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L’oncogéne v-mpl est la forme tronquée du récep-
teur d’une cytokine impliquée dans la régulation
de la mégacaryocytopoiese

Dans une synthése parue en juillet
1991 [1], nous avions discuté les
homologies de séquences entre
I'oncogéne wv-mpl naturellement
transduit dans le rétrovirus murin
MPLV  (myeloproliferative leukemia
virus) [2] et les récepteurs de fac-
teurs de croissance hématopoiéti-
ques appartenant a la superfamille
des hématopoiétines [3]. Depuis
cette date, les ADN complémentai-
res des homologues cellulaires
humain et murin de l'oncogene v-
mpl ont été clonés et séquen-
cés [4-6]. Leurs séquences peptidi-
ques, qui présentent plus de 80 %
de conservation, ont confirmé
I'’hypothese que ce virus avait effec-
tivement transduit une forme tron-
quée de la plus grande partie du
domaine extracellulaire d'un mem-
bre de cette famille. Cependant, un
ligand putatif pour ce récepteur
reste encore inconnu.

N. Methia dans notre laboratoire
(Inserm 362, IGR, Villejuif, France)
vient d’apporter des résultats con-
vaincants suggérant que ce récep-
teur pourrait avoir pour ligand une
nouvelle cytokine jouant un role
important, éventuellement spécifi-
que, dans la régulation de la méga-
caryocytopoiese [7]. En utilisant la
technique de RT-PCR appliquée a
des ARN totaux préparés a partir de
populations purifiées ou enrichies
de cellules hématopoiétiques humai-
nes, des transcrits spécifiques de ¢
mpl ont été mis en évidence dans la
fraction CD34 positive [8], compre-
nant la plupart des progéniteurs du
systeme hématopoiétique, dans les
mégacaryocytes purifiés a partir de
cultures de moelle osseuse et dans

s lcs plaquettes du sang périphérique
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de sujets sains. En revanche, aucun
transcrit n'a été révélé par cette
méthode extrémement sensible dans
des populations de lymphocytes T ou
B, des polynucléaires ou des
monocytes purifiés a partir du sang,
des érythroblastes en cours de matu-
ration, ou des cellules de stroma
médullaire. Récemment, grace a
I'obtention d’un anticorps monoclo-
nal développé par D.Cosman
(Immunex Corporation, Seattle,
USA) qui reconnait le domaine
extracellulaire de ¢Mpl humain,
nous avons visualisé par immuno-
fluorescence la protéine MPL. sur les
mégacaryocytes (figure I) et les pla-
quettes. Pour aborder la fonction de
ce récepteur et orienter vers l'iden-
tification de son ligand, nous avons
utilisé une stratégie d’oligodésoxynu-
cléotides antisens de '’ARN messager
(ARNm). Cette stratégie est basée
sur la démonstration qu’une
séquence antisens d’'un ARNm
s'hybride a la séquence homologue
et forme un double brin
ARNm/antisens qui est probable-
ment déuruit dans le cytoplasme des
cellules par des RNases spécifiques
de ce type de double brin. Plusieurs
oligodésoxynucléotides sens ou anti-
sens non modifiés de 18-mer ont été
synthétisés et testés pour leur capa-
cité a détruire 'ARNm c-mpl dans la
population CD34 positive isolée a
partir de cytophéreses effectuées
chez des patients atteints de myé-
lome et ayant subi une chimiothé-
rapie en vue d'une greffe autologue.
Aprés une incubation de 20 heures
en présence de 10 UM d’oligomers,
deux de ces antisens ont réduit de
plus de 80 % le nombre de trans-
crits c-mpl, alors que les oligonucléo-

tides sens correspondants n’ont eu
aucun effet. Lorsque la population
cellulaire traitée par ces oligodéoxy-
nucléotides a été cultivée dans des
milieux semi-solides dans des condi-
tions de culture permettant la détec-
tion des progéniteurs érythroides
BFU-E (burst forming unit-erythroid) et
des progéniteurs granulomacropha-
giques CFU-GM (colony forming unit-
granulo macrophagic), aucune réduc-
tion significative du nombre des
colonies, ni de leur maturation ter-
minale n’a été observée. En revan-
che, lorsque ces cellules CDD34 posi-
tives ont été cultivées dans des con-
ditions permettant le développement
des colonies issues de progéniteurs
mégacaryocytaires CFU-MK (colony
forming unit-megakaryocytic), les deux
oligodésoxynucléotides antisens con-
duisant a la destruction des trans-
crits ¢mpl ont inhibé de maniére
trés significative et reproductible la
formation des colonies mégacaryocy-
taires, alors que les oligonucléotides
sens correspondants ou que les anti-
sens inactifs n'ont eu aucun effet
biologique.

La régulation de la thrombocyto-
poiése est un mécanisme complexe
dans lequel interviennent de nom-
breuses cytokines ou interleukines
(I1.) dont aucune n’est spécifique de
cette lignée sanguine (IL.3, GM-CSF,
IL6, ILI1, LIF, SCF ou stem cell fac
tor, EPO) [9-11]. A I'exception de la
chaine o de fixation d’'Il-1, les
molécules formant les récepteurs de
haute affinité pour ces différentes
cytokines ont leurs ADNc clonés.
Par comparaison des séquences, on
sait que c-Mpl ne correspond a
aucun d’entre eux. On peut provi-
soirement éliminer la possibilité que
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Figure 1. Marquage par immunofluorescence d’'un mégacaryocyte
humain. La protéine c-Mpl membranaire est mise en évidence par I'anti-
corps monoclonal anti-c-Mpl couplé au FITC (coloration verte). La nature
mégacaryocytaire de la cellule est confirmée par le marquage intracellulaire
avec un anticorps anti-facteur VIl couplé a la phycoérythrine (PE) (colora-

tion rouge).

c-Mpl soit la sous-unité de fixation
d’IL11 pour au moins trois raisons:
il a été montré que: (1) ILI1 agit
sur la formation des colonies éryth-
roides; (2) la gp 130 est la chaine
de transduction du signal mitogéni-
que induit par activation de ce
récepteur ; et (3) grace a la cons-
truction de récepteurs hybrides con-
tenant le domaine intracytoplasmi-
que de c-Mpl et le domaine extra-
cellulaire, soit du récepteur au G-
CSF, soit du récepteur d’'IL4, on sait
que le domaine cytoplasmique de c-
Mpl transduit par lui-méme un
signal de prolifération [5-6]. Par ail-
leurs, de nombreux travaux ont
démontré I'existence d'une activité
spécifique de la lignée mégacaryocy-
taire présente dans le sérum de
malades ou d’animaux thrombocyto-
péniques ainsi que dans les urines
de sujets aplasiques [12-14]. Ces acti-
vités ont été classées, peut-étre arti-
ficiellement, en deux groupes: MK-
CSF  (megacaryocyte-colony stimulating
factor), facteur qui agirait sur la pro-
lifération des progéniteurs meéga-
caryocytaires et TPO (thrombopoiétine),
facteur humoral agissant unique-
ment sur la maturation méga-

m/s n° 1 vol. 10, janvier 94

caryocytaire. Plusieurs publications
ou communications ont rapporté la
purification biochimique de ces
diverses activités. Cependant, et
jusqu’a présent, le clonage molécu-
laire du ou des génes codant pour
cette ou ces activité(s) spécifique(s)
de la mégacaryocytopoiese n'a pas
été publié [15, 16]. Nos résultats
suggerent que le ligand potentiel de
c-Mpl pourrait étre une de ces
activités.

Le clonage moléculaire et la pro-
duction par génie génétique de
nombreux facteurs de croissance
hématopoiétiques ont permis leurs
utilisations a visée thérapeutique
dans les cytopénies secondaires aux
affections malignes et a leurs traite-
ments cytoréducteurs. Certaines ané-
mies sont actuellement traitées avec
efficacité par I'érythropoiétine, per-
mettant de réduire les besoins trans-
fusionnels en globules rouges. De
méme pour la lignée granulomo-
nocytaire, le G-CSF et le GM-CSF
permettent de diminuer la durée de
I'aplasie post-chimiothérapique et
aussi de réduire la morbidité et la
mortalité infectieuses. Cependant, la
correction des thrombocytopénies

reste un probléme majeur, source
de morbidité importante. L'isole-
ment d’'une cytokine stimulant spé-
cifiquement la prolifération et la dif-
férenciation de la lignée méga-
caryocytaire serait un apport impor-
tant pour le traitement des
thrombocytopénies.
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EENE BREVESHEN

BMEN Vers un traitement de
Phémophilie B par thérapie génique.
[’hémophilie B est une maladie
génétique de la coagulation san-
guine liée au chromosome X et
résultant d’une déficience de pro-
duction du facteur IX par le foie.
Elle est moins fréquente que
I’hémophilie A et représente 15 %
des hémophilies. Il n’y a pas actuel-
lement de traitement satisfaisant de
cette maladie car le traitement est
substitutif par du facteur IX obtenu,
soit a partir de produits sanguins
humains, avec risque d’infection
virale, soit par génie génétique, ce
qui est tres couteux. Une nouvelle
voie thérapeutique pour lutter con-
tre cette maladie pourrait étre la
thérapie génique par transfert aux
patients d’'une copie normale et
active du gene. Une douzaine de
groupes ont jusqu’a présent testé
cette approche, utilisant la voie indi-
recte [1]. Le géne normal est intro-
duit dans des cellules en culture
puis, dans un deuxiéme temps, ces
cellules sont transférées a 'animal.
Une équipe américaine dirigée par
SL.C Woo (Houston, Tx) [2] vient
de rapporter une étude dans
laquelle le géne du facteur IX a été
directement introduit dans le foie
de chiens hémophiles B, les chiens
hybrides beagles, qui ne produisent
pas de facteur IX décelable. Kay et
al. ont utilisé une copie fonction-
nelle du géne du facteur IX canin et
I’ont cloné dans un rétrovirus.
Comme les rétrovirus n’insérent leur
matériel génétique que dans des cel-
lules en division, les chercheurs ont
pratiqué une hépatectomie partielle
chez les chiens; en effet, les cellu-
les hépatiques ne se divisent que

s lorsqu’une partie du foie est enlevée
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afin de regenerer l'organe. Ils ont
ensuite injecté aux animaux le rétro-
virus contenant le géne du fac-
teur IX par la veine porte. Sur qua-
tre chiens, I'un est mort pendant
I’étape chirurgicale. En revanche, les
trois autres produisent du facteur IX.
Cette production est de faible quan-
tité puisqu’elle représente 0,1 % de
la production normale mais signifi-
cative car le temps de coagulation
des chiens a diminué de 50 minutes
avant traitement, a 20 minutes apres
la thérapie génique, alors que le
temps de coagulation normal est
compris entre 6 et 8 minutes. Tou-
tefois, fait encourageant, cette pro-
duction de facteur IX persiste neuf
mois apres la thérapie génique. S’il
était possible de multiplier I'effica-
cité de la production du facteur IX
par 10 a 100, la thérapie génique
chez 'homme pourrait étre envisa-
gée. Augmenter 100 fois la produc-
tion de facteur IX aboutirait a une
concentration de seulement 10 % de
la normale, mais bien suffisante
pour aider grandement les patients
hémophiles. Lorsque la concentra-
tion de facteur IX chez ces malades
atteint 1,5 % de la valeur normale,
ils ne présentent que trés rarement
la redoutable complication qu’est
I’hémarthrose. Un des moyens
d’augmenter la production du fac-
teur IX normal serait d’utiliser des
séquences régulatrices plus puissan-
tes que celles rapportées dans cette
étude. Une autre voie serait d’aug-
menter le taux d’infection du rétro-
virus utilisé, ou de choisir un meil-
leur vecteur. L’adénovirus est, évi-
demment, un autre vecteur auquel
pensent de nombreuses équipes tra-
vaillant sur la thérapie génique des
hémophilies ([1-3] et m/s, n°2,

vol. 9, p. 236-8). Clest ainsi que le
laboratoire de S. Woo vient égale-
ment de montrer qu'un ADNc du
facteur IX véhiculé par un tel vec-
teur pouvait efficacement étre intro-
duit dans les hépatocytes in wvivo
aprés administration intra veineuse
[4], et permettre la production de
facteur IX a une concentration thé-
rapeutiquement utile (8 % de la
normale a la 2¢ semaine). Cepen-
dant, cette concentration décline
ensuite progressivement, pour deve-
nir négligeable au bout de 8 a
9 semaines. Une administration a ce
moment d’une nouvelle dose de
vecteur ne permet pas de repro-
duire les résultats initiaux, selon
toute évidence du fait d’'une immu-
nisation dirigée contre la particule
adénovirale ou peut-étre, quoique
moins probablement, le facteur IX.
Par conséquent, beaucoup reste a
faire pour parvenir a une thérapie
génique crédible de I’hémophilie B
humaine, d’autant plus qu’elle
devrait étre mise en ceuvre tot pour
éviter ces complications redoutables
des hémarthroses a répétition que
sont les dégénérescences articulaires.
Pour les hémophilies comme pour
beaucoup d’affections, I’ADN reste
donc un médicament... pour demain

[5].
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