Modifications de I'expression de genes : un nouveltil de
détection d’agents de stimulation de I'Erythropoies
(ESAS) dans la lutte antidopage ?

Docteur David PIQUEMAL
Société Skuld-Tech

Nous avons développé une plate-forme d’identifosatie biomarqueurs via le transcriptome
et I'étude de I'expression des genes d’une cellsBnscriptome), leur identification et leur
guantification précise. Cet outil permet d’idemtifide maniére exhaustive I'ensemble des
genes impligués dans chaque situation physiopajttple et nous permet de caractériser les
biomarqueurs spécifiques de toute condition phygloglogique ou tout organisme.

Dans le cadre de notre étude, une méthode de agpidite « indirecte », c'est-a-dire basée
sur la recherche des effets des composés et nm fulu leur identification, semble
aujourd’hui étre une solution pour suspecter, sidétecter, la prise de produits de courte
demi-vie et celle de composés similaires inconris. effet, I'érythropoiétine est une
hormone connue un facteur de croissance des peiogrdes globules rouges dans la moelle
osseuse (stimulation de I'érythropoiése) et commegguant une augmentation du nombre
de globules rouges dans le sang.

De ce constat, la goutte de sang s’avere étraeda tdéal dans la mesure des effets indirects
de I'hormone, naturelle ou synthétique, sur les Ima@uses cellules qui composent le sang.
Comme nous le verrons par la suite, le choix dgdatal et non pas de cellules isolées est
une option voulue. En effet, de I'étape du prélesensanguin sur un individu a I'extraction
des ARN messagers (ARNm) qui composent cet éclamtil faut limiter le facteur « erreurs
humaines » en limitant le nombre de manipulations.

Enfin, cette option permet de se rapprocher deil'@éinal de terrain (trousse de diagnostic)
qui doit étre facile d’utilisation avec un minimudiéquipements requis. Mais comment
mesurer ces effets ?

Pour ce faire, nous avons recours a deux catégditesils : le SAGE, qui permet une
analyse sérielle de ces génes, ainsi que la PG&gs réel, permettant d’obtenir un trés haut
débit en termes d’individus validés. Nous entendoautir du plus grand nombre de genes
possibles afin d’identifier ceux directement impks dans la prise d’'EPO.

Le SAGE s’appuie sur une technologie développéa &inl des années 1990, il permet

d’obtenir une analyse globale, un instantané deelhule observée. L’ensemble des genes
présents est représenté sous forme de tableawetp@ninde dégager une signature ayant
'aspect d’'une courte séquence, largement sufiessaour identifier un ARN messager. De

tres nombreux indicatifs sont également fournis, qué nécessite un gros travail de

bioinformatique. Tout ceci permet d’obtenir des gueurs putatifs tout en favorisant la

compréhension des mécanismes d’absorption de I'E#?@n individu.
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La PCR en temps réel ne nécessite qu'une quantiténom de sang (moins de 2 ml). Le
systeme est entierement automatisé ce qui permeaitler un nombre d’individus compris
entre 20 et 50 par jour.
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L’étude a été initiée en 2004 et a d’abord portd’swanesp (Darbepoetin alfa, AMGEN). 14
individus s’étaient vus prélever 2,5 ml de sangcahanos trois points critiques ont porté sur
'avant, le pendant et I'aprés prise d’EPO sur pégode de 60 jours.
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Au total, pres de 20 000 genes ont été analyséd di&re identifiés et classifiés. Nous nous
sommes particulierement intéressés aux genes siglilée stade, la biostatistigue nous a
permis de sélectionner des genes avec des priofillaises. Lors d’une troisieme phase, nous

avons procédé a des comparatifs sur d’autres agsuligurant dans d’autres bases de
données.

En 2004, 'EPO était considérée comme la cible iquaisjue des réticulocytes. Depuis, nous
avons découvert que 'EPO n’était pas uniqguemesiéeisur la production de réticulocytes.
Nous nous interrogions également sur la confusiemtgielle sur les genes induits par un état
inflammatoire. Un important travail de comparaiswus a ainsi permis d’identifier le fait
gue I'impact de 'EPO ne se limitait pas a la praittin des réticulocytes, I'effet se révelamt
fine tres large.
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De ce fait, ces premiers résultats nous ont ameéstir du strict cadre de la lutte antidopage

pour entrer de plain-pied dans un champ plus sengar I'effet général de la prise d’EPO.

Une deuxiéme étude, destinée a valider ces presnaralyses, est intervenue a compter de
2006. Il s'agissait cette fois-ci de rechercher ééfets d'une famille de molécules et non

d’'une molécule spécifique comme dans le cadreatade précédente. En nous appuyant sur

'Eprex (Epoétine alpha, JANSSEN-CILAG), nous avamsoduit un test supplémentaire en
nous focalisant sur des micro-doses. L'étude steheureusement cantonnée a 2 individus
qui se sont vus injecter de fortes doses sur unedgede 10 jours avant, a l'issue d’'une
période intermédiaire, de se voir injecter desléailoloses.
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Notre objectif consistait a valider la robustesss gremiers marqueurs que nous avions
identifiés face a un individu soumis a des micrsedo La PCR nous a permis de faire
ressortir les résultats suivants : dans les desx itapparait clairement une induction des
genes pour les fortes doses, suivie d'une phasg&gldation et d’'une réaction aux faibles

doses.
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47 génes ont été sélectionnés et autorisent désolensuivi et l'identification de la prise de
stimulants a partir d’'une seule goutte de sang.
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Il est important de retenir qu’il n’existe pas ugene miracle » permettant I'identification des
comportements frauduleux, seul le recours a unneloieede génes favorisant I'obtention d’'un
tel résultat. La prochaine étape portera sur ladatbn de ces éléments dans un
environnement caractérisé par l'altitude. Cettelymeamultifactorielle est imposée par la
variabilité inter-individus. Sans prétendre au rl&amement du clinicien, ces techniques
permettent d’obtenir une image de I'état de sahté sportif.

Questions —réponses avec I'amphithéatre

Docteur Bruno TRIBOUT, médecin responsable de TAMM de la région Picardie

Avez-vous tenu compte dans vos études des pomudapicesentant des polymorphismes de
sensibilité des genes a I'hypoxie ?

Docteur David PIQUEMAL

Nous avons travaillé avec 14 athletes danois etr®&&is venant du sud de la France. L’étude
n’est donc pas tres large dans la mesure ou eiteudle une simple étude de faisabilité. Cela
ne sera pas le cas des études a venir qui devaimatdpparaitre des cloisonnements entre
sexes, ethnies, etc.



Docteur Nicolas BARIZIEN, médecin du Centre nationdde Rugby de Marcoussis

Pour reprendre les propos du Professeur RIEU, g&s @ffectivement que nous sommes
aujourd’hui face a une grande hypocrisie. Nous aimrs actuellement a développer des
méthodes tres sophistiquées pour identifier desontés qu’il serait pourtant tres facile de
marquer dés leur fabrication. D’un point de vudgduphique, on se situe ici aux limites de la
sélection et pas trés loin non plus de I'eugénisine sport doit avant tout rester une activité
physique épanouissante et non uniquement le réglelia sélection des la naissance !

Docteur David PIQUEMAL

L’eugénisme désigne l'amélioration des caractééedditaires de I'espece humaine par une
intervention délibérée. Ce souhait, qui existe dtepantiquité peut se traduire par une
politique volontariste d'éradication des caract¢uges handicapants ou de favorisation des
caractéres jugés bénéfiques.

Dans notre période contemporaine, les progres die ggenétique ont ouvert de nouvelles
possibilités médicales MAIS, le génie génétiguaigptommunément appelé OGM pour les
plantes et animaux) touche des modifications owdétection sur '’ADN, molécule stable
spécifiqgue a chacun de nous et identique dans nkateinos cellules. Or, nous travaillons sur
le transcriptome, produit des génes, qui varierfbantion de criteres extrémement tels que la
nourriture, fatigue, age, le sexe, etc. et qui ramrme des renseignements du méme ordre que
celui d’un simple bilan sanguin.

Donc, je vous rassure, aucune sélection n'est ageesa ce jour !

Docteur Nicolas BARIZIEN

Il n’est pas question de critiquer votre travail, demeurant fort intéressant. Ceci étant, nous
connaissons tous la récupération dont sont victidessrésultats de recherche développée a
des fins thérapeutiques.

Docteur David PIQUEMAL

Pour exemple, un bilan sanguin est un ensemble edeines faites dans le sang. Elles sont

choisies par le médecin en fonction du diagnostidsagé ou des organes a explorer.

Les bilans sanguins courants pratiqués en cas kalima

e Le bilan hépatique.

* Le bilan rénal.

* Le bilan des graisses.

* Quand il y a un probléme infectieux ou inflammagaidla numération formule sanguine,
la vitesse de sédimentation, I'électrophoréese deRines.

 Encas d'anémie : la NFS, le dosage du fer sérjparégis un test de Coombs.
Comme je l'ai indiqgué lors de mon exposé, l'analyie transcriptome permet de
renforcer la qualité et la justesse du bilan saritdu sportif.

Patrick MAGALOFF

Des l'origine, le Professeur MARTI et la sociétéultkTech se sont focalisés sur la
réalisation d’'une carte d’identité géenétique. Cettientation devrait permettre d’aboutir a
d’'importantes avancées en matiére de lutte antgkpaes travaux du Docteur PIQUEMAL
se bornent a ce seul horizon.



