pompe de perfusion

La pompe & perfusion (Harvard apparatus 22) fut calibrée avec des
seringues de 5 ml pour permettre un débit de 2 ml/hre. Pour une période
d'expérimentation de 90 min, 4 mi de perfusat furent préparés et transférés
dans les seringues de 5 ml ayant servi a la calibration. Les seringues furent

ajustées sur la pompe a perfusion et reliées aux cathéters.

Perfusion d'IGF-I

Un bolus de 150 pg/Kg d'IGF-I (recombinant human insulin-like

growth factor-1, GroPrep Pty Ltd) fut injecté 10 minutes apres 1'administration



de la solution de TDP. Par la suite, un soluté contenant de I'IGF-I en quantité

assurant un taux de 8.3 ug/ Kg.min'] fut perfusé a un débit de 2 mi/hre.

Perfusion de streptokinase

Un bolus de 3125 U/Kg de streptokinase (Streptase, Hoechst) et de 62,5
U/Kg d'héparine fut inject¢é 10 minutes apres l'administration de la solution
de TDP. Par la suite, un soluté contenant de la streptokinase (1875 U/Kg.hre'1),
de I'héparine (12,5 U/Kg.hre'1) et de l'aspirine (2 mg/Kg) fut perfusé a un débit
de 2 ml/hre.

2.2 Ftude de la fibrinolyse rénale

L'effet de 'EPO endogene et exogeéne sur la fibrinolyse rénale, fut étudié
en mesurant les TDP, 1'u-PA, le t-PA et le PAI-1 urinaires chez des athletes de
niveau international, des athletes traités a I'EPO (5 injections de 150 U/kg au
jours 0, 2, 4, 7 et 10) et chez des athletes séjournant en altitude. De plus, la
mise au point d'un protocole de culture in vitro de cellules rénales permettra,

éventuellement, de vérifier les résultats obtenus chez ces sujets.

2.2.1 Dosage de l'urokinase

Le dosage de l'urokinase (u-PA) fut effectué par une méthode
analytique de type ELISA reconnaissant la pro-uPA, I'u-PA, le complexe u-
PA/inhibiteur ainsi que 1'u-PA liée a son récepteur (IMUBIND® uPA,

American Diagnostica inc., #894).
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Solutions

Etalons: reconstituer les étalons avec 1 ml d'eau distillée
sauf 1'étalon 0 qui est reconstitué avec 2 ml d'eau
distillée

Anticorps de détection: ajouter 5 ml d'eau distillée

Tampon de dilution  Ajouter 55 ml d'eau distillée au flacon de diluant

pour le conjugué : du conjugué

Tampon de lavage: Dissoudre le contenu d'un sachet de PBS dans 900
ml d'eau distillée, ajouter 4 ml d'une solution 25%
de Triton X-100, compléter a 1 litre

Tampon de dilution  Dissoudre 1 g de BSA dans 100 ml de tampon de

pour les échantillons: lavage

Un volume de 100 pL de tampon phosphate (blanc), d'étalons ou
d'échantillons fut déposé dans les barquettes. Les barquettes furent
recouvertes et incubées toute la nuit a 4°C dans une chambre humide. Les
échatillons d'urine furent dilués 1/50 et 1/100 dans le tampon de dilution.
Apres la période d'incubation, chaque cupule fut lavée 4 fois avec le tampon
de lavage. Apres le dernier lavage, 100 uL d'anticorps de détection fut ajouté a
chaque cupule. Les barquettes furent recouvertes et incubées 1 heure a la
température ambiante. Apres la période d'incubation, chaque cupule fut
lavée 4 fois avec le tampon de lavage. Apres le dernier lavage, 100 yL de
conjugué dilué (10 uL de conjugué dans 11 ml de tampon de dilution pour le

conjugué) fut ajouté. Les barquettes furent recouvertes et incubées 1 heure a



la température ambiante. Apres la période d'incubation, chaque cupule fut
lavée 4 fois avec le tampon de lavage. Apres le dernier lavage, 100 uL de
substrat furent ajoutés. Les barquettes furent recouvertes et incubées 20
minutes a la température ambiante. La réaction fut arrétée en ajoutant 50 uL

d'acide sulfurique 1N (Baker) et l'absorbance de la solution lue a 450 nm.

2.2.2 Dosage du t-PA

Le dosage du t-PA a été effectué par une méthode ELISA reconnaissant
le t-PA libre. Les complexes t-PA/inhibiteurs n'étant pas reconnus, cette
trousse mesure uniquement le t-PA actif (IMUBIND® free tPA, American
Diagnostika inc., #161).

Solution

Conjugué: Ajouter 0,4 ml de chromogéne a 10 ml de tampon-

substrat

Un volume de 20 pl de conjugué fut déposé dans chaque cupule, ainsi
que 100 pl d'étalons ou d'échantillons. Les barquettes furent agitées
doucement et incubées 60 minutes a la température ambiante. Aprés la
période d'incubation, chaque cupule fut lavée 4 fois avec de l'eau distillée.
Un volume de 100 pl de substrat fut déposé dans chaque cupule, les barquettes
recouvertes et incubées 10 minutes a la température ambiante. La réaction fut
arrétée en ajoutant 100 ul d'acide sulfurique IN. Apres une période d'attente

de 5 minutes, la lecture de 'absorbance de la solution fut effectuée a 450 nm.
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2.2.3 Dosage du PAI-1

Le dosage du PAI-1 a été effectué par une méthode ELISA reconnaissant
le PAI-1 libre ainsi que les complexes t-PA/PAI-1 et u-PA/PAI-1 (IMUBIND®
Plasma PAI-1, American Diagnostika inc., #822-15).

Solutions

Ftalon: reconstituer avec 0,5 ml d'eau distillée les étalons "40" et
"o

Courbe d'étalonnage: effectuer les dilutions suivantes:

Etalon"40" | Etalon "0" || PAI-1
(ul) (ul) (ng/ml)
0 0
25 10
50 20
100 40

Tampon PET: dissoudre le contenu du sachet dans 1L d'eau distillée

Conjugué: reconstituer avec 7 ml de tampon PET

Substrat: dissoudre le comprimé dans 3 ml d'eau distillée; apres
dissolution compléte du comprimé, ajouter 21 ml d'eau
pour un volume final de 24 ml

Substrat/ Ajouter 10 pl de peroxyde d’hydrogene 30% a 24 ml de

peroxyde: substrat



Les barquettes furent lavées une fois avec du tampon PET. Un volume
de 50 ul de tampon PET fut déposé dans chaque cupule ainsi que 20 ul de
tampon PET (blanc), d'étalons ou d'échantillons. Les barquettes furent
incubées 60 minutes a température ambiante avec agitation constante. Par la
suite, un volume de 50 ul de conjugué fut ajouté (ne pas vider les cupules).
Les barquettes furent incubées 60 minutes a température ambiante avec
agitation constante. Chaque cupule fut lavée 4 fois avec le tampon PET et
apres le dernier lavage, 200 ul de substrat/peroxyde fut déposé dans chaque
cupule. Les barquettes furent incubées 12 minutes a température ambiante
avec agitation constante. La réaction fut arrétée en ajoutant 50 ul d'acide

sulfurique 9N (Baker) et I'absorbance de la solution lue a 492 nm.

2.2.4 Culture de cellules épithéliales glomérulaires

La mise au point d'une technique d'isolation des cellules épithéliales
glomérulaires, cellules synthétisant les enzymes fibrinolytiques, et leur
culture en présence ou non d'EPO, permettra, éventuellement, d'étudier

l'effet de cette hormone sur la synthése des enzymes fibrinolytiques.

Les principales solutions nécessaires a la culture cellulaire furent

préparées ainsi:
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Solutions

Antibiotiques:

HEPES 1M:

Milieu de
culture:
RPMI 2X

incomplet:

RPMI 1X
incomplet:
RPMI 1X

complet:

Bleu de Trypan:

Préparer une solution de PBS 1X pH 7,4 contenant 5
mg/ml de streptomycine et 3 mg/ml de pénicilline pour
obtenir une concentration finale dans le RPMI 1X de 38
U/ml et 50 U/ml respectivement. Filtrer sur un filtre
millipore 0,22 ym afin de stériliser. Conserver a 4°C.
Dissoudre dans du PBS pH 7.4 et filtrer sur un filtre
millipore 0,22 ym. Conserver a 4°C.

RPMI 1640 sans bicarbonate de sodium avec l-glutamine
(Sigma, #R6504)

Dissoudre le contenu d'un sachet dans 300 ml d'eau
distillée, ajouter 2,2 g de NaHCO3, agiter 30 minutes.
Ajouter graduellement 4,2 ml de HCl 1M, agiter 30
minutes. Stériliser sur filtre millipore 0,22 um. Ajouter
20 ml d'HEPES 1M stérile pour une concentration finale
de 20 mM dans le RPMI 1X. Ajouter 20 ml d'antibiotiques
stériles, compléter a 500 ml avec de l'eau distillée stérile.
Conserver a 4°C.

Diluer 1/2 le RPMI 2X incomplet avec de I'eau distillée
stérile. Conserver a 4°C.

Diluer 1/2 le RPMI 2X incomplet avec de l'eau distillée
stérile et du sérum de veau foetal (concentration finale de
20%). Conserver a 4°C.

Dissoudre 0,4% de bleu de trypan dans du PBS a pH 7.4

stérile. Conserver a température ambiante.



Collagénase: Préparer une solution de 750 U/ml dans du RPMI 1X

incomplet.

Solution Dissoudre 0,12 g de trypsine et 0,025 g d'EDTA dans 100 ml
trypsine-EDTA: de PBS pH 7.4, filtrer sur filtre millipore 0,22 pym.

Conserver a 4°C.

Méthode:
Isolation des cellules épithéliales glomérulaires

Le rein fut décapsulé et le cortex séparé de la médulla. Le cortex fut
rincé 3 fois avec du RPMI incomplet, coupé en petits fragments et pressé, a
l'aide d'une spatule, sur un filtre en nylon de 210 ym (Small parts, #CMN-
210). Les tissus retenus sur le filtre furent rincés abondamment afin de
recueillir le maximum de glomérules. La suspension fut filtrée
successivement sur 100 ym et 45 ym, les glomérules étant retenus sur le filtre
de 45 pym (Small parts, #CMN-100, CMN-45) (Figure 14). Les glomérules
recueillis furent resuspendus dans 2 ml de solution de collagénase 750 U/ml,
agités et incubés environ 30 minutes a 37°C, 5% COp. Apres la période
d'incubation, 2 ml de RPMI 1X complet furent ajoutés a la suspension de
glomérules afin d'inhiber la collagénase. Finalement, la suspension de
glomérules fut filtrée sur 25 pym (Small parts, #CMN-25) afin de retenir les
glomérules non-digérés, le filtrat contenant les cellules épithéliales

glomérulaires.
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Figure 14. Purification des cellules épithéliales glomérulaires

Les cellules épithéliales glomérulaires furent déposées dans des pétris stériles
de 35 mm enduits de fibronectine (Sigma, #F-5022) & un compte de 10°
cellules/ml et incubées a 37°C, 5% COp jusqu'a confluence (le maximum de
croissance étant observé au 6i®Me jour). Le milieu de culture fut changé a tous

les 3 jours.

Les cellules épithéliales fixées au pétri sont petites, polyédriques et
jointives. Lorsque les cellules eurent atteint la confluence, elles furent
détachées du pétri et réparties dans plusieurs pétris afin de permettre aux

cellules de croitre puisque la confluence inhibe la croissance des cellules.
Passage des cellules

Lorsque les cellules eurent atteint la confluence, le milieu de culture

fut jeté. Le pétri fut rincé successivement avec du PBS stérile et de la solution
trypsine-EDTA. Le pétri fut ensuite incubé 5 minutes a 37°C, 5% COp. Les

cellules furent détachées et resuspendues dans 2 ml de RPMI 1X complet. Le



compte de cellules ajusté a 105 cellules/ml fut réparti en plusieurs pétris (1,5
ml / pétri) afin de poursuivre la culture.

Effet de I'EPO sur l'activité fibrinolytique des cellules épithéliales

glomérulaires

Au 3i¢me pagsage, les cellules furent resuspendues dans une plaque de
12 puits (1 ml/puit) et incubées jusqu'a confluence. Les cellules adhérentes
furent lavées 3 fois avec du RPMI 1X complet et incubées 24 heures a 37°C, 5%
CO7 avec I'EPO ou le véhicule dans 1 ml de RPMI 1X complet. Apres la
période d'incubation, le surnageant fut recueilli et les enzymes fibrinolytiques

dosées.
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CHAPITRE Il
RESULTATS

La présentation des résultats se divise en trois volets, soit l'analyse des
TDP urinaires, I'analyse de la filtration rénale et I'analyse de la fibrinolyse
rénale. Le premier volet indique les valeurs des TDP urinaires chez des
athletes de niveau international, permettant ainsi de déterminer la norme a
I'effort et de mettre en relief certaines valeurs anormales. Le deuxiéme volet
permet de déterminer une possible provenance plasmatique des TDP
urinaires, alors que le troisitme volet explore la fibrinolyse rénale comme

mécanisme de formation des TDP urinaires en présence d’EPO.

3.1 Etude des TDP urinaires

Nous avons mesuré les TDP urinaires chez des athletes de niveau
international provenant de diverse disciplines d'endurance telles le
marathon, le squash, l'athlétisme et le cross-country. Ces analyses ont
permis, dans un premier temps, d'établir des valeurs de référence pour les
TDP wurinaires chez des sujets apres effort, et ce pour chaque discipline (Figure
15; colonnes hachurées). Ces analyses ont également permis d'identifier 14
athletes présentant des valeurs de TDP urinaires anormales (Figure 15;
colonnes claires). Un prélevement urinaire hors compétition chez ces mémes
sujets démontre un retour a la norme pour les valeurs de TDP urinaires

(Figure 15; colonnes noircies) [67].
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Afin de s'assurer que cette variation n'était pas dG a une déficience de
la fonction rénale, ces résultats ont été présentés en valeurs corrigées, les
parametres de correction étant les protéines urinaires, la créatinine urinaire
ainsi que la densité de l'urine. Le profil est comparable que les valeurs de

TDP urinaires soient corrigées ou non.
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Figure 15. TDP urinaires chez des athletes de niveau international et chez
des sujets séjournant en altitude. Les chiffres inscrit sous les colonnes
hachurées indiquent le nombre d'athletes non-suspect utilisé pour établir la
norme. Les lettres f et m quant a elles indiquent le sexe (f=femelle, m=male)
des athletes suspectés d'abus d'EPO représentés individuellement par les
colonnes claires.




Nous avons également mesuré les TDP urinaires chez des athletes
suite & un entrainement en moyenne (2200 m) et haute altitude (4300 m). Les
résultats obtenus dans cette étude, indiquent qu'un entrainement a ces

altitudes n'entraine aucune variation des TDP urinaires (Figure 15).

3.2 Etude de la filtration rénale

Une étude effectuée chez le rat, telle que décrite a la section 2.1, a
permis dans un premier temps de déterminer si les TDP plasmatiques
traversent la paroi des capillaires glomérulaires pour se retrouver dans
I'urine. L'administration de TDP humains dans la circulation sanguine de
rats, et la recherche de ces TDP dans l'urine aprés un délai de 90 minutes, a
permis d'étudier la filtration rénale des TDP plasmatiques. Les tableaux 4 a 8
présentent les concentrations des TDP plasmatiques administrées au temps 0
(valeurs initiales) ainsi que les concentrations de TDP plasmatiques et
urinaires 90 minutes aprés l'administration des TDP humains. Puisque
l'anticorps utilisé pour mesurer les TDP ne reconnait que l'antigéne d'origine
humaine, nous n'avons pas inclu les valeurs des TDP urinaires initiales dans
les différents tableaux, celles-ci étant toujours nulles. Dans chacun des
tableaux, on observe une chute significative (p < 0,001) des TDP plasmatiques
aprés une période de 90 minutes, alors qu'aucune variation significative n'est
observée dans les TDP urinaires.

Les résultats présentés dans le tableau 4 indiquent qu'en dépit d'une
surcharge importante en TDP plasmatiques ( 1186 + 308 ng/ml), ceux-ci ne

sont filtrés qu'en quantité infime dans l'urine de 2 des 5 rats sédentaires.
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Rats H Concentration de TDP (ng/ml)
sédentaires PLASMA

90 minutes

URINE

90 minutes

Initiale

Lﬂnhwt\)n—-l

0,0

Moyenne | 1186 % 308 682251 | .

Tableau 4. Concentration des TDP humains dans le plasma et I'urine
de rats sédentaires.

Les résultats présentés dans les tableaux 5 et 6, indiquent des valeurs
indétectables de TDP urinaires chez des rats ayant subi un exercice physique
intense (Tableau 5) ou traités a 1'EPO (1000 U/kg) (Tableau 6), et ce malgré la

surcharge plasmatique en TDP.

Rats " Concentration de TDP (ng/ml)
entrainés PLASMA URINE
Initiale 90 minutes 90 minutes

1 787,9 497,5 | 0,0
2 333,6 197,0 | 0,0
MOY || 56084+321.2 347,3 + 212,5 :

Tableau 5. Concentration de TDP humains dans le plasma et 1'urine
de rats entrainés.




Rats Concentration de TDP (ng/ml)
EPO PLASMA URINE
| Initiale 90 minutes " 90 minutes
1 [ 143864 1370,0
17364,8 2234,4 0,0
L ] 14541,2 1221,4 0,0
MOY 15430,8 + 1678 1608,6 + 547 -

Tableau 6. Concentration des TDP humains dans le plasma et l'urine
de rats traités a I'EPO 1000 U/kg.

Une modification de la perméabilité des capillaires glomérulaires
entraine possiblement une modification de la filtration rénale et, par
conséquent, de la taille des protéines plasmatiques pouvant étre filtrées dans
l'urine. Nous avons donc administré & des rats sédentaires de 1'IGF-I,
hormone reconnue pour entrainer une hyperfiltration tant chez le rat que
chez I'humain [67]. Les résultats du tableau 7 indiquent que malgré la
surcharge plasmatique de 7676+ 916 ng/ml I'IGF-1 n'entraine aucune

augmentation dans la filtration rénale des TDP.
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Rats Concentration de TDP (ng/ml)
IGE-1 PLASMA B URINE

| Initiale 90 minutes 45 minutes 90 minutes
1 ’ 7300,0 1672,9 0,0 0,0

2 | 87200 1251,9 0,0 0,5
3 7008,0 860,7 “ 0,0 0,0
Y 7676 + 916

MO 1262 + 406 " - -

Tableau 7. Concentration des TDP humains dans le plasma et I'urine
de rats sédentaires traités a I'TGF-1.

L'ensemble des résultats obtenus chez le rat semble indiquer que les
TDP plasmatiques, méme en trés grande quantité (20 fois supérieur a la valeur
maximale) ne sont pas filtrés dans l'urine. Toutefois, avant d'extrapoler ces
résultats aux humains, certaines vérifications s'imposent. L'utilisation de
sujets humains sous traitement fibrinolytique, traitement entrainant une
production importante de TDP plasmatiques, se compare au modele décrit
précédemment. La mesure des TDP plasmatiques 60 et 120 minutes apres le
début du traitement, tout comme celle des TDP urinaires 90 minutes et 24
heures apres le traitement, ont permis de déterminer si, chez I'humain, les
TDP plasmatiques sont filtrés dans l'urine. Une étude préliminaire effectuée
chez 3 sujets démontre la présence d'une concentration importante de TDP
urinaires 90 minutes aprés le début du traitement fibrinolytique pour chacun
des sujets (Tableau 8), ceux-ci étant composés majoritairement de FgDP

(Tableau 9).



Sujets Concentration des TDP (ng/ml)
humains PLASMA URINE
[ 1 hre 2 hres 1 hre 30 24 hres
1 335 580 263 000 180,8 0,6
2 - 258 890 2553,5 2,1
3 222 860 - 24,1 -
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- absence de prélevement

Tableau 8. Concentration des TDP dans le plasma et I'urine de sujets
humains sous traitement fibrinolytique.

Sujets || Concentration urinaire au temps 1 hre 30 (ng/ml)
humains TDP FbDP " FgDP
1 180,8 | 13,0 II 156
2 2553,5 117,6 5436
3 24,09 12,4 Il 233
Tableau 9. Concentration en TDP, FbDP et FgDP dans les urines de

sujets humains 1 hre 30 apres le début du traitement
fibrinolytique.

Considérant la différence entre les résultats obtenus chez les sujets
humains et chez le rat, nous avons reproduit chez des rats le traitement
fibrinolytique appliqué chez 'humain (traitement a la streptokinase) afin de
déterminer si ce traitement modifie soit la filtration rénale ou encore la taille
des TDP plasmatiques formés, entrainant ainsi la filtration des TDP dans

['urine.
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Rats Concentration en produits de dégradation (ng/ml)
streptokinase PLASMA URINE 90 minutes
TDP TDP TDP FbDP FgDP
initiale 90 minutes
301,1 34,4 0,0 - -
- 90,1 0,0 - -
536,1 60,0 3,6 - -
1173,7 98,7 20,4 7.7 25,6
294,4 52,5 0,0 - -
259,7 32,3 0,6 - -
324,8 47,1 0,0 - -
856,1 152,6 3,2 1,1 2,4
MOY 5493 + 59,3 + 26,0 - - -
340,7

Tableau 10. Concentration en TDP, FbDP et FgDP humains chez des rats
sous traitement fibrinolytique.

Les résultats présentés au tableau 10 démontrent que peu de TDP se
retrouvent dans l'urine de rats traités a la streptokinase et, lorsque ceux-ci

sont présent, ils sont composés principalement de FgDP.

3.3 Etude de la fibrinolyse rénale

Afin d'étudier la fibrinolyse rénale, nous avons mesuré le t-PA, 1'u-PA
et le PAI-1 urinaire chez différents sujets. Suite & certains problemes
techniques dans le dosage du PAI-1 et du t-PA, nous avons utilisé
principalement I'u-PA comme indicateur de la fibrinolyse rénale. Le t-PA
urinaire s'est avéré des plus instables, alors que le PAI-1 ne peut étre mesuré
dans l'urine en raison de diverses interférences incontournables. L'u-PA

urinaire, quant a elle, est d'une grande stabilité commme le démontre une



étude effectuée sur des urines conservées a 4, 22 et 37°C pendant 6 jours

(Figures 16, 17, 18).
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Figure 16. Stabilité de 1'u-PA urinaire lors d'une conservation a 4°C.
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Figure 17. Stabilité de I'u-PA urinaire lors d'une conservation a 22°C.
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Figure 18. Stabilité de I'u-PA urinaire lors d'une conservation a 37°C.

L'étude de la fibrinolyse rénale chez des athletes de niveau
international nous a permis, dans un premier temps de déterminer la norme
chez ce type de sujets (Tableau 11) pour les valeurs de TDP et d'u-PA
urinaires. Cette étude nous a également permis de mettre en évidence 5
athletes suspectés d'abus d'EPO en raison des valeurs de TDP urinaires

anormalement élevées (Tableau 12).



Sujetﬂr TDP u-PA
(ng/ml) (ng/ml)

1 6,0 1,0
2 7,8 ?
3 3,1 15,1
3 27 3,7
5 3,1 5,9
6 | 3,8 11,7
7 3,8 0,4
8 3,4 1,5
9 3,4 3,0
10 1,1 1,0
11 0,0 12,3
12 J{ 5,9 7,2
13 43 1,2
14 2,5 2,6
15 3,3 15,7
16 4,6 2,0
17 7.2 0,0
18 11,4 6,8
19 IF 27 11,1
20 3,9 13,1
21 3,5 3,8
22 3,3 8,7
23 15 72

MOY H 40+24 6,1+5,0

Tableau 11. Concentration urinaire de TDP et d'u-PA chez des athlétes
de niveau international en compétition.

L'analyse de I'u-PA dans l'urine d’athletes suspectés d'abus d'EPO
démontre des valeurs significativement élevées (p=0,0077) pendant la
compétition (22,8 + 10,1 ng/ml) par rapport 2 la norme (6,1 + 5,0 ng/ml)
(Tableau 12), alors qu'un dosage hors-compétition des TDP et de 1'u-PA
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urinaires de ces mémes athletes indique un retour a la norme (5,1+ 3,1 ng/ml

et 4,9 + 4,6 ng/mil).

Athlétes TDP (ng/ml) u-PA (ng/ml)
suspects || compétition hors compétition hors
compétition compétition
1 [ 91 3,7 30,0 42
2 | 488 1,3 31,5 2,8
3 60,7 5,6 ? 1,8
4 79,6 5,1 9,9 2,6
5 1733 9,7 L 199 12,9
MOY | 917:491 51:31 | 228:104 49146

Tableau 12. Concentration de TDP et d'u-PA urinaires chez des athletes
suspectés d'abus d'EPO mesurés en compétion et hors
compétition.

Suite a ces résultats, nous avons mesuré les TDP et I'u-PA urinaires chez des
sujets humains ayant regu 5 injections d'EPO (150 U/kg au jours 0, 2, 4, 7 et
10). Les résultats semblent indiquer que I'EPO n'entraine aucune variation
significative de la synthese d'u-PA par rapport au groupe témoin (Figure 19).
Toutefois il est important de noter que I'hématocrite et les TDP urinaires chez
ces mémes sujets n'augmentent pas de fagon significative suite au traitement

a I'EPO (Figure 20).
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Figure 19. Variation de 1'u-PA urinaire chez un groupe de sujets
témoins et un groupe de sujets traités a I'EPO.
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Figure 20. Hématocrite et TDP urinaires chez des sujets témoins et chez des

sujets traités a I'EPO.
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Nous avons étudié, dans un deuxiéme temps, I'effet de 'EPO endogene sur la
synthése d'u-PA rénale. Le dosage de cette enzyme fibrinolytique dans l'urine
de sujets avant et aprés un séjour a haute altitude a révélé l'effet d'une
augmentation d'EPO endogene sur la synthese de 1'u-PA. Les résultats
obtenus indiquent, chez ces sujets, une chute significative (p=0,0095) de 1'u-
PA urinaire, suite a un séjour en haute altitude, alors que les TDP urinaires

ne varient pas (Tableau 13).

Sujets " TDP (ng/ml) u-PA (ng/ml)
Normoxie| Hypoxie |[Normoxie| Hypoxie

1 0,0 4,0 83 51

2 3,6 4,6 42,2 16,3

2 2,9 2,8 20,5 6,9

4 7,8 17,2 “ 27,6 3,9

5 0,0 2,9 31,8 14,4

6 4,0 2,6 30,0 03

7 2,6 0,0 61,4 3,1
MOY || 30£2,7 | 4956 I 31,7 £+16,8 l *71+6,0

Tableau 13. Concentration urinaires des TDP et de 1'u-PA chez des
sujets avant (normoxie) et aprés (hypoxie) un séjour & une
altitude de 4300 m.

Cette méme mesure, réalisée chez des sujets lors du séjour a 2200 metres, ne
révele aucune différence significative entre les jours 1 et les jours 3 et 4

(Tableau 14) en hypoxie pour 1'u-PA urinaire.



Sujets “ Concentration d'u-PA urinaire (ng/ml)
_Jour1 Jour 3 Jour 4 |
1 | 18,8 25,3 -
2 I 7,9 31,6 5,0
3 i 16,9 2,8 21,7
4 0,9 23,7 11,3
5 ‘ 25,6 23,2 163 |
MOY I 14,0£9,7 21,3+10,9 136171 -

Tableau 14. Concentration de I'u-PA urinaire chez des sujets lors d'un
séjour a une altitude de 2200 métres.

En raison de divers problemes techniques, 1'analyse de la fibrinolyse
rénale en culture cellulaire n'a pu étre mené a terme. Les principaux
problemes rencontrés étant la contamination bactérienne, l'isolation d'une
quantité insuffisante de glomérules, ainsi qu'un faible détachement des

cellules épithéliales glomérulaires lors de lI'incubation a la collagénase.
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CHAPITREIV

DISCUSSION ET CONCLUSION

4.1 Discussion

Le dopage a I'EPO, d'une grande popularité chez les athletes
d'endurance, est pratiquement indétectable jusqu'a maintenant, en raison des
caractéristiques particulieres de cette hormone. Considérant le temps de
demi-vie court (5 heures) et les effets cliniques tardifs (3-4 jours), la mesure de
I'EPO ne peut étre utilisée pour dépister ce type de dopage. De plus, la mesure
de I'hématocrite ou du taux de réticulocytes ne peut étre utilisée pour ces
mémes fins puisque ces deux parametres varient tant sous l'influence d'une
augmentation d'EPO endogéne (entrainement en altitude) que sous l'effet

d'une administration d'EPO .

Les travaux de notre équipe se sont donc orientés vers la recherche de
marqueurs secondaires du dopage hormonal, au niveau urinaire, seul liquide
biologique encore autorisé par le CIO. Puisque 'EPO en augmentant
I'hématocrite peut affecter la viscosité sanguine [28] et, par conséquent, les
systémes de la coagulation et de la fibrinolyse, notre équipe a analysé les
principales molécules de ces deux systémes en présence d' EPO exogéne. Ces
travaux, effectués chez des lapins [26] et des sujets hémodialysés [27] recevant
de I'EPO, ont mis en évidence une augmentation des TDP urinaires (FbDP
principalement) en présence de cette hormone. Cette augmentation des TDP
urinaires en présence d'EPO exogéne semble décelable sur une période

d’'environ 20 jours, du moins chez l'animal [26]. De plus, la mesure de ces
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produits de dégradation chez des sujets avant et apres un effort, révele une
grande stabilité des TDP urinaires suite a un exercice physique intense [66], ce
qui est d'une importance considérable dans I'établissement d'une sonde
puisque les prélevements urinaires effectués lors de compétition
d'importance sont toujours effectués aprés une compétition. Considérant les
caractéristiques des TDP urinaires, la mesure de ces produits de dégradation
pourrait éventuellement servir au dépistage d'utilisateurs illicites d'EPO.
Pour espérer jouer ce nouveau réle, ce marqueur ne doit cependant pas

varier, ni a l'effort, ni lors d'un séjour en altitude.

Il est admis que certains athletes d'endurance de niveau international
ont recours au dopage a I'EPO pour améliorer leur performance physique. Par
conséquent, la mesure des TDP urinaires chez ces athletes devrait mettre en
évidence un certain nombre d'athlétes ayant des valeurs anormales. Les
résultats présentés a la section 3.1 identifient effectivement 14 athlétes
d'endurance présentant des valeurs anormalement élevées de TDP urinaires
au moment de compétitions d'importance. De plus, lors d'un prélevement
non-annoncé (hors-compétition), les valeurs de TDP urinaires de ces mémes
athletes indiquent un retour a la normale. Certaines pathologies rénales étant
caractérisées par un taux élevé de TDP urinaires, la fonction rénale de ces
sujets devait nécessairement étre vérifiée. Nous avons donc présenté les
valeurs de TDP urinaires en valeurs normalisées, les parameétres de correction
étant la densité urinaire, ainsi que les taux de protéines et de créatinine
urinaires. Les valeurs de TDP normalisées présentent le méme profil que les
valeurs brutes, confirmant l'intégrité de la fonction rénales chez ces sujets.
Plus particuliérement, le taux de protéines urinaires conforme a la norme

met en évidence l'intégrité de la paroi des capillaires glomérulaires. Les



valeurs de TDP urinaires €élevées ciblent ces athletes comme de possibles

utilisateurs d'EPO, toutes pathologies exclues.

L'entrainement en altitude étant pratique courante chez les athletes car
conduisant a une production accrue d'EPO endogeéne, nous avons étudié les
TDP urinaires chez des sujets lors d'un séjour a 2200m et 4300 m. En effet,
une variation des TDP urinaires suite a une augmentation d'EPO endogéne
invaliderait ce parametre comme sonde pour le dépistage du dopage a I'EPO.
Les résultats obtenus chez des athletes s'entrainant a 2200 et 4300 metres,
indiquent que les TDP urinaires ne subissent aucune variation a ces altitudes.
La mesure des TDP urinaires permettrait donc de différencier un dopage a
I'EPO d'une augmentation d'EPO endogeéne et, éventuellement, pourrait étre
utilisée pour le dépistage du dopage a 'EPO. A premiere vue, il peut paraitre
surprenant que 'EPO endogéne et exogéne n'aient pas le méme effet sur les
TDP urinaires. Toutefois, il faut considérer que dans un cas de dopage,
I'athlete utilise des doses massives d'EPO comparativement aux faibles
augmentations d'EPO endogéne suite a un entrainement en altitude, ce qui
peut expliquer I'absence de variations des TDP urinaires dans cette derniere

situation.

Suite a la mise en évidence d'un lien entre EPO exogene et TDP
urinaires, ce projet de recherche, examine diverses hypotheses pouvant
expliquer l'augmentation des TDP urinaires chez des sujets traités a 'EPO .
Deux hypothéses principales ont été vérifiées, soit une modification de la

filtration rénale et une modification de la fibrinolyse intra-rénale.

Le poids moléculaire des TDP étant de 50 kDa et plus, il est peu probable

que les TDP plasmatiques traversent la paroi des capillaires glomérulaires
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pour se retrouver dans l'urine. En effet, la structure des capillaires
glomérulaires ne permet le passage sans restriction qu'a des molécules ayant
un poids moléculaire inférieur a 70 kDa. Les molécules dont le poids
moléculaire est supérieur a ce seuil peuvent tout de méme étre filtrées dans
I'urine, mais en quantité infime. Par exemple, 0,005% des molécules
plasmatiques ayant un poids moléculaire de 70 kDa seront filtrées dans
l'urine. Ainsi, chez des sujets sains, les TDP plasmatiques ne sont filtrés

qu'en quantité infime [65].

Dans un cas de dopage a 1'EPO, les TDP mesurés dans l'urine sont
essentiellement des FbDP (195 a 440 kDa). Ces produits de dégradation, a
moins d'une modification de la filtration rénale, ne devraient pas étre de
provenance plasmatique. Toutefois, lors d'une surcharge plasmatique, ceux-
ci pourraient éventuellement étre filtrés puisque la filtration rénale dépend
non seulement de la taille des molécules, mais également de leur
concentration. Suite a une administration d'EPO , les TDP plasmatiques
augmentent [35] ou ne varient pas [28,32]. Si, effectivement, une
augmentation des TDP plasmatiques survient, il est alors possible que ceux-ci

soient filtrés dans l'urine.

L'étude de la filtration rénale des TDP plasmatiques, dont les résultats
sont présentés a la section 3.2, confirme que chez des rats sains et sédentaires
les TDP plasmatiques ne sont pas filtrés dans l'urine en présence de
surcharges plasmatiques importantes. L'effort physique intense entrainant
plusieurs changements physiologiques dont, entre autres, une modification
du flux sanguin atteignant les reins, il est possible que la filtration rénale des
TDP plasmatiques soit modifiée. Cependant, comme le démontre les résultats

obtenus chez des rats entrainés (Tableau 5), l'effort physique intense



n'entraine aucune modification dans la filtration des TDP urinaires. Ces
résultats correspondent a 1'étude effectuéechez les sujets humains ol les TDP
urinaires mesurés avant et aprés un exercice ne varient pas de fagon
significative [66]. Donc, I'augmentation des TDP plasmatiques observée chez
certains sujets en présence d'EPO exogéne ne semblent pas conduire a une
filtration rénale plus importante des TDP plasmatiques et, par conséquent, a

un taux plus élevé des TDP urinaires.

Une autre explication possible quant a l'origine des TDP urinaires en
présence d'EPO exogene résiderait dans la modification de la filtration rénale,
certaines études [64,65] ayant démontré que 1'EPO entraine une augmentation
de la fraction filtrée [65]. En effet, en raison de changements rhéologiques
provoqués par l'augmentation de I'hématocrite et de la viscosité sanguine, le
débit sanguin atteignant les capillaires glomérulaires diminu, conduisant a
une augmentation de la fraction filtrée, celle-ci contenant possiblement les
TDP. Les résultats d'une expérimentation chez des rats traités a I'EPO
(Tableau 6) indiquent que cette hormone n'entraine aucune modification de
la filtration rénale du moins en ce qui concerne les TDP. Suite & ces résultats,
nous avons finalement vérifié si une augmentation de la perméabilité des
capillaires glomérulaires entrafne une filtration rénale des TDP plasmatiques.
En effet, 'EPO pourrait entrainer une augmentation des TDP urinaires par ce
mécanisme puisque cette hormone stimule la synthese d'IL-1. LIL-1 est une
cytokine entrainant une augmentation de la perméabilité des capillaires dont
les capillaires glomérulaires, ce qui pourrait conduire au passage dans l'urine
de molécules plasmatiques ayant un poids moléculaire supérieur a 70 kDa,
dont entre autre les TDP. L'IGF-1, peptide reconnu pour favoriser une

hyperfiltration rénale due a une augmentation de la perméabilité des
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capillaires, n'affecte pas la filtration rénale des TDP plasmatiques comme le
démontre l'expérimentation chez les rats traités a I'lGF-I (Tableau 7). L'action
de I'IGF-1 chez ces sujets a été confirmée par une augmentation du volume

urinaire résultant de I'hyperfiltration rénale.

L'analyse des résultats obtenus chez les rats semblent indiquer que les
TDP plasmatiques ne sont pas filtrés dans l'urine quelles que soient les
conditions. Toutefois, avant d'extrapoler ces résultats a 1'humain, nous
avons reproduit l'expérience chez des sujets humains sous traitement
fibrinolytique, traitement entrainant une surcharge en TDP plasmatiques. Les
résultats obtenus semblent, au premier regard, en contradiction avec ceux
obtenus chez le rat; toutefois, certains parameétres doivent étre pris en
considération, entre autres, la surcharge plasmatique extreme et la
composition des TDP. En effet, une surcharge de 350 000 ng/ml en TDP
plasmatiques ne peut en aucun cas se retrouver chez des sujets sains ot la
valeur maximale est de 650 ng/ml. De plus, le traitement fibrinolytique
(administration de streptokinase), en plus de dégrader la fibrine et le
fibrinogene, dégrade plusieurs autres molécules plasmatiques, amplifiant
ainsi la surcharge plasmatique. Dans ces conditions, il est donc possible que
certaines protéines plasmatiques tout commes les TDP plasmatiques
traversent la paroi des capillaires glomérulaires. La composition des TDP
(majoritairement des FgDP) retrouvée chez ces sujets est un autre point
important. Puisque les FgDP possédent des poids moléculaires de 50 a 150
kDa, il est moins surprenant de les retrouver dans l'urine, comparativement
aux FbDP. Cependant, il n'est pas exclu que la présence des TDP urinaires
chez ces sujets proviennent non pas de la surcharge plasmatique extréme

mais plutét d'une dégradation plus compléte de la fibrine et du fibrinogene



par la streptokinase, ou encore d'une action directe de cette enzyme sur la
filtration rénale. Afin de vérifier ces deux derniéres conditions, nous avons
traité des rats a la streptokinase et nous avons également soumis la
préparation de TDP a une digestion par la streptokinase. Les résultats obtenus
chez ce groupe de rats n'indiquent aucune différence significative entre ce
dernier groupe et les précédents quant a la filtration rénale des TDP.
Toutefois, il est important de souligner que la surcharge plasmatique en TDP
était largement inférieure (549 + 340 ng/ml) a celle retrouvée chez les sujets
humains (350 000 ng/ml). Les TDP urinaires retrouvés chez les sujets
humains sous traitement fibrinolytique semblent donc provenir d'une
filtration rénale des TDP plasmatiques die a la surcharge plasmatique
extréme.  Ainsi, ces résultats ne peuvent é&tre retenus dans le cadre de cette

étude ol nous recherchons l'origine des TDP urinaires chez des sujets sains.

Il est, tout au long de ces études, surprenant de constater que la mesure
des TDP, constituée de I'ensemble des FgDP et FbDP, ne correspond pas a
l'addition mathématique des FgDP et FbDP lorsque mesurés séparément. Les
différentes trousses ELISA utilisées pour le dosage des FgDP, FbDP et TDP
proviennent d'un méme fournisseur. Conséquemment, les plaques ELISA de
chacune de ces trousses sont enduitent d'un méme anticorps, soit un
anticorps reconnaissant les FgDP et les FbDP. La différence provient du
deuxiéme anticorps, lequel dans la trousse FgDP est dirigé contre les FgDP,
dans la trousse FbDP est dirigé contre les FbDP, et dans la trousse TDP est un
mélange d'anticorps anti-FgDP et anti-FbDP. 1l est possible que lors du dosage
des TDP survienne une interférence issue d'un encombrement stérique ou
un recouvrement des épitopes, occasionnant ainsi une quantification des TDP

inférieure a la réalité.
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En résumé, I'analyse des résultats obtenus lors de I'étude de la filtration
rénale indique que les TDP plasmatiques ne sont filtrés qu'en quantités
infimes chez des rats sédentaires, des rats a l'exercice, des rats traités a 'EPO
ou encore chez des rats en condition d'hyperfiltration (IGF-I). Ces résultats
semblent indiquer que les TDP urinaires chez des rats sains proviendraient
non pas d'une filtration rénale des TDP plasmatiques mais plutét d'une

production intra-rénale de TDP qui seraient par la suite éliminés dans l'urine.

Nous avons donc poursuivi nos travaux en explorant, cette fois-ci, la
possibilité d'une production intra-rénale de TDP. Compte-tenu du rdle
important du rein dans le maintien de I'homéostasie corporelle, cet organe
synthétise les principales enzymes fibrinolytiques, soit t-PA, u-PA et PAI-],
afin de prévenir la formation d'agrégats pouvant obstruer les glomérules ou

les tubules.

L'augmentation de la viscosité sanguine en présence d'EPO exogene,
peut entrainer une activation de la coagulation et causer un déséquilibre entre
les systémes de la coagulation et de la fibrinolyse, pouvant ainsi conduire a la
formation de microthrombi et, par conséquent, de TDP. Dans ces conditions,
il est possible que la synthése des enzymes fibrinolytiques soit modifiée afin
de compenser la suractivation de la coagulation et rétablir I'équilibre entre les
systemes de la coagulation et de la fibrinolyse. Il est également possible que
I'EPO exerce une action directe sur les cellules rénales, modifiant ainsi la

synthese des enzymes fibrinolytiques.

Afin de vérifier l'effet de 'EPO exogeéne sur la fibrinolyse rénale, nous
avons mesuré les TDP urinaires et 1'u-PA urinaire de différents sujets. La

mesure de ces deux parametres chez des athlétes de niveau international a



permis d'établir une valeur de référence chez ces sujets aprés une période
d'exercices intenses, condition ol les prélevements urinaires sont effectués
pour les contréles anti-dopages. Par la suite, la comparaison de ces résultats
avec ceux obtenus chez des athletes suspectés d'abus d'EPO, c'est-a-dire des
athletes ayant des TDP urinaires anormalement élevés, indique une
augmentation de 1'u-PA urinaire. De plus, la variation de I'u-PA urinaire
présente le méme profil que les TDP urinaires, c'est-a-dire une valeur élevée
lors de la compétition et un retour a la norme lors d'un prélévement non-
annoncé, ce qui semble établir une certaine corrélation entre ces deux
parametres. Toutefois, l'analyse statistique n'indique aucune corrélation
significative, possiblement en raison du faible nombre de sujets disponibles
pour ce genre d'étude. Suite a ces résultats, nous avons mesuré les TDP
urinaires et 1'u-PA urinaire chez des athletes ayant recu de I'EPO a raison de 5
injections de 150 U/kg et chez un groupe d'athletes ayant requ un placebo. Les
résultats obtenus semblent indiquer qu'en présence d'EPO exogéne 1'u-PA
urinaire ne varie pas de fagon significative. Toutefois, considérant la faible
réponse des sujets au traitement, l'interprétation de ces résultats doit étre faite
avec circonspection. En effet, I'hématocrite ainsi que les TDP urinaires

n'augmentent pas significativement.

L'étude de 1'u-PA urinaire chez des sujets lors d'un séjour en altitude
ne devrait indiquer aucune augmentation puisque les TDP urinaires ne varie
pas dans cette condition. Effectivement, I'étude de 1'u-PA urinaire chez des
sujets avant et pendant un séjour a 4300 m indique que ce parametre diminue
de facon significative alors que chez des sujets a 2200 m ce parametre n'est pas

affecté. Ces résultats n'ayant pu mettre en évidence l'effet d'une
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augmentation d'EPO endogéne sur la synthése de 1'u-PA, d'autre études

seront donc nécessaire afin de confirmer I'une ou l'autre des tendances.

L'administration d’EPO semble donc entrainer une augmentation des
TDP urinaires accompagnée d'une augmentation de 1'u-PA urinaire. Par
conséquent, I'augmentation des TDP urinaires observée en présence d'EPO
exogéne semble provenir d'une augmentation de I'activité fibrinolytique

rénale.



4.2 Conclusion

Ce projet de maitrise a permis de démontrer que l'augmentation des
TDP urinaires observée en présence d'EPO exogéne ne provient pas d'une
filtration rénale des TDP plasmatiques, mais proviendrait plutdét d'une
formation intra-rénale de TDP suite a une modification de la fibrinolyse

rénale et plus particulierement de I'u-PA.

L'étude de la fibrinolyse rénale sur des cultures de cellules rénales
pourrait permettre d'explorer plus en profondeur l'effet de 'EPO exogéne sur
la synthése des enzymes fibrinolytiques. Une autre facon de procéder serait
l'utilisation de sondes dirigées contre I'ARN messager des enzymes

fibrinolytiques sur des coupes de rein provenant de rats traités a I'EPO.
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