
87 4 

IIJIS M I N I -SYNTH ÈSE 
médecine/sciences 1 994 ; J O  : 874-6 

Le gène de la thrombopoïétine est cloné 

La revue Nature (volume 369, 1 6  juin 
1 994) publie un éditorial et quatre 
articles de trois équipes indépen­
dantes (deux équipes américaines et 
une équipe française de l ' Inserm 
U 362) annonçant l ' identification et 
le clonage moléculaire de la throm­
bopoïét ine  h u m a i n e  e t  m u r i n e .  
L'existence d e  c e  facteur d e  crois­
sance avait été suggérée il y a près 
de 35 ans, mais son clonage avait 
résisté aux efforts entrepris par de 
très nombreux laboratoires. 
Le succès récent a été obtenu grâce 
à l ' isolement, il y a une  d iza ine 
d'années, d 'un rétrovirus mutant de 
la souris ( le myeloproliferative leukemia 
virus ou MPLV) qui avait transduit 
dans son génome l'oncogène v-mpl. 
Cet oncogène codait pour la forme 
tronquée d'un récepteur de facteur 
de croissance hématopoïétique [ 1 ,  
2] . Le clonage moléculaire des ADNe 
du récepteur normal de l 'homme et 
de la souris, réussi il y a deux ans, a 
prouvé que le produit du  proto­
oncogène c-mpl était un récepteur, 
orphelin d'un ligand, appartenant à 
la superfamille des récepteurs des 
cytokines (famille comprenant les 
récepteurs de l 'érythropoïétine, G­
CSF, GM-CSF, de très nombreuses 
interleukines, de l 'hormone de crois­
sance et de la prolactine) [3-6] . Nos 
études concernant l 'expression et la 
fonction du récepteur Mpl (Mpl-R) 
ont mis la communauté scientifique 
sur la piste du ligand. En effet, nous 
avons montré que l'ARN messager de 
Mpl-R était exprimé exclusivement 
dans les mégacaryocytes et les pla­
quettes, ainsi que dans la popula­
tion des progéniteurs hématopoïé­
tiques exprimant l 'antigène CD34 
( m/s n o  1, vol. 1 0, p .  1 14, [ 7] ) .  Ces 
résultats ont ensuite été confirmés 
au niveau protéique par l 'utilisation 
d 'un anticorps monoclonal dirigé 
contre le domaine extracellulaire de 
Mpl-R et des analyses couplant des 
immunomarquages et des tris cellu-

laires au cytomètre de flux. La fonc­
tion de Mpl-R a été mise en éviden­
ce par la technique des oligodésoxy­
nucléotides antisens de son ARNm. 
L'addition d'oligonucléotides anti­
sens dans des cultures de progéni­
teurs hématopoïétiques a inh ibé 
spécifiquement la croissance des 
progéniteurs mégacaryocytaires alors 
qu'aucun effet n'a été noté sur les 
progéniteurs érythrocytaire ou gra­
nulocytaire/macrophagique [6, 7 ] . 
Ces travaux suggéraient fortement 
que le ligand de Mpl-R était un fac­
teur humoral jouant un rôle impor­
tant dans la régulation de la méga­
caryocytopoïèse. 
Pendant quinze mois, la course a été 
très serrée entre plusieurs équipes, 
dont au moins quatre compagnies 
de biotechnologie, qui ont réussi le 
clonage moléculaire du ligand de ce 
récepteur. La stratégie suivie par 
tous les groupes a été la même au 
départ .  On savai t ,  grâce à la 
construction de récepteurs chimé­
riques que le domaine intracytoplas­
mique de Mpl-R était capable de 
transduire un signal de prolifération 
[ 4, 5] . L'hypothèse de travail a été 
que M pl-R pourrai t ,  comme les  
récepteurs du G-CSF (granulocyte-colo­
ny stimulating factor) ou de l 'érythro­
poïétine, correspondre à une seule 
sous-unité capable à la fois de fixer 
un l igand e t  de transmettre un  
signal mitogénique. Genentech (San 
Francisco, CA) , Zymogenetics (Seat­
tle , WA) et nous-mêmes ( Inserm 
U 362 )  en col laborat ion avec 
Immunex (Seattle, WA) avons déve­
loppé deux outils pour « pêcher ,, ce 
ligand. La lignée murine BAF /B03, 
totalement dépendante d'IL 3, a été 
transfectée de façon stable avec 
l'ADNe de Mpl-R humain ou murin 
(BAF /mpl) . Des tests de proliféra­
tion classiques ont permis d'identi­
fier des sources biologiques conte­
nant le ligand et de suivre la protéi­
ne au cours des différentes étapes 

de purification. Des récepteurs Mpl 
recombinants solubles,  exprimés 
sous la forme de protéines de fusion 
formées du domaine extracellulaire 
de Mpl-R couplé au fragment Fe 
d'une immunoglobuline humaine, 
ont été utilisés pour fabriquer des 
colonnes d 'affinité servant à piéger 
et purifier  le l igan d .  Ces outi ls  
créés ,  Genentech e t  nous-mêmes 
avons entrepris une statégie lourde 
mais classique de purification à par­
tir de sérums d 'animaux irradiés. 
On savait que le sérum de chiens ou 
de porcs irradiés contenait une acti­
vité stimulant la mégacaryocytopoïè­
se humaine in vitro [8 ] . Mises en 
présence de tels sérums, les cellules 
BAF /mpl proliféraient tandis que 
les cellules parentales non transfec­
tées mouraient.  Après adsorption 
des sérums sur le récepteur soluble, 
toute l ' ac t iv i té s t imulatr ice 
d isparaissa i t .  M p l-R éta i t  donc 
capable de fixer spécifiquement un 
ligand et le sérum d'animaux irra­
diés devenait une source pour isoler 
cette molécule par passages sur 
colonnes d'affinité. Zymogenetics a 
choisi une stratégie subtile mais a 
priori risquée. L'hypothèse était que 
par m u tagenèse des  ce l lu les  
BAF /mpl  i l  serait possible d' isoler 
une cellule devenue productrice du 
l igand .  La c hance a souri à 
Zymogenetics : sur 24 clones auto­
nomes transformés par mutagenèse, 
un est devenu producteur du ligand 
de Mpl-R. L'équipe de Don Metcalf 
(Austral ie )  fut moins  chanceuse 
puisque, en utilisant la même straté­
g ie  e t  e n  analysan t  1 80 c lones ,  
aucun ne produisit le l igand [9] . 
La séquence des ADNe des ligands 
humain ,  porcin ( Genentech)  e t  
murin (Zymogenetics) de  Mpl-R est 
publiée [ 1  0, 1 1 ] .  Ces séquences sont 
très similaires. Les ADNe compren­
nent  un cadre ouvert de lecture 
codant pour une protéine de 353 
acides aminés chez l 'homme et 356 
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acides aminés chez la souris. En N­
terminal, les deux protéines ont une 
région hydrophobe de 2 1  acides 
aminés correspondant à un peptide 
signal. Les protéines humaine e t  
murine peuvent  être divisées en  
deux domaines. Les 1 53 premiers 
résidus présentent 23 % de similitu­
de avec l 'érythropoïétine (Epo) .  Si 
l'on prend en compte les substitu­
tions conservatives, cette région pré­
sente 50 % de similitude avec l 'Epo. 
Ce premier domaine est séparé du 
second par une paire d'arginine qui 
pourrait représenter un site de cliva­
ge .  Le second domaine est  non 
conservé et ne  semble pas présenter 
de région hydrophobe laissant sup­
poser une forme transmembranaire. 
Comme pour l 'Epo, le ligand de 
Mpl-R possède de nombreux sites 
potentiels de glycosylation. La plus 
grande partie de l 'activité circulant 
dans le sérum a été trouvée dans 
une bande migrant  à 28-32 kDa, 
mais la protéine semble exister sous 
différentes formes (66 kDa, 55 kDa, 
30 kDa, 28 kDa et 1 4  kDa) . Chez 
1' homme comme chez la  souris ,  
l'ARNm du ligand de Mpl-R ( 1 ,8 Kb) 
a été mis  en évidence sur des 
Northern blots principalement dans le 
foie de fœtus et d'adulte et dans le 
rein. 
La molécule recombinante, testée in 
vivo chez la souris et in vitro sur des 
cultures de progéniteurs de moelle 
humaine, possède à la fois les pro­
priétés d'un facteur de croissance sti­
mulant les progéniteurs mégacaryo­
cytaires (MK-CSF) et agissant sur la 
maturation de ces cellules en leur 
fai sant  produire des p laque ttes 
( thrombopoïétine ou TPO) .  Chez la 
souris, après sept jours de traite­
ment, le nombre de plaquettes san­
guines est augmenté par un facteur 
quatre et le nombre de progéniteurs 
mégacaryocytaires de la moelle et de 
la rate par un facteur vingt. Les 
autres lignées sanguines ne semblent 
pas affectées [ 1 2] . Par ailleurs, les 
conditions expérimentales et la ciné­
tique d'apparition de cette molécule 
suivent exactement celles décrites 
pour la TPO [ 1 3, 14 ] . Enfin, si le 
récepteur humain est capable de 
fixer avec une forte affinité la TPO 
humaine, porcine et murine, l ' inver­
se n'est pas vrai [ 1 3] . L'affinité du. 

m/s n • 8/9 vol. 10, août-septembre 94 

récepteur  mur in  pour la TPO 
h umaine  es t  très faib le .  Ce tte 
notion n'avait pas été suspectée par 
les nombreuses équipes qui avaient 
tenté, depuis trois décennies ,  la  
purification de la TPO humaine à 
part ir  de plasma ou d 'urine de 
sujets aplasiques ou encore à partir 
de lignées tumorales humaines, en 
se servant comme tests biologiques 
de culture de mégacaryocytes de 
souris. On comprend aujourd'hui 
les raisons de 1 'échec de ces nom­
breuses tentatives. 
L' isolement de cette molécule et sa 
production par génie génétique 
ouvrent des espoirs pour le traite­
ment des thrombocytopénies liées 
aux thérapeutiques utilisant une 
chimiothérapie ou une irradiation. 
De nombreuses cytokines sont déjà 
ut i l i sées dans le traitement  des 
thrombocytopénies comme celles 
appartenant à la famille de l ' IL6 
( IL6, I L 1 1 )  ou la molécule PIXY 
(molécule hybride GM-CSF et IL3) . 
Les l imites de l 'u tilisation de ces 
cytokines sont leur action très large 
sur l 'hématopoïèse et sur les cel­
lules non hématopoïétiques. L'isole­
ment de la TPO permet, théorique­
ment, d'avoir, pour la première fois, 
une cytokine spécifique de la lignée 
plaquettaire et, apparemment, beau­
coup plus active que les cytokines 
précédentes .  Cependant, on ne 
peut exclure que la TPO, utilisée 
seule, ait un effet modéré dans le 
traitement des thrombocytopénies 
post-chimiothérapie. En effet, des 
résul tats prél iminaires suggèrent 
que l 'action de cette hormone pré­
domine au cours de la différencia­
t ion terminale  des progéni  te urs 
mégacaryocytaires .  Les ce l lu l es 
cibles sont des cellules assez diffé­
renciées dont le compartiment peut 
être effondré en condition patholo­
gique. En revanche, les effets de la 
TPO devraient être particulièrement 
nets en association avec d 'autres 
cytokines (en particulier PIXY) ou 
au cours de greffe de cellules de 
moe l l e  osseuse ou de ce l lu le s  
souches mobil isées dans le sang 
périphérique. Mais, comme pour 
toute nouve l le  molécu le ,  l a  
recherche doit continuer pour bien 
comprendre son mécanisme 
d'action, déterminer les cibles cellu-

laires normales ou pathologiques 
capables de répondre à ce facteur 
et analyser les effets secondaires 
éventuels provoqués par son utilisa­
tion. 
Cette découverte est sans conteste 
importante. Elle devrait poser des 
problèmes juridiques complexes 
car l a  m o l é c u l e  a é té o b t e n u e  
simultanément par vraisemblable­
ment quatre firmes de biotechnolo­
gie (trois américaines et une japo­
naise) et son marché pourrait être 
comparable à celui de l 'Epo et du 
G-CSF. Ce succès souligne le retard 
pris par la recherche française en 
mat ière  de  b io te c h no l ogi e .  Au 
cours des dernières années, deux 
récepteurs de facteurs de croissan­
ce hématopoïétiques ont été isolés 
et clonés par des équipes françaises 
financées par des fonds publics ,  
mais l ' isolement de leur ligand réa­
lisé par des firmes étrangères. Cela 
souligne les difficultés rencontrées 
par l e s  c h e r c h e u rs d u  sec teur  
public à développer un partenariat 
efficace avec les entreprises indus­
trielles françaises • 
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