diminué d’intensité aprés un an, or
tout est rentré dans l'ordre apres
1987. Surtout, ces résultats reposent
sur 12 cas de leucémie infantile dont
le défaut génétique n’est pas (enco-
re) précisé. Comme tout travail
d’épidémiologie, il ne prendra sa
signification entiére que lorsque des
études analogues auront été rappor-
tées. A I’heure actuelle, la responsa-
bilité d’une irradiation pendant la
vie intra-utérine dans les leucémies
infantiles demeure une hypothése W

1. Petridou E, Trichopoulos D, Dessypris N,
Flytzant V, Haidas S, Kalmanti M,
Koliouskas D, Kosmidis H, Piperopoulou F,
Tzortzatou F. Infant leukaemia after in utero
exposure to radiation from Chernobyl.
Nature 1996 ; 382 : 352-3.

2. Petridou E, Proukakis C, Tong D, et al.
Trends and cographical distri%ution of
childhood leukemia in Greece in relation to
the Chernobyl accident. Scand | Soc Med
1994 ; 22 : 127-31.

3. Mole RH. Childhood cancer after
prenatal exposure to diagnostic X-ray
examinations in Britain. Br% Cancer 1990 ;
62 : 152-68.

4. Darby SC, Roman E. Links in childhood
leukaemia. Nature 1996 ; 382 : 303-4.
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BEN Activité antileucémique d’un
inhibiteur de JAK2. La prolifération
in vivo ct in vitro des cellules de leu-
cémie aigué lymphoblastique
dépend de la présence de cyto-
kines. Les signaux délivrés sont
transmis par des récepteurs mem-
branaires en direction de la machi-
nerie transcriptionnelle par des cas-
cades biochimiques impliquant
notamment la phosphorylation de
protéines a activité tyrosine kinase
(PTK) (m/s n° 2, vol. 10, p. 202).
Certaines PTK sont activées en per-
manence dans les cellules leucé-
miques, probablement en rapport
avec leur intense activité proliférati-
ve. Des efforts importants ont donc
été mis en ceuvre pour bloquer ces
voies de transmission et tenter
d’inhiber ainsi la prolifération cel-
lulaire. Des molécules inhibitrices
des PTK, les tyrphostines, ont été
testées sur des cellules de leucé-
mies aigués lymphoblastiques par
I'équipe israélo-canadienne de C.
Roifman [1]. Il est apparu qu’une
de ces molécules, appelée AG490,
avait une activité antiproliférative
majeure sur les cellules leucé-
miques de phénotype pré-B,
fraiches ou en lignées. En revanche
les cellules B plus différenciées ou
T, leucémiques ou normales, et les
progéniteurs hématopoiétiques
normaux semblent insensibles a
I’AG490. Afin de comprendre le
mécanisme inhibiteur de cette
molécule dans les leucémies pré-B,
les niveaux de phosphorylation des
principales PTK ont été analysés
avant et apres incubation avec
I’AG490. Parmi les PTK de la famil-
le JAK, particulierement impliquées
dans la transduction de signaux
dans les cellules hématopoiétiques,

JAK2 se révele phosphorylée de

facon constitutive dans les cellules
pré-B leucémiques mais non dans
des cellules pré-B normales triées.
Apres incubation des cellules leucé-
miques (intactes ou de leurs
extraits protéiques) avec I’AG490,
I'activité tyrosine kinase autophos-
phorylante de JAK2 apparait nette-
ment inhibée, avec un effet-dose

analogue a celui observé dans les
tests d’inhibition de la prolifération
cellulaire. En revanche, JAKI et

JAK3 ne sont quasiment pas synthé-

tisées dans les leucémies pré-B, et
les activités tyrosine kinase de pro-
téines abondamment produites de
la famille Src (Lck, Lyn, Btk, Syk et
Src) ne sont pas modifiées par
I’AG490. JAK2 est donc un excel-
lent candidat pour étre la cible de
la molécule inhibitrice. L’interrup-
tion des signaux passant par JAK2
pourrait étre équivalente a une pri-
vation de facteur de croissance, les
aspects cytologiques et en cytomé-
trie de flux des cellules leucé-
miques traitées suggérant un méca-
nisme de mort cellulaire par apop-
tose, sans doute responsable de
I’activité antiproliférative de
I’AG490. L’étape ultérieure a été
de tester 'action de ’AG490 dans
un modeéle in vivo. Des souris nude
ont recu des perfusions intrapérito-
néales de la molécule ou de place-
bo, immédiatement ou jusqu'a
quatre semaines apres une greffe
de cellules leucémiques humaines.
Une activité antileucémique nette a
été observée chez les animaux
ayant recu I’AG490, avec un effet-
dose proche de celui observé in
vitro. Enfin, aucun effet secondaire
n'a été détecté, notamment sur
I’hématopoieése murine. Ces résul-
tats encourageants doivent étre
confirmés et les propriétés pharma-
cologiques de cette molécule amé-
liorées avant d’envisager des essais
thérapeutiques chez ’homme,
d’autant plus importants que la leu-
cémie pré-B est fréquente chez
I’enfant et souvent réfractaire aux
traitements classiques.

[1. Meydan N, et al. Nature 1996 ;
379 : 645-8.]
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HEEN L’interleukine 3 et la perte des
potentialités des cellules souches
hématopoiétiques a maintenir une
hématopoiese a long terme. Les cel-
lules souches hématopoiétiques ont
la propriété essentielle de produire
aprés leur injection a un receveur
adéquatement conditionné une
hématopoiése a long terme assurant
le renouvellement des diverses
lignées hématopoiétiques. Un
ensemble de travaux sont conduits
depuis quelques années visant a
accroitre in vitro la fréquence des
cellules souches dans un préleve-
ment médullaire afin d’obtenir une
reconstitution plus rapide du rece-
veur [1]. Cette amplification in vitro
a été tentée depuis qu’ont été
décrites les propriétés de diverses
cytokines capables de stimuler la
prolifération des cellules souches,
ou de cellules proches de ces der-
nieres: stem cell factor (SCF), I'inter-
leukine (IL) 3, I'lL6 et I'IL11 (ces
deux cytokines favorisant I’entrée
des cellules souches en cycle), I'ILI,
le G-CSF et le GM-CSF, le cocktail
des cytokines utilisées pouvant
varier d’un laboratoire a l'autre.
Dans ces conditions, on peut obte-
nir une expansion des progéniteurs
immatures (HPP-CFC, cobble stone
area-forming cells selon la cible cellu-
laire utilisée). Si les résultats obte-
nus confirment largement qu’une
certaine amplification peut étre
obtenue dans ces conditions, la
question non résolue concernait la
conservation nécessaire des proprié-
tés initiales des cellules souches, a
savoir leur aptitude a reconstituer a
long terme I’hématopoiése du rece-
veur. Dans un article récent, Peters
et al. (Worcester, MA, USA) avaient
déja signalé que la culture de cel-
lules de moelle osseuse de souris,
en présence de SCF, IL3, IL6 et
ILI1, procurait bien en 48 heures
une expansion notable des HPP-
CFC (la cellule la plus proche de la
cellule souche que I'on puisse révé-
ler en culture in vitro), de 49 a
206 % pour deux souches de souris
testées et provoquait ’entrée en
cycle de pratiquement 100 % de ces
HPP-CFC. Mais les cellules ainsi cul-

tivées (male), injectées a des souris
femelles receveuses, en compétition
avec des cellules femelles fraiche-
ment prélevées, ne pouvaient assu-
rer de prise de greffe conséquente,
contrairement a ce que I’'on observe
avec des cellules de moelle osseuse
male fraichement prélevées utilisées
dans les mémes conditions de com-
pétition. Les auteurs avaient conclu
que la culture de cellules de moelle
osseuse, méme si elle produisait une
amplification des progéniteurs
immatures, faisait perdre aux cel-
lules souches leurs propriétés fonda-
mentales [2]. Dans la derniére paru-
tion des Proceedings of the National
Academy of Sciences, Yonemura el al.
(Charleston, SC, USA) ont repris la
question et testé le role de I'lL.3 et
de I'IL1 dans la perte des capacités
de reconstitution a long terme de
cellules souches maintenues en cul-
ture in vitro [3]. Les cellules de
moelle osseuse enrichies en cellules
souches (Lin-, Ly-6A/E*, c-kit*) ont
été cultivées en présence de SCF,
IL6, IL11 et érythropoiétine en pré-
sence ou non d’IL3. Les cultures
réalisées en présence d’IL3 mon-
trent une plus forte prolifération
cellulaire mais sont pauvres en pro-
géniteurs engagés (colony forming
cells, CFC) et en progéniteurs multi-
potents (CFU-GEMM). L’ILI a les
mémes effets. Lorsqu’on les injecte
a dessouris irradiées en présence de
cellules de moelle de souris dites
«compromises» (ces souris, recons-
tituées par des cellules de moelle
ayant été transférées a intervalles
courts dans plusieurs receveurs
intermédiaires, ont une moelle
osseuse tres pauvre en cellules
souches hématopoiétiques qui ne
permet que la survie initiale des sou-
ris), les cellules cultivées sans IL3
montrent une aptitude bien
meilleure a assurer une prise de
greffe 5 mois plus tard que les cel-
lules cultivées en présence d’IL3.
Ces résultats suggerent donc forte-
ment que I'IL3, si elle montre un
effet positif sur la prolifération des
cellules hématopoiétiques, ne per-
met pas le maintien et/ou I’expan-
sion des cellules souches pluripo-

tentes dans leurs conditions ini-
tiales. Ces résultats sont donc trés
surprenants car I'IL.3 semblait bien
pour I'instant étre la cytokine incon-
tournable pour toute amplification
in vitro des cellules souches et ils
posent donc sérieusement la ques-
tion du maintien de I'IL3 dans le
cocktail des cytokines utilisées. Nul
doute que 'on saura bientot si des
résultats similaires sont obtenus
avec les cellules de moelle osseuse
humaine.

[1. Coulombel L, Vainchenker W.
medecine/sciences 1995; 11: 13-6.]

[2. Peters SO, et al. Blood 1996; 87:
30-7.]

[3.Yonemuray, et al. Proc Natl Acad
Sei USA; 93 : 4040-4.]

HEN Efficacité anticancéreuse du
TNFo en circulation extracorpo-
relle. Lors d’un récent congreés qui
s’est déroulé en mars 1996 en Caro-
line du Sud (7TNF and related cyto-
kines : clinical utility and biologic
action) les essais cliniques de I'utili-
sation anticancéreuse du TNFo. ont
été rapportés. Plus de 300 malades
ont été traités par des perfusions
continues de TNFa dans des sys-
temes de dérivation extracorporelle.
Cettc stratégie s’applique particulie-
rement a des tumeurs des membres,
et les résultats sont bons dans le
cadre du mélanome: dans certaines
études, la fréquence des rémissions
completes de mélanomes avancés
des membres atteint 78 % auxquels
il faut ajouter 22% de rémissions
partielles [1]. Ces résultats sont, a
vrai dire, obtenus par une combinai-
son de trois produits, le melphalan,
I'interféron y et le TNFa. Cepen-
dant, 'addition de TNFa améliore
significativement les résultats obte-
nus par la seule perfusion extracor-
porelle de melphalan (50 % de
rémissions complétes avec le mel-
phalan seul, comparé a 78 % avec
les trois produits). La méme straté-
gie est également efficace dans des
sarcomes des parties molles des
membres, avec 36 % de rémissions
completes et 28 % de rémissions
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partielles. Quelques résultats préli-
minaires montrent que la stratégie
peut, dans certains cas, étre appli-
quée a des cancers du poumon, du
foie, du rein et du colon. Le TNFa
pourrait entrainer une rétraction
sélective des capillaires tumoraux,
s’accompagnant d’une thrombose
inflammatoire conduisant a la
nécrose tumorale. Un autre méca-
nisme pourrait étre I'augmentation
de la perméabilité vasculaire provo-
qué par le TNFo. Voila des résultats
qui contrastent significativement
avec la modestie, a ce jour, de ceux
des essais de thérapie génique du
cancer [1].

[1. Lejeune FJ, Liénard T. Nature
Biotech 1996 ; 14: 706-8.]

HENE La protéine p21"*#/«rl est
aussi un inhibiteur des protéine
kinases liées au stress. La protéine
p21m#/erl est 'un des relais essen-
tiels de I'action inhibitrice de p53
sur la phase G1 du cycle cellulaire.
Cet inhibiteur agit normalement en
s’opposant a l'action de protéines
kinases liées au cycle cellulaire
(Cdk) (m/s n°6/7, vol. 10, p. 744).
Shim et al. (Kyongki-do, Corée)
proposent maintenant que I'inhibi-
teur p21 pourrait également contro-
ler négativement l'activité des
SAPK/JNK (stress-activated protein
kinases/ c-Jun amino-terminal kinases),

des membres de la famille des MAP
kinases (m/s n°3, vol. 11, p. 467) [1].
Ces auteurs montrent que p2l se
fixe a la SAPK/|NK, et inhibe son
activité alors qu’elle est de peu
d’effets sur une autre MAP kinase,
la protéine ERK (extracellular-signal-
regulated kinase). Cet effet de p2l
n’est pas partagé par d’autres inhi-
biteurs des Cdk; en effet pl6™* n’a
aucune action sur les kinases
SAPK/JNK. Ces kinases sont
capables de phosphoryler des fac-
teurs de transcription, notamment
c-Jun et TCF/EIkl, le partenaire de
SRF (serum response factor) dans
I’activation de genes de réponse
précoce au sérum du type de ¢-fos.
Agissant sur c¢-jun et c-fos, les
SAPK/JNK se comportent donc
comme des activateurs fondamen-
taux du complexe AP1 qui joue lui-
meéme le role d’un activateur trans-
criptionnel de nombreux genes
impliqués dans I'inflammation, la
réponse au stress et la division cellu-
laire. Puisqu’il a également été
montré que p21*#/ était capable
de bloquer la réplication de 'ADN
dépendante du PCNA (proliferating
cell nuclear-antigen), cette protéine
pourrait donc jouer un roéle déter-
minant dans le controle de la
réponse cellulaire au stress et aux
stimulations prolifératives.

[1. Shim ], et al. Nature 1996; 381 :
804-7.]
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HEEN Un petit peptide remplacera-t-
il bient6t I’érythropoiétine? Bien
que le contact des cytokines et de
leur récepteur s’étende apparem-
ment sur une grande surface, on a
pu démontrer que I'énergie de liai-
son, et donc la transmission du
signal, est en fait concentrée sur un
trés petit nombre de résidus. Cela a
suscité I'idée que de petites molé-
cules pourraient faire fonction de
ligands et transmettre le méme
signal que ’hormone. C’est ce type
de mimétisme de I’érythropoiétine
(EPO) par des petits peptides que
présente ces jours-ci le travail colla-
boratif de deux équipes américaines
de recherche pharmacologique
(Alfymax Research Institute, Palo Alto,
CA et RW Johnson Pharmaceutical
Research Institute, Raritan, NJ) et
d’un groupe de la Fondation
Scripps (La Jolla, CA, USA) [1, 2].
La méthode utilisée, dénommée
«exposition de phages» (phage dis-
play) fait appel a la force des
méthodes modernes de détection
de séquences aléatoires. Des courtes
séquences, totalement ou partielle-
ment aléatoires, codant pour une
énorme densité de peptides, sont
intégrées dans des protéines d’enve-
loppe de phages filamenteux qui
sont produits en masse, représen-
tant des centaines de milliers ou des
millions de séquences différentes.
Pour augmenter la possibilité pour
ces phages d’étre retenus par des
récepteurs potentiels, chaque
séquence peptidique est répétée
plusieurs dizaines de fois. La sus-
pension de phage contenant toute
la diversité de la banque construite
est alors mise en contact avec le
récepteur immobilisé. Le criblage des
peptides a ici été fait par affinité
sélective des phages pour le récep-
teur (EPOR) immobilisé. Un peptide
cyclique, a fixation faible, a été pris
comme départ pour des optimalisa-
tions successives, mutations et allon-
gements, qui ont permis I'isolement
de nombreux autres peptides par des
étapes de compétition avec I'EPO.
Ces peptides se comportent comme
des agonistes de I'EPO in wvitro: ils sti-
mulent spécifiquement la proliféra-

tion de lignées cellulaires présen-
tant le récepteur EPOR et la lignée
érythroide de cellules médullaires.
Ils ont aussi actifs in vivo chez la sou-
ris. Cependant, leur affinité pour le
récepteur EPOR reste 1000 fois infé-
rieure a celle de I'érythropoiétine.
La séquence consensus minimale
définie, YxCxxGPxTWxCxP¥*, a per-
mis de préciser I'importance des dif-
férents résidus. Le peptide doit étre
cyclisé par un pont disulfure qui se
forme entre les cystéines, et dont
I’absence supprime toute activité ; le
motif GPxTW semble essentiel;
enfin une tyrosine (Y) en dehors du
pont S-S et la présence de prolines
sont aussi des facteurs de contact.
Les voies de transmission du signal
au noyau sont les mémes que celles
du ligand naturel, ’hormone. 1l est
tout a fait remarquable, cependant,
que la séquence consensus active ne
soit pas retrouvée au niveau de la
structure primaire de I’EPO. Ce tra-
vail a donc été complété par une
détermination de structure quater-
naire par diffraction de rayons X. La
co-cristallisation d’un peptide actif
et du domaine extracellulaire du
récepteur EPO s’est avérée facile et
a montré qu'un dimeére du peptide
induit une dimérisation presque
parfaite du récepteur. Cette diméri-
sation, un peu différente de celle
qu’induit 'hormone, ou de celle
qu'on observe par action d’autres
cytokines sur leur récepteur,
démontre donc que le fait impor-
tant pour la transmission du signal
est la dimérisation plus que sa
modalité stéréochimique. Le pep-
tide peut étre considéré comme une
hormone minimale, dont la struc-
ture est différente de celle du ligand
naturel, mais qui en serait un ago-
niste parfait. L’effet potentiel en
thérapeutique humaine n’a pas été
établi; la mise au point de peptido-
mimétiques non peptidiques actifs
per os compléterait la démarche qui
pourrait connaitre des développe-

* Code a une leltre des acides aminés: C: Cys; G:

Gly; P:Pro; T:Thr; W: Trp; Y : Tyr. x représente
n'importe quel acide aminé.

ments majeurs, quand on connait le
cout et la multiplicité d’usages de
I’EPO recombinante (m/s n°8-9,
vol. 12, p. 1004 et 1005). Quant a la
substitution de I’hormone de crois-
sance ou d’autres hormones par de
petits peptides agonistes, peut-étre
en reparlera-t-on aux prochaines
olympiades.

[1. Wrighton NC, et al. Science 1996 ;
273 : 458-63.]

[2. Livnah @, et al. Science 1996; 273 : ‘
464-71.)
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