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INTRODUCTION



La Janus kinase 2 (JAK2) est une protéine de type tyrosine kinase impliquée
dans plusieurs voies de signalisation responsables principalement de la survie et de
la prolifération cellulaire.

Les hémopathies malignes sont I’ensemble des cancers du sang et des
organes lymphoides qui résultent d’une altération de la balance physiologique
concernant la prolifération, I'apoptose et la différenciation des cellules sanguines
(augmentation de la prolifération et inhibition de I’apoptose). Ce dysfonctionnement
peut étre consécutif a une expression inadaptée ou a des altérations structurales de
certains genes suite a des mutations ponctuelles ou a des anomalies de structures
telles que les translocations chromosomiques, cela touche Iles cellules
hématopoiétiques. L'anomalie engendre une accumulation de cellules anormales,
clonales et malignes.

Les classifications des hémopathies se sont succédées depuis le début des
années 1970 pour aboutir a une classification internationale consensuelle publiée en
2000 sous I’égide de I’Organisation Mondiale de la Santé qui tient compte du tissu
d’origine de la prolifération lymphoide ou myéloide puis des éléments cliniques,
morphologiques ou histologiques, immunophénotypiques, génétiques et
moléculaires pour définir chaque entité [1].

Les syndromes myéloprolifératifs chroniques (SMP) sont des hémopathies
malignes ayant pour caractéristiques communes une hyperplasie myéloide globale et
une hypersensibilité aux cytokines des progéniteurs hématopoiétiques. Ce sont des
maladies acquises et clonales de la cellule souche hématopoiétique.

La classification des syndromes myéloprolifératifs distingue : la leucémie
myéloide chronique (LMC), la polyglobulie primitive ou maladie de Vaquez, la
thrombocytémie essentielle, la splénomégalie myéloide ou myélofibrose primitive, le

syndrome hyperéosinophilique et des syndromes myéloprolifératifs atypiques [2].
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La mutation JAK2 V617F associée aux syndromes myéloprolifératifs a été
décrite comme un événement génétique fréquent chez la majorité des patients
atteints de polyglobulie de Vaquez, la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose
idiopathique. Cette mutation est caractérisée par un changement d’un nucléotide
(un T pour un G) sur ’exon 14 du gene JAKZ situé sur le chromosome 9, locus
9p24.1, conduisant a une substitution de la valine en phénylalanine en position
d'acide aminé 617 de la protéine JAK2 [3].

L'identification de la mutation JAK2 V617F représente une avancée majeure
dans la compréhension des syndromes myéloprolifératifs non-LMC, méme si les
mécanismes par lesquels une mutation unique aboutit a des phénotypes différents
restent a élucider [4,5].

Sur un plan médical, la découverte de cette mutation permet pour la premiere
fois de réaliser un test diagnostique moléculaire de ces maladies. Ainsi que, les
perspectives de thérapie ciblée, ouvertes en hématologie comme en cancérologie
par les inhibiteurs de tyrosine kinase [6,7], permettent d'espérer a moyen terme la
mise au point d'un médicament spécifique des syndromes myéloprolifératifs JAK2
V617F.

L’objectif de ce travail est de déterminer la prévalence de la mutation JAK2 a
travers une étude portant sur les dossiers des malades dans le laboratoire de
génétique médicale et d’oncogénétique et le service de Médecine Interne du CHU
Hassan Il de Fes et présentant des syndromes myéloprolifératifs documentés par des
données cliniques et biologiques, ainsi que d’identifier son impact clinique au cours
de sa présence, et ses éventuelles implications dans I’établissement du diagnostic et

les progres thérapeutiques.
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HEMATOPOIESE



. Généralités :

L’hématopoieése est l'ensemble des phénomenes qui concourent a la
fabrication et au remplacement continu et régulé des cellules sanguines du sang
périphérique : les globules rouges ou hématies, les différentes familles de globules
blancs ou leucocytes et les plaquettes.

C'est un phénomeéne physiologique, dynamique et continu qui assure une
production quotidienne de 10 000 milliards de cellules sanguines.

L’hématopoiese, chez I’homme, débute au niveau du tissu conjonctif
embryonnaire jusqu’au 2eme mois, puis se retrouve au niveau du foie feoetal et
devient médullaire a partir du 4 eéme mois. Aprés la naissance, le siége de
I’hématopoiese est essentiellement dans la moelle osseuse.

Toutes les cellules sanguines sont produites a partir d’'une méme cellule
indifférenciée : la cellule souche hématopoiétique (CSH). Cette cellule a deux
propriétés essentielles : 'auto-renouvellement et le pouvoir de différenciation. [8,9].

L'hématopoiese doit étre controlée tres finement afin de maintenir, en dépit
des variations de consommation importantes liées a des circonstances
pathologiques, comme une hémorragie, nécessitant la production rapide de globules
rouges ou une infection, impliquant la production de globules blancs. Cette
régulation repose sur des mécanismes cellulaires et humoraux (facteurs de
croissance) qui peuvent étre stimulateurs ou inhibiteurs de I'hématopoiese [10].

La dérégulation de I'homéostasie hématopoiétique peut étre a l'origine des
hémopathies malignes. Ce dysfonctionnement peut étre consécutif a une expression
inadaptée ou a dés altérations structurales de certains génes suite a des mutations
ponctuelles ou a des anomalies de structures telles que les translocations

chromosomiques [8,9].
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ll. Compartiments hématopoiétiques [11,12] :

Dans I’hématopoieése, quatre compartiments cellulaires peuvent étre définis :
dans la moelle osseuse les cellules souches hématopoiétiques multipotentes, les
progéniteurs et les précurseurs sont présents ainsi que les cellules matures qui vont

passer dans le sang (Figure 1).

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) : cellules primitives ayant un
haut pouvoir de prolifération, en effet elles sont capables de se renouveler, ce qui
permet le maintien d’un nombre constant de cellules souches, et de se différencier,
ce qui assure le renouvellement des cellules sanguines qui meurent

physiologiquement aprées un certain délai.

Les progéniteurs : ce sont des cellules capables de se proliférer sans s'auto-
renouveler et de se différencier, elles sont habituellement déterminées et déja
engagées vers une seule lignée cellulaire. Elles ont la particularité de subir de
nombreuses divisions entre la cellule souche qui leur a donné naissance et les
cellules différenciées, et de subir une différenciation progressive, qui va permettre a
partir d’une cellule souche totipotente de donner une cellule irréversiblement
destinée a se différencier en cellule de la lignée lymphoide ou myéloide. La cellule
lymphoide peut se différencier vers les deux types de lymphocytes B et T. La cellule
myéloide, appelée CFU-GEMM (Colony Forming Unit Granulocyte, Erythroid,
Macrophage, Megakaryocyte) ou CFU-Mix est a l'origine des autres lignées

granuleuses, érythroides, macrophages et mégacaryocytaires.

Les précurseurs : cellules déja reconnaissables morphologiquement,
correspondant a des cellules en cours de maturation avant leur passage dans la

circulation sanguine.
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Les cellules matures : cellules terminales, matures et fonctionnelles vont

passer dans la circulation sanguine : polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et

basophiles, hématies, plaquettes, lymphocytes et monocytes.

Vs >
s O gt - ——-
progéniteur B
e @ — @O — ' — & |

CFU-E

\%S“o—»

CFU-G
crucn ™ @) — - _— ’ ) I

CFU-GEMM
CFU-M
CFU-Eo
CFU-B
- PROGENITEURS
Figure 1 : Schéma de I’hématopoiese.
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lll. Différentiation des cellules souches hématopoiétiques :

Deux voies principales constituent ’hématopoiese normale :

- La myélopoiese comportant [I’érythropoiése, la granulopoiese, la
monocytopoiese et la thrombocytopoiese.

- La lymphopoiese.

1. Erythropoiese :

L’érythropoiese prend naissance a partir d’'une putative cellule souche
hématopoiétique. Celle-ci va s’engager dans une voie de différenciation myéloide,
vers un progéniteur multipotent appelé CFU-GEMM qui va ensuite se différencier
vers un progéniteur restreint dans la voie érythroide appelé BFU-E (Burst Forming
Unit Erythroid). Le BFU-E va proliférer et se différencier par étapes successives pour
aboutir a la formation de précurseurs érythroblastiques morphologiquement
reconnaissables au niveau médullaire (érythroblastes) et de globules rouges matures
dans le sang périphérique (figurel). L’engagement des progéniteurs multipotents
vers la voie érythroide semble s’effectuer grace a une combinaison d’expression de
facteurs de transcription et en particulier du facteur GATA-1 qui permet la
régulation positive des promoteurs des genes érythroides comme la glycophorine,

I’hémoglobine et le récepteur a I’érythropoiétine (Epo).

Plusieurs facteurs de croissance agissent a différents niveaux. Deux facteurs
semblent étre indispensables, le stem cell factor (SCF) pour les phases précoces
jusgu’au stade CFU-E et I’érythropoiétine a partir des BFU-E tardifs jusqu’au stade

des érythroblastes [13].
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2. Granulopoiése :

La granulopoiese est I’ensemble des mécanismes qui permet la production de
granulocytes qui sont des cellules dont le cytoplasme est riche en granulations, c’est
ce qu’on appelle autrement les polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et

basophiles.

Les granulocytes naissent dans la moelle osseuse a partir des cellules souches
déterminées stimulées par certains facteurs parmi lesquels le CSF (Cell Stimulating

Factor) qui joue un rble important.

La premiere cellule granuleuse identifiable est le myéloblaste. Aprés quatre a
cing mitoses et a la suite de phénomeénes de maturation dominés par I’élaboration
de granulations spécifiques, le myéloblaste aboutit au polynucléaires. Des criteres
surtout morphologiques ont permis de distinguer plusieurs stades : myéloblaste,
promyélocyte, myélocyte, métamyélocyte qui, sans se diviser, se différencit en
polynucléaire (figurel). Le polynucléaire quitte le secteur médullaire et gagne le
secteur vasculaire ou I'on distingue deux sous secteurs ou compartiments : 'un
constitué par des polynucléaires circulants, I'autre par des polynucléaires marginés
(adhérents aux parois des petits vaisseaux). Ces polynucléaires sanguins vont

ensuite gagner le secteur tissulaire ou ils accompliront leurs fonctions [14].

Les granulations, également appelées lysosomes, ont un role essentiel dans la
fonction des lignées granuleuses apres la phagocytose. Ce sont elles qui donnent

leur spécificité aux différentes lignées neutrophile, basophile, éosinophile [15].
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3. Monocytopoiése :

Les monocytes—-macrophages constituent le systeme de phagocytes
mononucléés, autrefois appelé systéme réticulo-endothélial ou systeme réticulo-

histiocytaire. lls font partie des cellules de I'immunité innée dite non spécifique.

La CFU-GM médullaire est commune aux lignées monocytaire et
granulocytaire. Les CFU-GM continuent a se multiplier et sous l'effet du M-CSF
évoluent en Monoblastes-Promonocytes encore appelés monocytes immatures
(figurel), ce sont les premieres cellules morphologiquement reconnaissables. Dans
la moelle osseuse, les promonocytes se multiplient tout en continuant leur
différenciation. Lorsque la maturation cellulaire est suffisante (en 24 a 48 h), les
monocytes quittent la moelle osseuse et se retrouvent dans le sang. Les 3/4 des

monocytes du compartiment vasculaire sont marginés [16].

Les monocytes ont dans le sang une demi-vie bréve (3 jours). lls vont se
localiser ensuite dans des territoires stratégiques (ganglions, rate, séreuses), ce qui
leur permet de s'infiltrer dans les divers tissus ou ils deviennent des macrophages.
Au niveau des tissus, les macrophages adoptent des caractéristiques
morphologiques spécifiques de l'organe de résidence (cellules de Kupffer du foie,

histiocytes du tissu conjonctif..).

Les macrophages ont des fonctions métaboliques. Leur rble est essentiel dans
les processus d'épuration de l'organisme. Avec leurs propriétés de sécrétion et de
phagocytose, ils interviennent avec efficacité au niveau de la défense spécifique et

au niveau de la défense non spécifique.
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4. Thrombocytopoieése :

Le mégacaryocyte, précurseur médullaire des plaquettes provient lui méme de
la différenciation de la CSH multipotente, qui a travers différentes étapes de
détermination va restreindre sa potentialité vers une cellule purement engagée dans
la lignée mégacaryocytaire : le progéniteur mégacaryocytaire, cellule 2N capable de
proliférer et, a un moment donné, va commuter son mécanisme de multiplication
vers une polyploidisation, processus appelé endomitose [17]. D’une facon quasi
synchrone, le progéniteur mégacaryocytaire se différencit en promégacaryoblaste

puis en mégacaryoblaste.

Le mégacaryoblaste se différencie successivement en mégacaryocyte
basophile, en mégacaryocyte granuleux puis en mégacaryocyte thrombocytogene et
va commencer a synthétiser les protéines plaquettaires, responsables
essentiellement de leurs fonctions hémostatiques et thrombotiques. Cette
maturation cytoplasmique va s’accélérer apres l'arrét des endomitoses avec le
développement des organelles importantes du mégacaryocyte : les membranes de
démarcation, invagination de la membrane cytoplasmique et les granules. Le
mégacaryocyte a la fin de sa maturation forme de longues extensions appelées
proplaquettes par déroulement des membranes de démarcation qui se fragmentent

pour donner des plaquettes [18].
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5. Lymphopoiése [15] :

La différenciation des cellules lymphoides est, dans une certaine mesure,
beaucoup mieux connue que leur multiplication. Par rapport aux cellules myéloides,
les cellules lymphoides sont en effet physiologiquement caractérisées par
I'importance des échanges intercellulaires. Ces échanges, appelés aussi coopération,
nécessitent la présence a la membrane cellulaire de molécules spécifiques. Ces
molécules sont antigéniques, et les anticorps monoclonaux ont permis de décrire
toute une série de molécules membranaires dont l'apparition ou la disparition

caractérise une étape de la différenciation lymphoide.

Une premiere différenciation tres précoce se fait entre la cellule lymphoide B
(qui va, au terme de sa maturation, fabriquer des anticorps) et la cellule
lymphoide T. La désignation B vient de la « bourse de Fabricius », qui est I'organe de
production des cellules lymphoides B chez les oiseaux. La lettre T vient de thymus,

organe de production et de différenciation des cellules lymphoides T.

Les cellules lymphoides B se  différencient successivement en
lymphoplasmocytes, puis en plasmocytes et sécretent successivement des

immunoglobulines IgD et IgM puis IgG - IgA ou IgE.

Les cellules lymphoides T se différencient ultérieurement en cellules dites
auxiliaires (en anglais : helper), caractérisées par la molécule de membrane T 4, et
cellules T tueuses ou suppressives, caractérisées par la molécule de membrane T 8.
Une autre catégorie de cellules T sont les cellules NK (pour natural killer), cellules T
primitives dont les fonctions sont mal connues et qui tuent sans stimulus

antigénique préalable.
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IV. Réqulation de I’lhématopoieése :

1. Microenvironnement :

Le microenvironnement constitue un milieu indispensable au maintien, a
I’engagement et a la différenciation des cellules hématopoiétiques. Il est constitué

de cellules stromales et d’une matrice extracellulaire. Les cellules stromales sont a

Q-

I'origine de la sécrétion de nombreux facteurs de croissance indispensables
I’hématopoiese. La matrice extracellulaire est constituée de protéines qui permettent

I’ladhésion des cellules hématopoiétiques.

L’interaction entre les cellules hématopoiétiques et le stroma médullaire est
indispensable pour le maintien de I'auto-renouvellement et la survie des cellules
hématopoiétiques. Elle se fait via des cytokines, dites hématopoiétiques, des

chimiokines et des facteurs de croissance de colonies [19].

2. Vitamines et oligoéléments :

Des vitamines et oligoéléments sont indispensables a I'hématopoiese:
« vitamine B12 et acide folique qui sont nécessaires a la synthese de I'ADN et
donc a la division cellulaire.

» fer, indispensable a I'érythropoiese pour la synthése de I'hémoglobine.

3. Facteurs de croissance :

Les facteurs de «croissance sont des glycoprotéines qui agissent
principalement de maniere paracrine et qui modulent de facon positive ou négative

la prolifération, la différenciation et la survie des cellules hématopoiétiques.
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3.1. Facteurs positifs de I’hématopoiese :

3.1.1 Facteurs synergiques ou de promotion :

lls agissent, en présence des CSF, sur les précurseurs hématopoiétiques et les
cellules souches. IL-1, IL-6 et LIF (Leukemia Inhibitory Factor) ou encore le Stem Cell
Factor (SCF) ont un réle important dans I’entrée en cycle des cellules en présence de

certains CSF [20].

3.1.2 Facteurs multipotents :

Ce sont principalement I'lL-3 et le GM-CSF (Granulocyte/Monocyte-CSF) pour
les progéniteurs myéloides. lls agissent sur les cellules souches les plus immatures
apres sensibilisation par les facteurs synergiques et ils permettent la survie, la

prolifération et la différenciation des cellules souches.

3.1.3 facteurs restreints ou spécifiques de lignée :

lls agissent sur les cellules souches engagées dans une voie de différentiation
et favorisent la multiplication cellulaire et la maturation des précurseurs. Ce sont
principalement : EPO (lignée érythroide), TPO (lignée mégacaryocytaire), G-CSF
(lignée granuleuse neutrophile), M-CSF (lignée monocytaire), I'IL-5 (lignée

éosinophile), I'lL-4 lignée basophile), I'IL-7 (lignée lymphocytaire).

3.2. Facteurs négatifs de I’hématopoiese :

Les principaux facteurs de croissance régulant négativement I’hématopoiese

sont :

- TGF-B1 (Transforming Growth Factor B) est I'isoforme majoritairement

retrouvé au cours de I’hématopoiese. Il  diminue la prolifération des
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progéniteurs précoces in vitro et maintient I’état quiescent des cellules
souches in vivo [21].

- Le TNFx (Tumor Necrosis Factor «) est un facteur de croissance non
hématopoiétique synthétisé par les monocytes et les lymphocytes T. Il a un
role bidirectionnel en fonction des facteurs de croissance présents. In vivo,
il inhibe I’érythropoiese et stimule la myélopoiéese [22].

4. controle génétigue de I’lhématopoiése :

Il s’agit de facteurs de transcription qui favorisent la différentiation des

progéniteurs hématopoiétiques dans un lignage particulier.

Quelle que soit la voie de transduction du signal mise en jeu, elle aboutit a
une régulation génétique des facteurs de transcription qui vont orienter la réponse
cellulaire, en termes d’auto renouvellement, de différentiation, de prolifération,
d’apoptose, de sénescence, de migration ou encore d’adhésion. Ces choix cruciaux
se font via la combinaison de nombreux facteurs de transcription, s’antagonisant ou
synérgisant souvent les uns les autres, exprimés a des stades de différentiation

particuliers et permettant de diriger les cellules vers un lignage spécifique [23].
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HEMOPATHIES

MALIGNES



|. Définition :

Les hémopathies malignes sont I’ensemble des cancers du sang et des
organes lymphoides. Elles résultent d'anomalie de la balance physiologique
concernant la prolifération, I’apoptose et la différenciation des cellules sanguines
matures (responsables d’hémopathies chroniques) ou immatures (entrainant les
hémopathies aigues) [24]. Donc le principe est que pour un compartiment cellulaire
donné: la balance entre la prolifération et la mort cellulaire sera altérée lors d'une
hémopathie maligne. Cette altération est soit une diminution de la mort cellulaire

soit une augmentation de la prolifération cellulaire.

Cela touche les cellules hématopoiétiques. L'anomalie engendre une

accumulation de cellules anormales, clonales et malignes [25].

Mort cellulaire Prolifération Regénération.
Dhafférenciation ' cellulaire De'\'eloppenlentl
Tumeurs
Mort cellulaire Prolifération
Daffé 1ats cellulaire
N — Renouvellement]
A /Homéostasie
Regénération.
Mort cellulage
— Prolifération -
. el Développement
Diafferenciation —
A Tumeurs

Figure2 : I'altération de la balance physiologique concernant la prolifération,

I’apoptose et la différenciation lors des hémopathies malignes.
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La cytogénétique conventionnelle, moléculaire et la biologie moléculaire ont

Q-

transformées notre capacité a caractériser les hémopathies malignes et
comprendre les processus qui les induisent. Ces techniques aident au diagnostic, a
I’évaluation du pronostic et au suivi du malade apres le traitement. Sur un plan plus
fondamental, I'analyse structurale et fonctionnelle des genes dérégulés dans les
leucémies et les lymphomes a beaucoup amélioré notre compréhension des

mécanismes, a la fois oncogéniques et physiologiques [26].

Il. Circonstances favorisant la survenue d'une hémopathie

maligne : [27,28]

- L'exposition a des produits toxiques tels que le benzeéne, pesticides, Oxyde
d’éthylene, Formaldéhyde, Trichloréthyléne, ou encore les hydrocarbures
aromatiques entrainent I'augmentation de l'incidence des hémopathies. [29]

- Les hémopathies peuvent étre secondaires a des chimiothérapies. Ces
dernieres peuvent induire une leucémie aigilie secondaire en agissant sur le
matériel génétique, pouvant ainsi entrainer un processus de cancérisation.

- Les radiations ionisantes (accidentelles ou professionnelles) : il arrive que
certaines hémopathies malignes soient provoquées par une irradiation
iatrogene (radiothérapie). L'irradiation peut induire une myélodysplasie
secondaire a cette thérapeutique, mais il faut savoir faire le choix entre le

bénéfice espéré et le risque potentiel.

Les champs électromagnétiques.

Certains terrains sont plus propices a développer des hémopathies

malignes:

Le terrain génétique tel que la Trisomie 21;

L’anomalie de réparation de I'ADN;
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L’hématologie lymphoide: tout ce qui intervient sur le systeme lymphoide
modifie I'incidence des hémopathies malignes.

L'infection virale chronique: L'EBV, responsable de la mononucléose
infectieuse (maladie fréquente), peut persister éventuellement dans
I'organisme et provoquer parfois la stimulation chronique du systéme
lymphoide pouvant étre a I'origine des lymphomes.

L'immunodépression viro-induite due au VIH ou thérapeutique (lors d'une
greffe d'organe et de moelle, on provoque une immunodépression chez le
receveur afin d'éviter le rejet du greffon) favorisent I'apparition des

lymphomes.

lll. Classification des hémopathies malignes : [30,31]

Les classifications des hémopathies se sont succédées depuis le début des

années 1970 pour aboutir a une classification internationale consensuelle publiée en

2000 sous I’égide de I’Organisation Mondiale de la Santé. Cette classification est en

fonction de :

La lignée hématopoiétique atteinte (lymphoide ou myéloide),
Leur évolution (aigué ou chronique),
Les éléments cliniques, morphologiques ou histologiques,

immunophénotypiques, génétiques et moléculaires.

1. Hémopathies malignes du tissu myéloide :

On distingue quatre grandes catégories de proliférations myéloides :

Les syndromes myéloprolifératifs chroniques,

Les syndromes myélodysplasiques,

Une catégorie regroupant des entités intermédiaires dénommée «
syndromes myélodysplasiques/myéloprolifératifs »

Les leucémies aigués myéloides.
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Tableaul: Hémopathies malignes du tissu myéloide selon les classifications ICD-O-

3 (OMS).

ICD-0-3 Hémopathies myéloides

Syndromes myéloprolifératifs chroniques

9875/3 Leucémie myéloide chronique
9950/3 Polyglobulie de Vaquez
9962/3 Thrombocytémie essentielle
9961/3 Splénomégalie myéloide
Syndromes myélodysplasiques
9980/3 Anémie réfractaire
9982/3 Anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne
9983/3 Anémie réfractaire avec exces de blastes
9986/3 Syndrome 5q -
9985/3 Cytopénie réfractaire avec dysplasies multilignées
Syndromes myélodysplasiques / myéloprolifératifs
9945/3 Leucémie myélomonocytaire chronique
9946/3 Leucémie myélomonocytaire chronique juvénile
9876/3 Leucémie myéloide chronique atypique

Leucémies aigués myéloides
Avec anomalies cytogénétiques récurrentes

9896/3 t (8;21) (g22;922), (AML1/ETO)

9866/3 t (15;17) (q22;912), (PML/RARa) (LAM3)

9871/3 inv(16) (p13g32) ou t(16;16) (p13;922) (CBFb/MYH11)

9897/3 anomalie du 11g23 (MLL)

9895/3 Avec dysplasies multilignées

9920/3 Secondaires a des traitements (par des agents alkylants, par
des inhibiteurs de la topoisomérase Il, Autres)

9872/3 LAM peu différenciée (MO)

9873/3 LAM sans maturation (M1)

9874/3 LAM avec maturation (M2)

9867/3 LA myélomonocytaire (M4)

9891/3 LA monoblastique (M5)

9840/3 L’érythroblastique (M6)

9910/3 LA mégacaryoblastique (M7)

9870/3 LA a basophiles

9931/3 Panmyélose aigué avec myélofibrose

9930/3 Sarcome granulocytaire

9805/3 LA avec ambiguité de lignée
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2. Hémopathies malignes du tissu lymphoide : [32, 33, 34]

Dans le tissu lymphoide, on distingue les proliférations développées a partir
des cellules lymphoides B des celles développées a partir des cellules lymphoides T
ou Natural-Killer. Les différentes formes de lymphomes de Hodgkin restent classées
a part, bien qu’ayant une origine lymphoide B, en raison de leurs caractéristiques
cliniques et histopathologiques trés particulieres. Au sein des proliférations B ou T,
il faut distinguer les proliférations développées a partir de cellules immatures
donnant des leucémies aigués ou des lymphomes Ilymphoblastiques, des
proliférations développées a partir des cellules matures qui sont de loin les plus

nombreuses et les plus variées.
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Tableau2: Hémopathies malignes du tissu lymphoide selon les classifications

ICD-0-3 (OMS).
ICD-0-3 hémopathies lymphoides
9727-8/3, Leucémies aigués lymphoblastiques/lymphomes
lymphoblastiques
9835-6-7/3 Hémopathies B matures

9670/3,9823/3

9833/3

9689/3

9940/3

9732/3

9762/3

9699/3

9699/3
9690-1-5-8/3
9680/3
9687/3, 9826/3

9834/3
9831/3
9827/3
9700/3
9701/3
9718/3
9708/3
9719/3
9709/3
9714/3
9650/3 a 9667/3

Leucémie lymphoide chronique/lymphome
lymphocytique
Leucémie prolymphocytaire B
Lymphome splénique a lymphocytes villeux
Leucémie a tricholeucocytes
Myélome multiple et variant
Maladies des chaines lourdes
Lymphome associé aux muqueuses : MALT
extranodal
Lymphome de la zone marginale nodal
Lymphome folliculaire
Lymphome diffus a grandes cellules B
Lymphome de Burkitt
Hémopathies T/NK matures
Leucémie prolymphocytaire T
Leucémie a lymphocytes a grains T
Leucémie/lymphome T de I'adulte (HTLV1)
Mycosis fongoide
Syndrome de Sezary
Atteintes cutanées primitives CD30+
Lymphome T sous-cutané de type panniculite
Lymphome T/NK extra-nodal de type nasal
Lymphomes T cutanés autres
Lymphome T ou nul anaplasique a grandes cellules
Lymphomes de Hodgkin
Lymphomes de Hodgkin classiques
Lymphome de Hodgkin nodulaire a prédominance
lymphocytaire
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IV.Différentes hémopathies malignes :

1. Hémopathies myéloides :

1.1. Syndromes myéloprolifératifs :

Les syndromes myéloprolifératifs (ou SMP) sont des maladies chroniques
caractérisées par une prolifération clonale des cellules myéloides avec une
conservation de leur capacité de différenciation. L’anomalie moléculaire somatique a
I’origine des SMP touche une cellule souche myéloide avec des conséquences plus
ou moins spécifiques sur les lignées érythroides (Polyglobulie de Vaquez),
granulocytaires (leucémie myéloide chronique) et mégacaryocytaires
(Thrombocytémie essentielle). Les SMP peuvent, au cours de leur évolution naturelle,

se transformer en leucémie aigue avec arrét de la différenciation cellulaire [35].

1.1.1. Historique des syndromes myéloprolifératifs :

La plupart des affections malignes regroupées aujourd’hui au sein des
syndromes myéloprolifératifs ont été décrites dans la deuxieme partie du XIXe siecle
; C’est le cas de la leucémie myéloide chronique (LMC), de la myélofibrose primitive
(MP) aussi appelée splénomégalie myéloide et de la polyglobulie de Vaquez (PV) [36].
II a fallu attendre la premiere moitié du XXe siecle pour que la thrombocytémie
essentielle (TE) soit décrite et pour que le concept de SMP soit développé par William
Dameshek [37].

- Les années LMC :

La seconde moitié du XXe siecle a permis des avancées majeures dans la
description du marqueur moléculaire de la maladie, la leucémogenese BCR-ABL et la
thérapie moléculaire ciblée de la LMC : I’ere chromosomique. La LMC est liée a la

présence de la translocation t (9 ; 22), a I'origine du chromosome de Philadelphie.
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Cette anomalie chromosomique entraine la présence dans la cellule d’une protéine
de fusion, la protéine BCR-ABL responsable de la maladie [38].

- La mutation JAK2 V617F :

En 2005, quatre équipes indépendantes ont identifié une mutation de la
protéine JAK2 (JAK2 V617F) présente chez une majorité de patients atteints de PV,
de TE et MP. La découverte de la mutation JAK2 V617F a completement modifié le
diagnostic des PV et permet désormais, non seulement une meilleure
compréhension des voies métaboliques conduisant a la pathologie, mais aussi le
développement d’une thérapie moléculaire ciblée associée a un suivi moléculaire

performant [39, 40, 41, 42].

I
1839,1845 » Description de la leucémie myéloide chronique (Alfred Donné, John Hughes
Bennet, Robert Virchow)
1879 > Description de la myélofibrose primitive (Gustav Heuck )
1892 » Description de la polyglobulie de Vaquez (Louis Henri Vaquez )
1934 » Description de la thrombocytémie essentielle (Emil Epstein et Alfred Goedel)
1951 > Entité « Syndromes Myéloprolifératifs » (William Dameshek )
1960 » Description du chromosome Philadelphie (Peter Nowell et David Hungerford )
1973 » Caractérisation du chromosome Philadelphie (Janet Rowley)
1980-1990 » Caractérisation de | anomalie moléculaire BCR-ABL et de ses conséquences
1996 » Découverte de | imatinib
2005 » |dentification de la mutation JAK2 V617F

v

Figure 3: Découvertes majeures dans les syndromes myéloprolifératifs.

1.1.2. Leucémie myéloide chronique :

C’est une prolifération myéloide monoclonale sans blocage de la maturation
prédominant sur la lignée granuleuse au niveau médullaire et splénique. Elle évolue,

en I'absence de traitement, en trois phases : une phase chronique d’une durée de
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trois a quatre ans, une phase d’accélération d’une dizaine de mois et enfin une
phase de transformation en leucémie aigué (ou phase blastique) de survenue
inéluctable et fatale. La LMC posseéde une anomalie chromosomique acquise tres
caractéristique: la translocation t (9;22) (q34;q11).
La LMC représente environ 15 % des leucémies de |'adulte. Elle a une

incidence d’un nouveau cas pour 100 000 habitants [43].

Le géene BCR-ABL :

Les remaniements entre les genes BCR (chromosome 22) et ABL (chromosome
9) ont pour conséquence la formation du géne chimérique BCR-ABL sur le
chromosome 22qg- (chromosome Philadelphie ou Ph) et du gene réciproque ABL-BCR
sur le chromosome 9qg+ (Figure2). Il est admis que ces événements moléculaires ont

lieu au sein de la cellule souche hématopoiétique pluripotente [44].

[Chromoson
romosome 9 Chromosome 9g+

Chromosome 22q-

Chromosome 22 Philadelphie ou Ph1
8
; . Geéne
1(9:22)(g34:q11)
R-A
Geéne < > %%’::? Géne BCR-ABL
ABL ABL-BCR

Figure 4: La translocation t (9;22) (q34;q11).

Oncogenése induite par Bcr-Abl :

Si la protéine Abl effectue des navettes entre le noyau et le cytoplasme,
I’'oncoprotéine Bcr-Abl est exclusivement cytoplasmique. Lors de la translocation t
(9;22), il y a perte de I'extrémité N-terminale d’Abl impliquée dans I'autoinhibition
de Pactivité tyrosine kinase [45]. De plus, la partie Bcr de Bcr-Abl est a I'origine de
dimeres ou de tétrameres Bcr-Abl qui facilitent I'autophosphorylation de
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I'oncoprotéine et son activation. La juxtaposition de Bcr a Abl a ainsi pour
conséquence majeure |'activation constitutive de la fonction tyrosine kinase d’Abl
[45]. La phosphorylation d’un grand nombre de substrats par la protéine p210BCR-
ABL est directement responsable des caractéristiques de cette cellule leucémique. La
protéine Bcr-Abl active différentes voies de signalisation impliquées dans la
prolifération cellulaire et la différenciation (voies mitogéniques de Ras et des
MAPKinases, voie de la PI3K (ou Phosphatidyl Inositol-3 kinase), voie de JAK/STAT,
Myc. . .) [46]. Bcr-Abl est aussi capable d’inhiber ’apoptose en activant notamment
la voie PI3K/Akt et la voie JAK/STAT, en particulier STATS5 et STAT3 [47].
L’oncoprotéine Bcr-Abl est également impliquée dans la dérégulation de
protéines de réparation de I’ADN et de protéines inhibitrices d’Abl en induisant leur
dégradation via le protéasome [48]. Enfin, l'instabilité génétique est l'une des

caractéristiques majeures des cellules Bcr-Abl [49].

1.1.3. Polyglobulie de Vaguez :

- Définition :

La polyglobulie de Vaquez (PV) (ou polyglobulie primitive ou maladie de
Vaquez), est une affection rare décrite par Louis Vaquez en 1892. Il s’agit d’une
hémopathie maligne clonale qui appartient a la catégorie des SMP chroniques,
conséquence de [l'atteinte de la cellule souche hématopoiétique multipotente
devenue hypersensible a I’érythropoiétine secondairement a la mutation du géne
d'une protéine de la transduction du signal : Janus Kinase 2. Il en résulte une
hyperplasie des trois lignées myéloides prédominant sur la lignée érythroblastique
avec une augmentation du nombre absolu des hématies ou polycythémie, de

I’hématocrite et du volume sanguin total [50,51].
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- Epidémiologie :
Son incidence annuelle est de 3-5 pour 100000 habitants par an. Il existe une
légere prédominance masculine [52]. C’est généralement une maladie des personnes

agées [50,53].

- Bases moléculaires de la maladie de Vaquez :

L’anomalie moléculaire a I'origine de la maladie est restée inconnue jusqu’ici.
Mais, par analogie a la LMC, il est probable que I’activation anormale d’une tyrosine
kinase puisse étre impliquée [54].

Les travaux ont permis de proposer que la mutation JAK2 V617F soit
I’évenement moléculaire primaire et suffisant pour entrainer le développement d’une

polyglobulie primitive.

- Manifestations cliniques :

La symptomatologie clinique débute de maniere insidieuse. Les signes
fonctionnels sont dominés par les manifestations neurologiques, on peut observer
des céphalées, vertiges, acouphénes, troubles visuels, syncopes. Des manifestations
neurologiques plus séveres (monoplégie, hémiplégie, aphasie), en rapport avec une
ischémie cérébrale sont possibles. Une hypertension artérielle est habituelle [50]. On
peut observer également un prurit généralisé, classiquement apres exposition a
I’eau chaude (prurit aquagénique), une érythrose cutanéo-muqueuse, prédominant
au niveau de la face et aux extrémités des membres [51, 55]. Une splénomégalie
modérée est palpable cliniquement ou retrouvée a I’échographie dans 75 % des cas,
parfois associée a une hépatomégalie réguliere [50].

Les complications les plus fréquentes sont de type thrombotiques et
hémorragiques. Les complications thrombotiques peuvent étre des thromboses

veineuses profondes, cérébrales, une ischémie myocardique, un syndrome de Budd-
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Chiari, ou une ischémie mésentérique. Les complications hémorragiques sont
typiqguement a type d’épistaxis, de gingivorragies, ou des hémorragies gastro-

intestinales [56].

- Examens paracliniques :

Hémogramme :

Dans la plupart des cas ’hémogramme montre un nombre de globules rouges
supérieur a 6 T/l avec un taux d’hémoglobine entre 18 et 24 g/dl chez ’lhomme et
supérieur a 16 g/dl chez la femme et un hématocrite supérieur a 0,55 (0,48 chez la
femme). Le signe d’appel le plus fiable est I’hématocrite. le nombre des réticulocytes
n’est pas significativement augmenté, sauf en cas d’hémorragie. Une polynucléose
neutrophile modérée est habituelle avec une thrombocytose [57, 58, 59].

Myélogramme et biopsie ostéo-médullaire :

Le myélogramme est peu informatif. Le frottis est difficile a étaler et souvent
légerement hémodilué. Il montre au début une moelle riche équilibrée avec une
maturation normale des lignées myéloides et parfois une augmentation du rapport
érythroblastes / granulocytes. Les mégacaryocytes sont volontiers de grande taille a
noyau hyperlobé.

La biopsie ostéo-médullaire (BOM) est beaucoup plus informative et permet
dans 96% des cas d’éliminer les polyglobulies secondaires. Elle montre une moelle
riche avec une hyperplasie érythroide. Les mégacaryocytes de grande taille et a
noyau polylobé tendent a se regrouper autour des sinusoides médullaires. Les
vésicules adipeuses sont raréfiées. La trame réticulinique est habituellement

normale au début. Une myélofibrose peut s’observer avec I’évolution [53].
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Mesure de la masse sanguine :

La mesure isotopique de la masse sanguine permet d’affirmer la polyglobulie
et d’éliminer une hémoconcentration. Elle comporte la mesure du volume globulaire
total (VGT) [53,60].

Dosage de I'Epo sérique :

La grande majorité de personnes ayant la maladie de Vaquez ont un taux bas
d’Epo mais il peut aussi étre normal [53].

Autres examens hématologiques et biochimiques :

La vitesse de sédimentation des hématies est tres basse ou quasi nulle a cause
de I’hyperviscosité sanguine. Le bilan d'hémostase est perturbé. La vitamine B12
sérique est augmentée et le fer sérique est souvent abaissé. La LDH
(lacticodéshydrogénase) et I'uricémie sont augmentées dans 50% des cas a cause du
syndrome myéloprolifératif [50].

Culture de progéniteurs érythroides :

Elle permet d’affirmer le caractére primaire de la polyglobulie. Dans la PV, on a
une hypersensibilité voire une indépendance des progéniteurs érythroides vis a vis
de I'Epo. Sa spécificité est proche de 100% [53].

Caryotype et recherche de la mutation JAK2 :

Les aberrations génétiques les plus souvent rencontrées comprennent une
délétion ou une translocation du chromosome 20, la trisomie 8 et la trisomie 9. Ces
caryotypes sont aussi observés chez des patients qui présentent d’autres syndromes
myéloprolifératifs et myélodysplasiques [53].

La découverte récente de la mutation du gene de JAK2 a probablement une

valeur diagnostique et pronostique de la maladie de Vaquez [61].
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- Diagnostics différentiels :

Le diagnostic de la PV nécessite d’écarter les fausses polyglobulies, les
polyglobulies secondaires par hémoconcentration, les autres syndromes
myéloprolifératifs et les pseudopolyglobulies microcytaires [53].

- Traitement et évolution : [50, 51, 57]

La survie médiane est de lI'ordre de 18 mois en l'absence de traitement,
principalement liée aux complications thrombotiques, mais elle est supérieure a 10
ans avec les schémas thérapeutiques actuels.

Dans les trois premiéres années suivant le diagnostic, ce sont essentiellement
les complications thrombotiques qu’il faudra appréhender au mieux, car elles
constituent la premiere cause de mortalité. Les déces par complications
hémorragiques sont beaucoup moins fréquents.

C’est souvent apres la dixieme année que diverses modifications
hématologiques vont apparaitre. Dans une partie des cas, la polyglobulie est suivie
d’une anémie avec déformation érythrocytaire (hématies en larme,
anisopoikilocytose), une hyperleucocytose d’importance variable et une
érythromyélémie modérée. Une hématopoiese prend place dans la rate qui peut
devenir monstrueuse. Une thrombopénie ainsi que des blastes circulants peuvent se
rencontrer. La biopsie ostéo-médullaire montrera I'installation progressive d’une
myélofibrose collagene puis d’une véritable ostéomyélosclérose avec insuffisance
médullaire. La métaplasie myéloide avec myélofibrose ou splénomégalie myéloide
chronique est ainsi une complication tardive de la maladie de Vaquez. Le déces
survient en moyenne 2 a 3 ans apres |I'apparition de la myélofibrose. L’évolution en
leucémie aigué constitue une cause importante de mortalité, représentant entre 15

et 20 % des causes de déces selon les études.
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Le traitement fait appel aux saignées permettant une réduction rapide de
I’hématocrite et donc des symptomes, le phosphore radioactif (32P), les
chimiothérapies essentiellement I’hydroxyurée, l'interféron qui a été récemment
introduit dans le traitement de la PV avec thrombocytose, son mécanisme d’action
est mal connu, vraisemblablement lié¢ a un effet antiprolifératif sur les cellules
souches hématopoiétiques.

La découverte de la mutation de JAK2 permet a présent de suivre |'évolution
de la maladie (la mutation servant de marqueur) et constitue la promesse de
nouveaux médicaments ciblés, tels les inhibiteurs de kinase. Il permettrait aussi

dans les pays développés de poser trés rapidement le diagnostic.

1.1.4. Thrombocytémie essentielle :

- Définition :

La thrombocytémie essentielle (TE) a été décrite pour la premiere fois en 1934
et a été intégrée en 1951 dans le groupe des syndromes myéloprolifératifs. C’est
une anomalie clonale de la cellule souche hématopoiétique dont le phénotype est
marqué par une hyperplaquettose parfois associée a une hyperleucocytose en regle

modérée, voire a une discréte anémie.

- Epidémiologie :
L’incidence de la TE est estimée a 2,5/100 000 individus par an [62]. L’age de
survenue est de 50 a 60 ans. Un pic de fréguence est observé vers 30 ans avec une

prépondérance féminine [63].

- Diagnostics différentiels :
Le diagnostic se pose devant un chiffre plaquettaire supérieur a 400 x 109/L

apres avoir éliminé I'existence d’un syndrome inflammatoire concomitant (fievre, VS,
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fibrinogéne, a2 globulines) ; la présence d’une carence martiale profonde (fer et
ferritine sériques, anémie microcytaire) ; la présence d’une splénectomie/asplénie
(corps de Jolly sur le frottis sanguin).

La TE doit étre distinguée aussi des autres SMP: une LMC dans sa forme
hyperplaquettaire par la demande d’un caryotype et/ou la recherche du BCR/AbI sur
les granulocytes qui reviendra négative, une PV en considérant comme TE les formes
ou I’hématocrite est inférieur a 45 % chez la femme ou 48 % chez ’lhomme, une
myélofibrose sur les criteres histologiques médullaires et par ailleurs les tableaux de
dysmyélopoiése associés a une hyperplaquettose [64].

- Manifestations cliniques :

Lors du diagnostic initial, environ la moitié des patients sont symptomatiques
[63] et souffrent de complications thrombo-hémorragiques sous forme de phlébites
et/ou d’embolies pulmonaires [65]. Il faut noter par ailleurs dans la TE, comme dans
les autres SMP, une plus grande incidence de thromboses veineuses a des sites
inhabituels, a savoir les territoires porte, mésentérique ou splénique. Les
complications thrombotiques les plus fréquentes touchent le territoire artériel [66],
ils touchent trois territoires principaux : le cerveau (accident ischémique transitoire),
le cceur (infarctus du myocarde) et les arteres périphériques (occlusion artérielle). La
manifestation thrombotique artérielle la plus répandue, puisque retrouvée dans 40 a
50 % des cas [66], correspond a une atteinte de la microcirculation, conduisant a une
présentation clinique appelée érythromélalgie. L’érythromélalgie est le principal
symptome révélateur et le plus pathognomonique des TE et de polyglobulie de
Vaquez avec thrombocytose. Elle se caractérise par I’association de rougeur des
extrémités et de sensations douloureuses de brilures. Ces symptomes sont
considérablement réduits sous de faibles doses d’aspirine. Les fausses couches

spontanées sont fréquentes dans la TE comme dans les autres syndromes
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myéloprolifératifs (20 a 53 %) [65], surviennent au premier trimestre de grossesse et
résultent probablement d’infarctus placentaires multiples.

Les complications hémorragiques, bien que moins fréquentes, sont de type
cutanéo-mugqueux [66], Ces complications sont mineures dans les trois quarts des
cas sous forme de gingivorragies, épistaxis, hématuries ou ecchymoses [67]. Les
hémorragies digestives, cérébrales et les hématomes sont des complications
hémorragiques majeures de la TE mais rares. Enfin, parmi les signes cliniques
associés a la TE comme dans les autres SMP, la présence d’une splénomégalie
modérée chez 50 % des patients au moment du diagnostic, et d’une hépatomégalie

chez 15 a 20 % des patients [64].

- Examens complémentaires :

La TE se caractérise a I’hémogramme par une thrombocytose d’intensité
variable (400 a > 1 000 x 109/L), persistant plus de six mois, associée a un nombre
de leucocytes et d’érythrocytes normaux dans la grande majorité des cas, sans
érythromyélémie, ni blastose, ni basophilie.

L’examen du frottis sanguin permet d’observer une anisocytose plaquettaire,
souvent accompagnée d’anomalies morphologiques des plaquettes de type
hypogranulation ou anomalies de formes.

Le myélogramme et la biopsie médullaire sont plutét hypercellulaires. lls
montrent la présence d’une hyperplasie mégacaryocytaire constituée de
mégacaryocytes dystrophiques ou hyperfragmentés souvent regroupés en amas
[68].

L’environnement réticulinique est normal ou modérément augmenté.

Actuellement, la culture de progéniteurs hématopoiétiques s’integre aux

éléments du diagnostic. Les progéniteurs mégacaryocytaires présentent une
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croissance endogene anormale (comme retrouvé dans les érythroblastes de la
polyglobulie primitive) non observée dans la majorité des TE.

La mise en évidence d’une population clonale peut étre approchée par I’'étude
du caryotype. A ce jour, il n’a pas été décrit d’anomalie chromosomique spécifique
de la TE [69].

La découverte de la mutation du gene JAK2 a probablement une valeur

diagnostique de la TE.

- Traitement et évolution :

Le choix des stratégies thérapeutiques chez les patients atteints de TE est
conditionné par le bénéfice résultant de la prévention des accidents thrombo-
hémorragiques, pondéré par le risque des effets secondaires et de la toxicité des
molécules administrées.

Malgré I’absence de véritable consensus dans la prise en charge des patients
souffrant de TE, les attitudes thérapeutiques commencent a s’homogénéiser.
D’apres la stratification du risque de Tefferi [70], les patients a risque élevé doivent
recevoir un traitement cytoréducteur, tandis que les patients a risque faible ne sont
pas traités. L’attitude reste mal définie pour les patients a risque intermédiaire.
L’age est un critere de sélection thérapeutique important puisque certains
médicaments cytoréducteurs auraient un potentiel leucémogenese.

L’évolution de la maladie peut se compliquer de manifestations thrombo
hémorragiques conduisant a une morbidité certaine. Ces complications
conditionnent I'attitude thérapeutique. La TE ne se transforme en leucémie aigué ou
en myélofibrose primitive que dans de rares cas (< 5 %), méme apres traitement par
hydroxyurée (Hydréa®), bien que l'influence de ce traitement sur |'apparition

d’hémopathies soit actuellement discutée [70].
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1.1.5. Myélofibrose primitive :

- Définition :

Heuck décrit pour la premiere fois en 1879 la splénomégalie myéloide, encore
improprement appelée myélofibrose primitive (MP), comme un mode évolutif des
leucémies [71] avec un tableau associant hépato-splénomégalie, image de sang
leucémique (hyperleucocytose et anémie) et ostéosclérose médullaire. En 1951,
Dameshek l'integre dans son concept de syndrome myéloprolifératif, postulant que
la leucémie myéloide chronique, la polyglobulie de vaquez et la myélofibrose
primitive sont des désordres médullaires néoplasiques apparentés, avec une
propension commune a la transformation en leucémie aigué [72].

Le terme de métaplasie myéloide avec myélofibrose tend a remplacer, en
France, celui de splénomégalie myéloide, pour des raisons a la fois d'harmonisation
avec les hématologistes d'autres pays et de meilleure adéquation au tableau clinique
et biologique habituel [73]. L'étiologie de cette affection reste inconnue et sa
physiopathologie mal comprise, probablement en partie du fait de sa complexité. Sa
faible incidence, l'absence de traitement curatif ou entrainant une rémission
complete expliquent le relatif désintérét des hématologistes pour cette pathologie

chronique.

- Epidémiologie :
La MP est une maladie rare (0,5-1,5 nouveaux cas pour 100 000 habitants),
touchant essentiellement des sujets agés (age moyen au diagnostic entre 60 et 65

ans) [40].
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- Manifestations cliniques :

La maladie est le plus souvent asymptomatique mais peut parfois
s’accompagner d'une asthénie, d’'un syndrome anémique et de signes généraux,
signant le plus souvent une maladie évolutive ou en transformation.

La splénomégalie est la caractéristique prédominante, quasiment constante au
diagnostic et de taille croissante avec I’évolution, son absence persistante doit faire
remettre en cause le diagnostic. L’hépatomégalie est présente dans la moitié des

cas, des adénopathies périphériques sont tres rares et de volume modéré [74].

- Examens complémentaires :

L’hémogramme est trés évocateur avec des déformations caractéristiques des
hématies (en larmes) et une érythromyélémie quasiment constante.
L’hyperleucocytose est habituellement modérée, le taux de plaquettes est variable. Il
existe une anémie dans 3% des cas. Un taux d’hémoglobine normal, voire élevé
justifie la réalisation d’une mesure isotopique du volume globulaire pou éliminer
une polyglobulie.

La numération des progéniteurs CD34+ circulants peut étre utile dans les cas
difficiles, une augmentation étant caractéristique de la maladie (mais non
spécifique), un taux normal (inférieur a 10/ul) permettant quasiment d’éliminer le
diagnostic [74].

La ponction médullaire est habituellement vouée a I’échec en raison de la
fibrose.

Sur le plan histologique, la biopsie médullaire est indispensable au diagnostic,
montrant notamment la myélofibrose. D'autres caractéristiques sont tres évocatrices

hypertrophie et dystrophie de la population mégacaryocytaire, remaniement

vasculaire notamment.
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L’analyse cytogénétique, rarement réalisable sur la moelle faute de possibilité
d’aspiration, est souvent fructueuse sur préléevement sanguin. Elle répond a
I'exigence d’éliminer le diagnostic de leucémie myéloide chronique (absence de
chromosome Philadelphie et de remaniement bcr-abl) mais a surtout un intérét
pronostique (caractére péjoratif d’un caryotype anormal).

La recherche de la mutation V617F de JAK2, si elle est positive, confirme le
diagnostic de syndrome myéloprolifératif.

D’autres  examens  paracliniques  (scintigraphie = médullaire, étude

ferrocinétique, IRM) sont rarement utiles sauf dans les formes atypiques.

- Diagnostics différentiels :

e Les autres syndromes myéloprolifératifs.

e Les autres causes de myélofibrose :
> Autres maladies hématologiques,

» Tumeurs solides avec métastases médullaires,
» Maladies avec remaniements osseux: maladie de Paget,
hyperparathyroidie, carence en vitamine D,

e Maladies générales avec au moins quelques retentissements
hématologiques : maladies auto immunes (LEAD), infections (VIH,
Leishmaniose, tuberculose), moelles « toxiques » (incluant le traitement par
agoniste de la TPO), hypertension pulmonaire, anomalies plaquettaires.

e Les autres causes de splénomégalie.

- Traitement et évolution :
La médiane de survie globale a partir du diagnostic se situe habituellement

autour de 40 a 60 mois avec de grandes variations individuelles. L'insuffisance
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médullaire, la transformation en leucémie aigué, I'évolution vers I'hypertension porte
sont des causes majeures de déces [74].

Les facteurs pronostiques durant I'évolution de la maladie et l'influence du
traitement sont d'appréciation difficile en raison de la grande variabilité individuelle
d'évolutivité [75].

Le traitement demeure souvent symptomatique (correction des carences,
allopurinol et surtout transfusions chez les malades anémiés). Les principaux
traitements classiques sont : la chimiothérapie orale basée sur I’hydroxyurée,
I'androgénothérapie et la corticothérapie pour améliorer les cytopénies, la
splénectomie en cas de splénomégalie massive, symptomatique, accompagnée de
cytopénies (hypersplénisme) et apres échec du traitement médical, et la
radiothérapie splénique lorsque la chirurgie est contre indiquée [76].

Aucune étude n'a pu montrer a ce jour d'amélioration de la survie avec le
traitement, qu'il soit médical ou chirurgical en dehors de l'allogreffe médullaire,

seule thérapeutique permettant une guérison vraie.

1.2. Les syndromes myélodysplasiques :

1.2.1 Définition :

Il s'agit d'un groupe hétérogene de dysfonctionnement de I'hématopoiese du
a une anomalie monoclonale de la cellule souche pluripotente qui conduit a une
insuffisance de production médullaire qualitative : hématopoiese inefficace ou
dyshématopoiese. Ceci se caractérise, sur I'hémogramme par une ou plusieurs
cytopénies diversement associées, qui contrastent avec une moelle riche ou
s'accumulent des cellules a morphologie anormale (dysplasiques) et aux capacités
de prolifération et de différenciation altérées. Les cellules dysplasiques présentent

également des anomalies fonctionnelles (ex : neutrophiles ou plaquettes
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inefficaces). Il s'agit d'un état pré-leucémique (possibilité de transformation en

leucémie aigué myéloblastique) [77, 78].

1.2.2 Caractéristiques :

Il s’agit d’une hémopathie monoclonale caractérisée, a des degrés divers, par :

e Une destruction importante et anormale des globules rouges (hémolyse)
intramédullaire,

e Une hématopoiese inefficace qui ne peut plus produire suffisamment une,
deux ou les trois sortes de cellules normales du sang périphérique,

e Des cytopénies progressives, débouchant sur une anémie arégénérative,
une neutropénie ou une thrombopénie,

e Une moelle osseuse généralement riche a la ponction biopsie osseuse,

e Une production de cellules anormales, dites myélodysplasiques, portant sur
une ou plusieurs lignées,

e Un taux de blastes (cellules immatures) variable.

Plus récemment, il a été mis en évidence des anomalies du gene TET2, porté

par le chromosome 4, communes a l'ensemble des maladies de ces syndromes.

1.2.3 Epidémiologie :

Les syndromes myélodysplasiques sont des hémopathies dont la fréquence
augmente avec l’age de facon majeure, elle est globalement de cinq pour 100 000
habitants. Primitifs dans la grande majorité des cas, il existe des formes secondaires

aux agressions de I'ADN ou a sa fragilité [78].

1.2.4 classification de la FAB : [79]

e L’anémie réfractaire sans sidéroblaste (AR)

e L’anémie réfractaire avec sidéroblastes (ARS)
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e L’anémie réfractaire avec exces de blastes (AREB)
e L’anémie réfractaire avec exces de blastes, en transformation (AREB-t)

e La leucémie myélomonocytaire chronique.

1.2.5 Facteurs pronostiques :

Tableau 3 : index pronostique international dans les syndromes

myélodysplasiques(IPSS).

0 point 05 point | point I3 point 1 points
Blastes médullaires <% 5:/0% [1:20% 11:30%
Caryotype Normal, .Y Autre Complexe
Dd 54 (>3 anormalies)
Del 20q Anomakes du chromosome 7
Cytopr‘mn o/l Iignée atteinte i) lignées attentes
Groupes de rivque Points Survie moyenne
Risque bas 0 point 11,8 ans
Risque intermédaire | (Int:]) 05+ point 5.0
Risque intermédaire 2 (In¢-2) |52 pownts |8 an
Risque eleve *1.5 points 03

L’IPSS est initialement basé sur des variables cliniques évaluées au diagnostic
ne permettant pas d’étre appliquées lors de la progression de la maladie. Afin de
répondre a cette derniére question, un nouvel index pronostique, le WHO
classification - based pronostic scoring system (WPSS), est publié et intégre la
dépendance transfusionnelle aux anciens criteres de I'IPSS. Le désavantage de ce
nouvel index vient du caractéere subjectif de certains de ses parameétres, comme celui
des besoins transfusionnels qui peut varier selon le seuil transfusionnel choisi par le

médecin [79, 80].
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Tableau 4 : index pronostique intégrant le besoin transfusionnel (WPSS).

0 point | point
Diagnostic OMS AR, AR.SC, Sq- CRDM, CRDM.RS
Caryotype Normal, .Y Autre
Del 5q
Del 204
Hémoglobine diminuée Non Oui
(8 <9 gidl, @ <8 gldh)
Groupes de risque Points
Trés bas (0) 0 point
Bas (1) | point
Intermédaire (2) 2 points
Elevé (3-4)) 34 points
Trés tlevé (5-6) 54 points

2 points 3 points
AREB-| AREB.2
Complexe
(>3 anomalies)

Anomalies du chromosome 7

Survie moyenne

14] mols
6 mols
48 mous
26 mois
9 moes

OMS: organisation mondiale de b santé; AR : anémie réfractaire; AR-SC: anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne; CRDM: cytopénie réfractaire
avec dysplsie multlignde; CRDM.SC: cytopénie réfractaire avec dysplasie multignée et sidéroblastes en couronme; AREB.| : andmie réfractaire avec
excés de blastes. | ; AREB-2: anémie réfractaire avec excés de blastes-2; 5q.: syndrome myslodysplasique avec délétion isolée du chromosome 5

1.3. Leucémie myéloide aigue :

1.3.1 Définition :

La leucémie myéloide aigué est une hémopathie maligne caractérisée par une
prolifération monoclonale intramédullaire de cellules hématopoiétiques myéloides
anormales dont le processus de maturation est bloqué au stade de « blaste » [81]. Il
en résulte une accumulation de ces blastes dans la moelle, dans le sang et
éventuellement dans d'autres organes. Par ailleurs, il existe un déficit de production

de cellules matures d'ou lI'anémie, la neutropénie et la thrombopénie et leurs

conséquences cliniques [82].

1.3.2 Epidémiologie :

La leucémie myéloide aigue s'observe surtout chez I'adulte (90 % des cas au-
dela de 20 ans). Sa fréquence croit avec I'age, en France elle est de I'ordre de 3 pour

100.000 habitants par an. La moitié des cas étant diagnostiqués apres I'age de 60

ans [83].
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1.3.3 Leucémogenese :

Au cours de la leucémie aigue, il y’a une transformation maligne d’une cellule
devenue incapable de se différencier en réponse aux stimuli physiologiques
normaux et qui se multiplie indéfiniment donnant naissance a un clone leucémique
avec blocage de la différenciation cellulaire, source d’'une accumulation de cellules
blastiques dans la moelle osseuse, entrainant ainsi une défaillance de
I’hématopoiese normale. [84].Ce phénomene de leucémisation peut survenir a
n‘importe quel stade de I’hématopoiese, depuis la cellule souche pluripotente
jusqu’aux précurseurs déja bien engagés dans une lignée précise [85].

L’accumulation des cellules leucémiques ne provient pas seulement d’une
prolifération importante, mais bien plus d’une perte de la capacité de la
différenciation totale pour arriver a des cellules matures, ce qui donne aux cellules
leucémiques un avantage de survie lié a un échappement aux regles de la mort
cellulaire programmée : Apoptose. Une notion a été longtemps admise, c’est qu’un
événement majeur (le plus souvent une translocation chromosomique) pouvait a lui

seul expliquer ce blocage de différenciation cellulaire [85].

2. Hémopathies lymphoides :

2.1 Généralités :

A chaque étape du développement Ilymphoide peut se passer une
cancérisation des cellules, donc un excés de prolifération et éventuellement une
anomalie de la différenciation des cellules a un niveau plus ou moins primitif. Toutes
les anomalies qui bloquent la lymphopoiese immature donnent des leucémies aigués

dites lymphoblastiques.
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Plus de 80 % des hémopathies lymphoides dérivent de la lignée B. La
classification OMS distingue les proliférations des précurseurs lymphoides (B ou T),
les lymphomes B, les lymphomes T et NK (natural killer) et la maladie de Hodgkin.

Les lymphomes touchent les ganglions lymphatiques, mais plus de la moitié
des lymphomes ont une localisation initiale extra ganglionnaire, en particulier, les
lymphomes développés a partir du systéeme lymphoide associé aux muqueuses
(MALT : mucosal associated lymphoid tissu) [86].

2.2 Hémopathies malignes lymphoides chronigues :

2.2.1 Hémopathies lymphoides matures B :

Il s’agit des lymphomes ou leucémies dérivant de cellules lymphoides de la
lignée B. Les lymphomes sont actuellement classés en fonction du stade de
maturation des cellules dont ils dérivent.

- La leucémie lymphoide chronique (LLC) B et le lymphome lymphocytique B
sont des proliférations de petits lymphocytes B matures exprimant le plus
souvent le CD5 et le CD23. Ces proliférations évoluent sur un mode
chronique, mais peuvent se transformer en lymphomes plus agressifs
(syndrome de Richter) [87].

- La macroglobulinémie de Waldenstrom et le lymphome
lymphoplasmocytaire sont souvent révélés par un pic monoclonal a IgM. Ce
sont des proliférations de petites cellules B avec souvent une différentiation
plasmocytaire. Leur évolution est souvent prolongée [88].

- Les lymphomes B de la zone marginale, qu’ils soient ganglionnaires,
spléniques ou extra-ganglionnaires, sont des proliférations de petits
lymphocytes B matures, généralement CD5 négatifs. Leur évolution est

souvent indolente pendant de longues années. L’atteinte gastrique
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(lymphome du MALT de faible grade) est le plus souvent liée a une infection
par Helicobacter pylori [89].

- Les lymphomes du manteau dérivent des cellules situées en périphérie des
centres germinatifs. Ils sont liés a une translocation chromosomique t (11 ;
14) qui induit une surexpression de la cycline D1 et donc une anomalie du
controle du cycle cellulaire. lls sont de plus mauvais pronostic que les
autres lymphomes B matures [90].

- Les lymphomes folliculaires sont parmi les plus fréquents des lymphomes.
L’atteinte ganglionnaire est d’architecture nodulaire avec un mélange de
petites cellules (centrocytes) et de grandes cellules (centroblastes). La
translocation chromosomique t (14 ; 18) est tres fréquente et responsable
de la surexpression de la protéine antiapoptotique Bcl2. Les lymphomes
folliculaires peuvent se transformer en lymphomes agressifs [91].

- Les lymphomes diffus a grandes cellules B sont les lymphomes les plus
fréquents (deux tiers des lymphomes agressifs ou « de haut grade »). Les
grandes cellules (centroblastes et/ou immunoblastes) se disposent en
plages diffuses [92].

- Les lymphomes de Burkitt sont des lymphomes trés agressifs surtout
observés chez I’enfant et I’adulte jeune, caractérisés par une prolifération
intense de cellules B de taille moyenne contenant une translocation t (8 ;
14) ou plus rarement t (2 ; 8) ou t (8 ; 22). Malgré leur grande agressivité,
ils répondent en général favorablement a une chimiothérapie lourde [93].

La plus fréquente des proliférations plasmocytaires est le myélome (myélome

multiple ou maladie de Kahler), qui se manifeste souvent par une atteinte osseuse

lytique et/ou par un pic d’immunoglobuline monoclonale.
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2.2.2 Hémopathies lymphoides matures T ou a cellules NK :

Les hémopathies lymphoides (leucémies ou lymphomes) T ou a cellules NK
sont plus rares que les lymphomes B. La principale entité est le mycosis fongoide
qui est une prolifération de lymphocytes T CD4+ de localisation cutanée.

Elles peuvent étre de localisation ganglionnaire ou assez souvent extra
ganglionnaire (ex : le mycosis fongoide, lymphome T cutané primitif) [94].

2.2.3 Maladie de Hodgkin :

C’est une affection tumorale du tissu lymphoide, touchant préférentiellement
les sujets jeunes, caractérisée par une prolifération de cellules malignes de grande
taille dont certaines, les cellules de Reed-Sternberg, sont nécessaires au diagnostic
de la maladie. La nature des cellules de Reed-Sternberg est restée mystérieuse
pendant de nombreuses années, mais il est maintenant établi qu’il s’agit de cellules
lymphoides de la lignée B, dérivant du centre germinatif. Le diagnostic est
d’ordinaire fait sur la biopsie exérese d’un ganglion lymphatique périphérique. Les
traitements actuels permettent le plus souvent d’obtenir la guérison des patients
[95].

2.3 Hémopathies malignes lymphoides aigues :

2.3.1 Leucémie aigue lymphoblastique :

La leucémie aigue lymphoblastique (LAL) prend naissance dans les cellules
souches lymphoides anormales et évolue rapidement. C’est le type de leucémie le
plus freguemment diagnostiqué chez les jeunes enfants et il affecte plus souvent les
garcons que les filles.

Les formes cliniques vont des formes asymptomatiques a des formes aigués
avec hémorragies mettant en jeu le pronostic vital, infections ou épisodes de
détresse respiratoire. Bien que les LAL affectent essentiellement la moelle osseuse et

le sang périphérique, tous les organes ou tissus peuvent étre infiltrés par les cellules
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anormales. Les signes les plus fréquents sont : lymphadénopathies, hépato-
splénomégalie, fievre, signes hémorragiques ou douleurs osseuses. Environ 25 %
des adultes atteints d’une LAL ont le chromosome Philadelphie (Ph) dans leurs
cellules leucémiques. C’est une anomalie chromosomique acquise [96]. Les signes
biologiques associent de facon variable une hyperleucocytose liée a la circulation
des lymphoblastes, une anémie et une thrombopénie. Le diagnostic porté sur le
myélogramme montre une infiltration par des cellules leucémiques.

Les protocoles internationaux de chimiothérapie comportent 4 phases
induction de la rémission complete, prévention de I'atteinte neuroméningée,
consolidation de la rémission, traitement d'entretien. Il n'existe pas de consensus
pour la prise en charge des rechutes, mais les cycles de chimiothérapie a haute dose

et la transplantation de cellules souches sont de plus en plus utilisés [97].
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CYTOKINES ET RECEPTEURS LIES A
JAK2 D’INTERET DANS LES
SYNDROMES MYELOPROLIFERATIFS
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. Généralités sur les cytokines et leurs récepteurs :

1. Cytokines :

Les cytokines sont des protéines solubles secrétées par de nombreuses
cellules de I'organisme. Leur taille est généralement comprise entre 8 et 50 KDa.
Elles ont pour but d’induire, de controler ou d’inhiber I'intensité et la durée de la
réponse immunitaire, ainsi que les mécanismes de différenciation et de prolifération

des cellules hématopoiétiques et d’autres types cellulaires.

Les cytokines ne sont pas généralement produites de maniere constitutive,
mais en réponse a des stimuli. Leur production ainsi que leur action sont en général
breves et intenses. On note également une grande redondance, probablement liée a
la pluralité des cibles et a la complexité des réseaux de régulation et de

signalisation [98, 99, 100].

On peut classer les cytokines en six groupes, selon leur mode d’action et leurs
effets biologiques :

- les interleukines (IL-) : cytokines sans parenté biochimique ni de fonction. Il
en existe environ 35 et des nouvelles sont découvertes régulierement.

- les interférons (IFNs).

- les facteurs stimulant les colonies (CSFs, « Colony Stimulating Factors ») :
cytokines jouant un role dans I’hématopoiese.

- les facteurs de nécrose des tumeurs (TNFs, « Tumor Necrosis Factor »).

- les facteurs de croissance (GFs, « Growth Factors »).

- les chimiokines : petites molécules capables d’induire une petite attraction

(chimiotactisme) chez les cellules immunitaires.
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2. Récepteurs des cytokines :

Les cytokines exercent leur effet biologique via leur fixation sur un récepteur
spécifique exprimé a la surface des cellules immunitaires cibles. Les chaines
réceptrices des cytokines présentent des homologies structurales qui ont permis de

les classer on neuf familles différentes :

- Les récepteurs de classe | (cytokines hématopoiétiques),

- Les récepteurs de classe Il (familles des IFNs et de I'IL-10),

- Les récepteurs de classe lll (cytokines de la superfamille des TNFs),

- Les récepteurs apparentés a la superfamille des immunoglobulines sans
activité tyrosine kinase,

- Les récepteurs apparentés a la superfamille des immunoglobulines avec
activité tyrosine kinase,

- Les récepteurs a activité sérine/thréonine kinase des cytokines de la famille
du TGF-,

- Les récepteurs a domaine « sushi »,

- Les récepteurs des cytokines de la famille de I'lL-17,

- Les récepteurs a sept domaines transmembranaires des chimiokines.

De nouvelles cytokines, de nouveaux récepteurs et de nouveaux modes
d’action sont découverts chaque année. lls révelent que le systeme cytokinique est
un systeme complexe ou beaucoup de choses sont encore a découvrir et a

comprendre.
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Figure 5 : famille des chaines réceptrices membranaires des cytokines.

3. Cas des cytokines hématopoiétigues :

Les cytokines hématopoiétiques sont des cytokines impliquées dans la

différentiation et I’expansion des cellules sanguines.

Les récepteurs des cytokines hématopoiétiques, ou récepteurs de type |, sont
des glycoprotéines membranaires qui constituent le groupe le plus important des
récepteurs des cytokines. Chacun de ces récepteurs comporte un domaine
transmembranaire, une extrémité NH2-terminal extracellulaire et une extrémité
COOH-terminal intracellulaire. Les régions extracellulaires sont variables, mais
présentent toutes une architecture de type « Cytokine Binding Homology Region »

[101] caractérisée par deux domaines :

- Le premier domaine, situé le plus proche du NH2-terminal, contient quatre

résidus cystéines conservés qui forment deux ponts disulfures
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intracanalaires successifs indispensables a la fonctionnalité du CHR
(Cytokine Homologue Receptor) [102].

- Le deuxieme domaine, situé au dessous, possede un motif W-S-X-W-S (X :
acide aminé quelconque) conservé au sein de la famille des récepteurs

hématopoiétiques et indispensable a la fixation du ligant [103].

La partie intracytoplasmique de ces récepteurs est de longueur variable et ne
présentent aucune activité tyrosine kinase intrinseque. Elle comporte cependant
deux motifs conservés, « Box1 » et « Box2 », tous les deux essentiels pour la
transduction du signal. Le motif « Box1 » posséde un site riche en proline,
nécessaire a I’ancrage des protéines tyrosine kinases cytoplasmiques de la famille
des «Janus Kinases ». Le motif « Box2 », moins conservé, augmenterait I’affinité des

JAKs pour la région intracytoplasmique des chaines transductrices [101].

La fixation de la cytokine sur son récepteur induit une oligomérisation des
sous-unités réceptrices et le rapprochement des domaines intracellulaires. Les JAKs
constituvement associées a ces domaines, sont alors activées et assurent leur propre
phosphorylation et des domaines intracellulaires. Les tyrosines phosphorylées des
chaines réceptrices recrutent alors les « Signal Transducers and Activators of
Transcription » (STATs), qui, une fois phosphorylés, seront transloqués dans le

noyau et agiront en tant que facteurs de transcription [104].

La plupart des récepteurs de classe | n’induisent pas le signal par
homodimérisation mais plutot par hétérodimerisation [105]. La caractéristique
particuliere de tous ces récepteurs hétéro-oligomériques est qu’ils partagent une
sous-unité réceptrice commune responsable de la transduction du signal et

possedent une chaine spécifique de chaque cytokine.
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On peut ainsi classer les cytokines hématopoiétiques en trois familles selon la

chaine réceptrice partagée :

- La famille utilisant la chaine transductrice yc,
- La famille utilisant la chaine transductrice gp130,

- La famille utilisant la chaine transductrice PBc.

C’est entre autre le fait que les chaines transductrices soient souvent
partagées par plusieurs cytokines qui expliquent la redondance fonctionnelle

observée entre différentes cytokines.

. Epo/EpoR:

Erythropoiétine (Epo) est une hormone de nature glycoprotéique. Elle joue un
role crucial en tant que facteur de croissance stimulant I’érythropoiése en favorisant
la survie, la prolifération et la différentiation des progéniteurs érythroides [106]. Elle
est produite par les cellules fibroblastiques du cortex rénal chez I'adulte et par le
foie chez le feetus. Elle exerce son action sur les progéniteurs médullaires de facon
paracrine [107]. L'Epo et son récepteur EpoR ont été également trouvés dans des
tissus non érythroides comme le cerveau, la rétine et le coeur. Récemment, plusieurs

études ont montré leur présence dans des cellules tumorales [108].

L’expression de I’érythropoiétine est régulée par I’hypoxie. Le géne de I’Epo
contient un site de liaison pour I’Hypoxia Inducible Factor 1 « (HIF1x). En condition
de normoxie, 'HIFTx est dégradé par le protéasome. Par contre en condition
d’hypoxie, 'HIFTx n’est pas ciblé pour la dégradation par le protéasome. Il peut
donc se fixer sur le gene de I’Epo et ainsi permettre une augmentation de la

synthése de ’ARN messager et donc de ’Epo [109].
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L’Epo agit par liaison avec son récepteur EpoR qui appartient a la famille des

cytokines de classe |.

Le récepteur a I'Epo est exprimé a la surface des progéniteurs érythroides au
stade BFU-E matures. Son expression augmente au cours de la différenciation
cellulaire et elle est maximale aux stades CFU-E et proérythroblaste. Elle diminue
ensuite lors des étapes de maturation terminale. Les réticulocytes et les hématies
sont dépourvus de sites de fixation spécifique pour I'Epo. Le nombre de récepteurs
exprimés a la surface des progéniteurs est faible, ce nombre change selon I'étape de

la différenciation érythroide et il est étroitement régulé [110].

La majorité des EpoR synthétisés est dégradée dans le réticulum
endoplasmique (RE). Seule une faible fraction est libérée du RE, et est exprimée a la
surface des cellules, suggérant que I'EpoR pourrait se replier inefficacement dans le
RE [111]. Il a été montré que JAK2, et plus spécifiguement son domaine N-terminal,
se lie a I'EpoR dans le RE et est essentiel pour son expression sur la surface des

cellules [112].

La fixation de I'Epo sur son récepteur EpoR qui existe en dimere préformé
déclenche un changement de conformation permettant le rapprochement et la
phosphorylation de JAK2, plusieurs voies de transmission du signal seront alors

activées.
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Tpo/Mpl :

La thrombopoiétine (TPO) est la cytokine clé de la mégacaryopoiese. Elle a un
role au niveau de la prolifération et de la différenciation des mégacaryocytes. De
plus, elle est indispensable a la maturation afin d’obtenir les plaquettes [113]. C’est

le seul facteur impliqué dans I’ensemble des étapes de la mégacaryopoiese.

La TPO a été découverte en 1994 par cinq équipes différentes [114]. Elle est
produite principalement par le foie mais également au niveau des reins, des muscles
et par les cellules stromales [115]. Sa partie N terminale est responsable de
I'activité biologique et elle est trés homologue a I'érythropoiétine (23 a 50%
d’homologie). Cette partie correspond au domaine qui est capable de se lier au
récepteur, le Mpl [116]. Sa partie C terminale est un domaine riche en sérine, en
thréonine et en proline et posseéde de nombreux sites de glycosylation. Ces sites ont

un réle dans la sécrétion de la TPO et augmentent sa demi-vie.

La TPO agit a différents niveaux. Elle est considérée comme le principal
régulateur de la mégacaryopoiese en controlant la prolifération mais également la
différenciation. Sa principale fonction est de stimuler la mégacaryopoiése, mais son
role n’est pas restreint a cette lignée. En effet, la TPO peut également avoir un role
sur les cellules souches [115] et par son homologie avec I’érythropoiétine, elle est

également impliquée dans la différenciation érythroide.

Le récepteur de la thrombopoiétine (Mpl) est une protéine transmembranaire
qui appartient a la superfamille des récepteurs des cytokines hématopoiétiques de
type I. Ce récepteur est exprimé par les progéniteurs hématopoiétiques, les cellules

de lignée mégacaryocytaire, ainsi que par les plaquettes [101].
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La TPO en se fixant a son récepteur (Mpl) exprimé de maniére constitutive par
les plaquettes, induit son homodimérisation. Cette homodimérisation entraine
I’activation des protéines JAK2 par autophosphorylation et par conséquent
I’activation de plusieurs voies de signalisation. La principale voie induite par la TPO

est la voie JAK-STAT, mais la TPO peut également induire la voie des MAPKinases.

IV. Cytokines de la famille de I’'lL-6 et leurs récepteurs :

On connait actuellement huit cytokines faisant parties de la famille de I'lL-6 :
IL-6, IL-11, LIF (Leukemia Inhibitory Factor), CNTF (Cillary NeuTrophic Factor), OSM
(OncoStatin M), CT-1 (CardioTrophin 1), CLC (CardioTrophin Like Cytokine) et I'lL-

27 [117].

Toutes ces cytokines ont la particularité de posséder une chaine réceptrice
servant a la transduction du signal commune : la gp130. Dans la plupart des cas,
I'affinité des cytokines pour cette chaine commune est relativement faible et
nécessite leur pré association avec un récepteur spécifigue o pour former un
complexe de haute affinité capable d’initier une cascade de signalisation

intracellulaire.

- IL-6/11-6R o :

L’interleukine-6 est une cytokine surexprimée en réponse a une blessure, une
inflammation ou une infection [118]. Elle agit en synergie avec I'lL-3 dans le
développement des mégacaryocytes et la production des plaquettes. L’IL-6 active la
prolifération des cellules souches hématopoiétiques en stimulant leur entrée en

phase G1.
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Pour induire une signalisation, I'lL-6 s’associe avec la gp130 aprés avoir
formé un complexe avec son récepteur spécifique I'lL-6Rx, également appelé gp80

[119].

L’'ll-6 peut activer les kinases JAK1, JAK2 et TYK2 et peut ainsi activer

plusieurs voies de signalisation intracellulaire comme JAK/STAT [120].

- IL-11/ILT TR« :

L’interleukine 11 est une cytokine qui possede un large spectre d’action sur
les différents types cellulaires. Elle peut agir en synergie avec I'lL-3, le SCF, le GM-
CSF et autres cytokines. Ainsi elle joue un role dans a différents stades de la
mégacaryocytopoiese, stimule [I’érythropoiese, augmente la production des
immunoglobulines et la différenciation des ostéoclastes [120, 121]. Elle exerce son
action en stimulant I’entrée des cellules en phase G1 du cycle cellulaire et en

diminuant la durée du cycle [122].

L’ARN messager de I'lL-11Rx est exprimé par les tissus hématopoiétiques,
mais aussi le foie, le cerveau, le cceur, les reins, les muscles, les glandes salivaires et

le tractus gastro intestinal.

Afin d’induire une signalisation cellulaire, I'IL-11 doit se fixer a son récepteur
spécifique, pour former un complexe avec la chaine de transduction commune

gp130 selon le mécanisme similaire a celui de I'lL-6.

La cascade de signalisation activée en aval du complexe commence avec
I’activation des tyrosines kinases de la famille JAK en particulier JAKT mais aussi

JAK2 [123].
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MUTATION DU GENE JAKZ
DANS LES SYNDROMES

MYELOPROLIFERATIFS



. Géne codant :

Le géne de la protéine tyrosine kinase JAK2 humaine a été cloné en 1998. Il
code pour 1132 acides aminés, avec un poids moléculaire de 131 KDa [124]. Il est
situé sur le bras court du chromosome 9 a la position 24(locus 9p24.1) et plus

précisément a partir de la paire de bases 4.985.244 a 5.129.947 (figure6) [125].
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Figure 6 : situation du gene JAK2 sur le chromosome 9p, locus 9p24.1

Il. Protéine JAK2 :

1. Généralités :

La tyrosine kinase JAK2, et ses formes mutées, est impliquée dans la
pathogenese des SMP. JAK2 fait partie de la famille des Janus Kinases qui fut
découvert en 1989, JAK signifiait alors "Just Another Kinase". Le nom de Janus
Kinase vient de celui du dieu romain "Janus" veillant sur les ouvertures, les
commencements et les fins et que Saturne doua d’une rare prudence, qui rendait le
passé et I’avenir toujours présents a ses yeux, ce qui fut exprimé en le représentant
avec deux visages tournés en sens contraire. Ceci faisant référence aux deux

domaines "Kinase-like" que possedent les JAKs [126].
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2. Famille de protéines :

Les Janus Kinases (JAKs) sont des protéines cytoplasmiques solubles a activité
tyrosine kinase. Elles sont composées de quatre membres chez les mammiféres:
JAKT, JAK2, JAK3 et TYK2. Leur expression tissulaire est ubiquitaire sauf pour JAK3

dont I'expression est restreinte aux cellules hématopoiétiques.

Les JAKs possedent 7 domaines d'homologie appelés JH pour (JAK
Homology domain) numérotés a partir de I’extrémité C-terminale des protéines JAK.

Ils contiennent des tyrosines conservées [127].

Les fonctions des protéines tyrosine kinase :

Les protéines kinases sont des enzymes permettant la phosphorylation de
protéines substrats sur des acides aminés particuliers. Environ 2 % des genes du

génome humain codent pour des protéines kinases [128].

Sur le plan physiologique, ces enzymes jouent un rbéle fondamental dans les
voies de transduction du signal. De trées nombreuses protéines Kinases dérégulées
sont a l'origine de cancers que ce soit des tumeurs solides ou des hémopathies

malignes [129].

Ces enzymes catalysent le transfert d’'un phosphate de I’ATP a un résidu
tyrosine. Parmi les 90 protéines a fonction tyrosine kinase décrites, environ 60 sont
des récepteurs transmembranaires, les autres sont intracellulaires (tyrosines kinases

non récepteurs comme ABL et JAK2).

Toutes les protéines kinases possedent un domaine tyrosine kinase (TK) dont
la structure est tres conservée. Le domaine TK est formé d’une succession de

structures en hélice et en feuillet. Il comporte deux lobes (N et C) séparés par une
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zone charniére qui permet la rotation d’un lobe par rapport a I'autre. Le domaine TK
comprend le site de fixation de I’ATP, le site de fixation du substrat (ou site
catalytique) ainsi qu’une boucle d’activation comprenant le site majeur
d’autophosphorylation. Les domaines TK peuvent étre soit dans une conformation
inactive (boucle d’activation repliée vers l'intérieur), soit dans une conformation
active (boucle d’activation dépliée vers I’extérieur). L’ATP ne pourra se fixer que sur
la conformation active, qui accueillera ensuite la protéine substrat pour y étre

phosphorylée.

Lobe N

—

gﬂélice c

", e Site de fixation de | ' ATP

Zone 3 ;
Charniére Site catalytique
C

Boucle d 'activation Boucle d 'activation
fermée guyerte

Figure 7 : représentation schématique du domaine kinase d’une protéine

tyrosine kinase.
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3. Structure :

Semblable aux autres JAKs, la protéine JAK2 comporte plusieurs domaines JH

fonctionnels essentiels a son activité.

Le domaine JH1 en position C-terminale, qui est responsable de
phosphorylation des substrats est suivi d'un domaine pseudokinase JH2. Il est
appelé ainsi car il est homologue au domaine JH1, mais il n'a pas une activité kinase.
La suppression du domaine JH2 dans Jak2 et Jak3 a augmenté la phosphorylation de
ces deux protéines et de STAT-5 [130], suggérant que ce domaine ait des fonctions

régulatrices négatives de l'activité kinase.

Les cing autres domaines (JH3-JH7) constituent la région N terminale. Ces

domaines sont impliqués dans I'association des JAKs aux récepteurs de cytokines.

Un domaine de type FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixine, Moesin) a été
identifié entre JH4 et JH7 dans toutes les kinases de JAK [131]. Ce domaine est

essentiel a la fixation de JAK2 aux récepteurs de cytokine.

Le domaine N-terminal et surtout les résidus 32-58 du domaine JH7 sont
indispensables a la fixation de JAK2 a I'EpoR. JAK2 joue un rble de molécule
chaperonne pour I'EpoR, se fixant sur EpoR au niveau de réticulum endoplasmique, il

permet un trafic vers la surface cellulaire.

Le domaine FERM régule également l'activité catalytique kinase [132]. Le
domaine JH3 aurait un role dans le maintien d'une conformation spécifique facilitant

le placement de JH7 dans une position permettant l'interaction avec I'EpoR [133].
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Figure 8 : organisation structurale de JAK2.

4. Fonctions :

Pour élucider la fonction de JAk2, il a été constaté que la région N-terminale
de la protéine est liée a des récepteurs de cytokines. Des années plus tard il a été
démontré que ; structurellement, C’est le domaine FERM de la protéine qui médie
cette liaison [134, 135]. JAK2 médiatise les cytokines de signalisation en régulant

I'expression du gene par l'activation des protéines STAT.

La déplétion de JAK2 chez la souris entraine une létalité embryonnaire.
L’impact le plus important de la déplétion de JAK2 est une anémie sévére en raison
d’une érythropoiese inefficace montrant le réle majeur de cette kinase dans
I’érythropoiese. De plus, les progéniteurs myéloides ne répondent plus a I'EPO, a la
TPO, a I'lL-3, ni au CSF-GM suggérant un role clé de JAK2 dans la réponse a ces
facteurs de croissance nécessaires a la myélopoiese. En revanche, JAK2 n’apparait
pas requis dans la formation des progéniteurs lymphoides, ni dans leur

amplification et leur différenciation [136].

La fonction la plus connue des JAKs est la transduction du signal des
récepteurs aux cytokines de type | et Il. On note une différence d’activation des JAKs
en fonction des cytokines concernées [137]. Ainsi, JAK2 va étre activée par I’EPO, la

TPO, le GM-CSF ou encore I'lL-3.
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Figure 9 : L’implication différentielle des JAKs au niveau des récepteurs aux

cytokines.

Il a été démontré que JAK2 a des fonctions dans la régulation épigénétique.

Des travaux récents révelent que JAK2, longtemps considéré comme
constitutivement associé au récepteur et localisé au niveau de la membrane
plasmique, peut également étre localisé dans le cytoplasme et le noyau des cellules
et avoir ainsi d’autres fonctions que la transduction du signal des récepteurs des
cytokines. En effet, dans le noyau, JAK2 est capable de phosphoryler I’histone H3 sur
tyrosine 41 induisant ainsi I’exclusion de la protéine HP1x du promoteur de genes

rendant possible leur transcription indépendamment de STAT5 [138, 139].
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Figure 10 : Voie de signalisation JAK/STAT dans la régulation épigénétique.

5. Principales voies de signalisation :

La prolifération, la survie et la différenciation cellulaire des lignées
hématopoiétiques sont finement régulées par les cytokines. La premiére étape de
transduction du signal des cytokines est la fixation de celles-ci sur leur récepteur.

La fixation de la cytokine sur son récepteur engendre un changement
conformationnel ou une dimérisation du récepteur rapprochant les JAK2. Ce
rapprochement permet aux JAK2 de se transphosphoryler, puis de
s’autophosphoryler et ainsi de s’activer. Les JAK2 une fois activées phosphorylent le
récepteur. Cette phosphorylation est un signal de recrutement des STATI, 3 et 5, de
la PI3K (Phosphatidyl Inositol 3 Kinase) et de protéines adaptatrices permettant
I’activation des voies JAK2/STAT, PI3K/Akt et MAPK (Mitogen Activated Protein
Kinase). L’activation de ces voies de signalisation aboutit, par la transcription, la
traduction ou la phosphorylation de cibles, a la prolifération, la survie et la
différenciation cellulaire. JAK2 peut également agir sur la régulation épigénétique via
la voie JAK2/STAT ou directement via la phosphorylation de cibles situées sur la

chromatine [140] (figure 11, 12).
77



Régulation négative

Figure 11 : L’activation des récepteurs des cytokines via les kinases JAK.
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JAK2 /récepteur aux cytokines.
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5.1. Voie JAK/STAT canonique :

Les protéines STATs sont des facteurs de transcription. Chez les mammiferes
il existe sept genes différents qui sont a I'origine des sept membres de la famille
STAT : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATS5b et STAT6. En aval de JAK2
sont activées les STAT 1, 3 et 5. Les STATs possedent tous un résidu tyrosine
conservé. Les kinases JAKs associées au récepteur se trans-phophorylent et
phosphorylent ensuite des résidus tyrosine spécifiques du domaine
intracytoplasmique des chaines du récepteur. Des sites d’ancrage (docking domains)
qui permettent le recrutement d’autres protéines de signalisation contenant des
domaines SH2 sont ainsi créés. Les facteurs de transcription de la famille STATs sont
recrutés au niveau du récepteur activé. lls sont a leur tour phosphorylées par les
JAKs. lls quittent ensuite le récepteur pour former des dimeres dans le cytoplasme et
transloquer dans le noyau ou ils vont réguler I’expression de genes cible et favoriser

leur transcription [141, 142, 143].

Pour un type cellulaire donné, les cytokines induisent des réponses
spécifiques via la voie JAK/STAT. Cette précision est essentiellement assurée par la
spécificité des récepteurs membranaires et la combinatoire des protéines JAKs et

des protéines STATSs activées [144].

On compte, dans les cibles de STATs, des protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire, la survie (comme Bcl-2 ou bcl-xL), ou encore I’angiogenese
ou les métastases (comme le VEGF). Cependant, bien que STAT5 et STAT3 aient un
effet pro-prolifératif et antiapoptotique, STAT1 aurait un role plutdét antagoniste,

anti-prolifératif et pro-apoptotique [144].
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Figure 13 : Activation de la voie JAK/STAT.

5.2. Voie PI3K/Akt :

La voie PI3K/Akt est activée par la fixation sur des tyrosines du récepteur
phosphorylées par JAK2, soit de la sous-unité p85 de la PI3K elle méme, ou de

protéines adaptatrices [145].

La PI3K participe a la formation d’un composé lipidigue membranaire, le
phosphatidylinositol-3, 4, 5-triphosphate (PI3, 4,5P3). Ce composé permet le
recrutement de protéines possédant un domaine PH (Plextrin Homology) au niveau
de la membrane plasmique, dont Akt. Akt est ensuite phosphorylée et activée par la
PDK1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1) et par le complexe mTORC2

(mTOR complex 2). AKT est un proto-oncogeéne, qui a de nombreuses cibles
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impliquées dans la traduction protéique, dans la survie cellulaire, dans la

prolifération ou encore le métabolisme.

5.3. Voie des MAPKs :

Les MAPKs sont des serine/thréonine kinases ubiquitaires dont la superfamille
possede 11 membres : ERK1, ERK2, JNK1, JNK2, JNK3, p38MAPKs (p38x/B/Y), ERK5,
ERK3 et ERK7. Trois groupes majeurs de MAPKs activées en aval de JAK2 ont été
caractérisés chez les mammiferes : ERK1/2, JNKs et p38MAPK. Chaque groupe de
MAPK est activé par des cascades de kinases distinctes dans lesquelles une MAP3K
(ou MEKK) phosphoryle et active une MAP2K (ou MEK) qui, a son tour, stimule

I’activité de la MAPK.

Une fois activée, la MAPK phosphoryle de nombreuses cibles impliquées dans

la prolifération cellulaire, la différenciation et la survie.

Les MAPKs Erk1 et Erk2, aussi connues sous le nom de p44MAPK et p42MAPK
respectivement, ont été initialement identifiées comme des protéines stimulées par
des facteurs de croissance, alors que les MAPKs des deux autres groupes (JNK1/2/3
et p38MAPK), ont été identifieces comme des kinases activées par divers stress
comme le stress oxydatif ou les dommages a ’ADN. Cependant, les trois différentes

cascades sont activées par les cytokines [146].

Les MAPKs possedent de nombreuses cibles telles que des facteurs de
transcription, des régulateurs de la traduction, des protéines du cytosquelette et

favorisent la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire [147].
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5.4. Réqulateurs négatifs :

La signalisation des récepteurs aux cytokines médiée par JAK2 possede

également des protéines inhibitrices exercant un rétrocontrole négatif.

Les trois classes de régulateurs négatifs les plus connues en aval de JAK2 sont
. les protéines SOCS (suppressor of cytokine signaling), PIAS (« Protein Inhibitor of

Activated STAT ») et PTP (« Protein Tyrosine Phosphatases»).

Les PTP peuvent, grace a leur domaine SH2, se fixer directement sur JAK2 ou
sur les récepteurs aux cytokines lorsqu’ils sont phosphorylés. Une fois recrutées,
elles déphosphorylent JAK2 et ses substrats réduisant ainsi leur activité. Certaines

PTP sont nucléaires et peuvent directement désactiver les STATs [148].

Les mécanismes de rétrocontrole négatif observés dans le cas des SOCS sont
multiples. Il s’agit d’ubiquitine ligases, cibles transcriptionnelles des STATs, qui
peuvent se fixer directement sur la tyrosine 1007 phosphorylée de JAK2 et entrainer
son ubiquitination, ce qui constitue un signal d’adressage au protéasome ou elle est
dégradée. Certaines protéines SOCS peuvent également se fixer sur le domaine
kinase de JAK2 et inhiber son activité catalytique. C’est le cas de SOCS1 et de SOCS3
[149].SOCS1 et SOCS3 peuvent également inhiber I'activité de JAK2 en agissant
comme pseudo-substrat. De plus, les protéines SOCS se fixent au niveau du
récepteur activé et agissent comme compétiteurs pour les sites phosphorylés avec

les cibles en aval [150].

Les protéines PIAS agissent plus en aval dans la voie JAK2/STAT en se fixant

sur les STAT activés et en empéchant leur liaison a ’ADN [151].
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Figure 14 : A) Structure des protéines impliquées dans la régulation négative de la
voie JAK/STAT. B) Régulation négative de la voie JAK/STAT par les phosphotyrosine
phosphatases. C) Régulation négative de la voie JAK/STAT par les SOCS PIAS. D)

SOCST cible JAK2 vers une dégradation par le protéasome.
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6. Déficit en JAK2 :

L'absence de JAK2 est létale au 10eme jour de développement embryonnaire
[136, 152]. La non-viabilité des embryons est due a l'absence d'érythropoiese

définitive dans le foie fecetal.

La réponse a I'lL-3, I'lL-5 et au GM-CSF est également abolie, ce qui démontre
le role crucial de JAK2 pour la réponse a ces cytokines. Par contre, le nombre de
colonies granuleuses est strictement normal en réponse au G-CSF. Ceci indique que
les progéniteurs hématopoiétiques sont présents chez les souris JAK2-/- quoiqu'en
nombre réduit, hypotheése confortée par lI'obtention de colonies de type CFU-E apres

infection de cellules de foie feetal par un rétrovirus contenant Jak2 [136].

Le foie feetal de souris JAK2-/- contient aussi des progéniteurs lymphoides.
En effet, il peut reconstituer en cellules B et T fonctionnelles des souris mutantes
pour JAK3. Ceci montre, en outre, que JAK2 n'est requise ni pour l'expansion, ni

pour la maturation des cellules lymphoides.

. Physiopathologie :

1. Mutation JAK2 V617F :

Durant l'année 2005, plusieurs équipes ont détecté la présence de cette
mutation chez des patients ayant une PV, alors que celle-ci était absente chez
I'ensemble des sujets témoins [40, 42, 153, 154]. Leurs travaux sont parus dans des
revues anglo-saxonnes prestigieuses, telles que Nature, the New England Journal of
Medicine ou Lancet. Ainsi que le premier symposium international sur la mutation
JAK2 V617F dans les SMP a été organisé par le groupe PV-Nord sous I’égide de la

Société francaise d’hématologie et de I'université Paris-XIIl.
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La mutation JAK2 V617F est une substitution de la guanine en position 1849
par la thymidine au niveau de I’exon 14 du gene de JAK2. Cette mutation ponctuelle
entraine, au niveau protéique, la substitution de la valine en position 617 par la
phénylalanine a I'intérieur du domaine pseudokinase de JAK2. Cette substitution
empéche le domaine pseudokinase de JAK2 d’inhiber son domaine kinase [155]. Au
niveau fonctionnel, cette mutation confére a JAK2 une activation constitutive

(figurel5, 16).

I Transversion G— T en 1849 I
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Figurel5 : Séquences nucléotidiques et protéiques caractérisant la mutation V61 7F.
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Figure16: Représentation schématique de la protéine JAK2 sauvage et mutée.
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La mutation JAK2 V617F, unique et clonale, est acquise car elle n’est pas
retrouvée au niveau de toutes les cellules dans la PV. En revanche, elle a été mise en
évidence au niveau des différents types cellulaires myéloides et notamment au
niveau des érythroblastes, des polynucléaires neutrophiles et des plaquettes [39, 41,

126].

2. Mutations JAK2 autres que V617F :

D’autres possibilités de mutation d la valine en position 617 de JAK2 ont été
testées par mutagénese dirigée. Les mutations V617W, V617M, V617I, V617L
permettent d’obtenir une indépendance aux cytokines et une activation constitutive
des voies de signalisation JAK/STAT, mais seul le mutant V617W induit une
activation comparable a V617F. Cependant la mutation V617F semble rester la
meilleure mutation possible, car apres avoir testé toutes les possibilités, il ressort
que la seule mutation permettant une activation comparable a celle de V617F soit
V617W, qui nécessite la mutation de trois bases et qui a donc peu de chances d’étre

retrouvée chez un patient [156].

En 2007, d’autres mutations de JAK2 ont été identifiées, en particulier chez
des patients présentant des criteres de PV mais plus jeunes, présentant une
érythrocytose plus marquée ainsi qu’une leucocytose et une thrombocytose plus
faibles au diagnostic [157]. Ces mutations situées dans I’exon 12 du JAK2, sont
localisées en amont du domaine pseudokinase dans une zone extrémement
conservée au cours de I’évolution. Elles entrainent les mémes conséquences que la

mutation V61 7F.

On compte aujourd’hui une vingtaine de mutations JAK2 autres que V617F,

elles sont majoritairement retrouvées dans la PV et restent relativement rares [158].
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3. Modélisation moléculaire :

La mutation V617F se caractérise par le changement de la valine en position
617 par une phénylalanine, c'est-a-dire dans le domaine JH2 de régulation de

I’activité catalytique de la protéine.

V-

Va o &

Valine Phénylalanine

Figure 17: structure de la valine et la phénylalanine.
La position 617 est stratégique, puisqu’elle se trouve a l'interface entre les

deux domaines JH1 et JH2 de JAK2, au niveau de la boucle d’activation de la kinase.
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.

Figurel8 : représentation de la protéine JAK2 et la localisation de V617F.
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4. Mécanismes des syndromes myéloprolifératifs liés a la mutation

JAK?2 :

La physiopathologie des SMP non LMC est longtemps restée inexpliquée. Des

travaux anciens avaient documenté que les progéniteurs présentaient une
hypersensibilité aux cytokines. Cette observation suggérait une anomalie dans la
transduction du signal dans le contexte de la réponse aux cytokines. Cependant,
aucune anomalie récurrente n’avait été mise en évidence tant au niveau de la
structure des récepteurs, de sa signalisation, que de la régulation négative du signal
(phosphatases). Ce n’est qu’en 2005 que I'identification de la mutation JAK2 V617F,
la premiere anomalie moléculaire caractéristique a ces maladies, a été mise en
évidence. Cette anomalie est présente dans plus de 95% des cas de PV et dans
environ 50% des cas de TE et de MF. Etant donné qu’une faible proportion de
patients atteints de PV et qu’une proportion significative de patients atteints de TE
et MF n’étaient pas concernés par la mutation.

Une mutation — trois pathologies distinctes :

Chez beaucoup de patients atteints de PV et de MP, la fréquence des
homozygotes V617F dans les polynucléaires neutrophiles est élevée, alors que dans
les TE, les cellules malignes sont le plus souvent hétérozygotes [159]. Le mécanisme
conduisant a cette homozygotie ne consiste pas en une perte d’allele, mais résulte
d’une recombinaison mitotique acquise en 9p24 (locus JAK2) [160]. Chez la souris,
la surexpression du gene JAK2 muté dans la moelle osseuse est a I'origine d’un
phénotype de PV [161]. Plus récemment, deux lignées de souris transgéniques ont
été créées ; 'une exprimant moins d’alleles V617F que d’alleles sauvages, et 'autre
exprimant autant d’alleles mutés que d’alleles sauvages. Dans le premier cas, le
phénotype observé se rapproche d’une TE et dans le deuxieme, il ressemble a une

PV [87]. Toutes ces observations montrent I'importance du ratio alleles JAK2 V617F
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mutés/ alleles JAK2 sauvages dans la détermination du phénotype de la maladie. Ce
phénomene pourrait s’expliquer par le fait que les protéines JAK2 sauvages
inhiberaient en partie les effets des protéines JAK2 mutées, sans doute par
compétition au niveau du récepteur.

Il existe des SMP familiaux avec mutation JAK2 V617F, alors qu’il n’y a pas de
transmission germinale de la mutation [162]. Il existerait donc un mécanisme
génétique de prédisposition a I'acquisition de la mutation somatique de JAK2. Dans
certains SMP, I’hématopoiese apparait clonale alors que la mutation V617F n’est
retrouvée que dans un nombre faible de cellules [163]. De plus, des anomalies
cytogénétiques, telles que la délétion 20q, peuvent étre observées dans des cas ou
la proportion de cellules présentant la mutation de JAK2 demeure faible [164]. La
mutation JAK2 V617F pourrait donc étre un événement secondaire, voire un

événement insuffisant a I'acquisition du phénotype final.
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MATERIELS ET METHODES



I. Ciritéres d’inclusion des patients :

Ont été inclus dans cette étude rétrospective les patients adressés du service
de médecine interne au laboratoire de génétique médicale et d’oncogénétique du
CHU Hassan Il de Fes pour suspicion de syndrome myéloprolifératif et ayant
bénéficié de la recherche de la mutation JAK2 V617F depuis I'année 2010 jusqu’a

I’année 2014.

. Recueil des données :

Les données ont été recueillies a travers les dossiers médicaux des malades. |l

s’agissait des données cliniques et para cliniques.

lll. Prélevement des patients :

Avant tout prélevement, une fiche qui porte les renseignements, I’accord et le
consentement de I'intéressé est obligatoire. On préleve deux tubes EDTA de sang,
pour I’extraction d’ADN par kit ou par sel. Les tubes peuvent étre conservés a +4°C

ou -20°C pour utilisation ultérieure.

IV. Extraction de ’ADN génomique :

L’extraction de I’ADN (acide désoxyribonucléique) est une technique qui isole
de I’ADN a partir d’une cellule en quantité et en qualité suffisante pour permettre
son analyse. Au niveau du laboratoire de Génétique médicale et d’oncogénétique,
I’extraction se fait selon deux méthodes : soit par SEL ou par KIT commercialisé

(invitrogen).
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1. Extraction de I’ADN par sel :

L’extraction de I’ADN par sel se base sur quatre étapes essentielles :

e Lyse des globules rouges,

e Lyse des globules blancs,

e Dénaturation et précipitation des protéines et impuretés,

e Précipitation et lavage de I'ADN.

Principe :

Le sang doit étre initialement et vigoureusement mélangé a une solution
hypotonique pour faire éclater les globules rouges. Le lysat est centrifugé et apres
élimination du surnageant, le culot cellulaire, contenant les leucocytes, est traité par
une solution de lyse des globules blancs contenant la protéinase K (enzyme qui
digere les protéines cellulaires). Les protéines seront par la suite éliminées par
I'intermédiaire d'une force ionique du NaCl et la précipitation de I'ADN génomique

est effectuée en utilisant une solution d'éthanol absolu a froid (-20 °C).

2. Extraction de I’ADN par KIT :

L’extraction de I’ADN par KIT se base aussi sur quatre étapes :

e Fixation de I’ADN,

e Digestion par protéase,

e Lavage de I’ADN,

e Elution de I’ADN.

Principe :

Apres digestion enzymatique et solubilisation des lipides dans une solution
spécifique, I’ADN chargé négativement est mis en contact avec des billes
magnétiques chargées positivement afin qu’il s’accroche a celles-ci. La solution est

éliminée alors que les billes sont maintenues a I'aide d’un aimant. Une autre
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solution de composition différente est ensuite ajoutée aux billes afin de neutraliser

leur charge. L’ADN est alors libéré dans cette seconde solution.

3. Dosage de |I’ADN :

La concentration en ADN de I’échantillon est estimée par spectrophotométrie.
En effet, les acides nucléiques présentent un pic d’absorption dans l'ultraviolet. Le

maximum de cette absorption se situe a 260nm.

Au laboratoire, nous utilisons la technologie « NANODROP» pour réaliser le
dosage. Il suffit de déposer dans I'appareil 2ul d’ADN pour connaitre sa

concentration, et la courbe qui renseigne sur sa pureté.

Figure 19 : NANODROP pour le dosage de I’ADN.
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V. Amplification des séquences nucléotidiques par PCR :

1. Principe de I'amplification d’ADN par la PCR :

La PCR (Polymerase Chain Reaction) fut inventée par K. Mullis en 1983 et
brevetée en 1985. Elle permet d'amplifier in vitro une région spécifique d'un acide
nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et
I’étudier. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d’une
matrice d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR,
les produits obtenus a la fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle

suivant, I'amplification est donc exponentielle.

Pour avoir la réplication d’un ADN double brin, il faut agir en trois étapes :

e Dénaturation de I’ADN pour obtenir des matrices simple brin,
e Hybridation des amorces spécifiques,
e Réaliser la réaction de polymérisation du brin complémentaire par I’enzyme

polymérase.

Les températures et le nombre des cycles dépondent de chaque gene amplifié.

A la fin de chaque cycle, les produits sont sous forme d'ADN double brin.

2. Réactifs de la PCR:

La PCR permet d'amplifier une séquence spécifique d'ADN dans un mélange
réactionnel approprié (Mix). Le mélange contient :

- Taq (Thermus Aquaticus) polymérase 5 U/ ul

- Tampon PCR10x : sert a maintenir stable le pH du milieu réactionnel au

niveau optimal pour la Tag polymérase
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MgCl2 50Mm : ils influent sur l'activité enzymatique de la Taq

Eau pure : sert pour la dilution des réactifs de PCR.

Désoxyribonucléotides (dNTP) a 2,5mM

Amorces a 10uM : ce sont des polymeres nucléotidiques, de séquences
spécifiques du gene a amplifier.
Une fois le Mix distribué dans les tubes appropriés, les échantillons d'ADN

sont ajoutés individuellement.

3. Limites de la PCR :

La premiere limite est celle de la taille de la séquence qu’on souhaite
amplifier. Les amplifications des séquences dont la taille est supérieure a 3 Kb sont
tres difficiles a réaliser. La seconde limite est celle du nombre de copies d’ADN cible,
ainsi que son extréme sensibilité de telle sorte qu’une tres faible contamination de
I’ADN peut engendrer des erreurs d’analyse, d’ou la nécessité de réaliser des

controles pour les détecter.

4. Témoins de la PCR :

- Témoin positif qui a pour fonction de s’assurer des bonnes conditions de la
PCR, ce témoin est représenté par I’ADN d’un sujet sain.

- Témoin négatif qui permet de s’assurer de I’absence de contamination,
auquel il n’y a pas d’ADN.

5. Migration du produit PCR sur gel d’agarosea 2 % :

Les produits PCR sont controlés sur gel d’agarose 2 % en présence d’un
marqueur de taille, qui permet de vérifier la taille et la spécificité du produit
amplifié. Apres cette migration au temps convenable on visualise les bandes d'ADN

fluorescentes sous UV.
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RESULTATS



. Données épidémiologiques :

Nous avons recensé 27 cas des syndromes myéloprolifératifs hors LMC.
L’age moyen des patients était de 48 ans avec des extrémes allant de 15 a 89

ans. La majorité des patients (74%) avait un age inferieur a 60 ans.

80% -

60% -

40% -

20% -

O% T T T 1
0-60 ans > 60 ans

Figure 20 : répartition des malades en fonction de I’age.

Dans notre série, les hommes représentaient 44% versus 56% des femmes.

Figure 21 : répartition des malades en fonction du sexe.
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. Données clinigues :

Dans notre série d’étude, 56% des malades ont une polyglobulie de vaquez et

44% ont une thrombocytémie essentielle.

PV
56%

Figure 22 : répartition des malades en fonction du diagnostic.

lll. Résultats de I’étude moléculaire :

La recherche de la mutation en question se fait par la biologie moléculaire.
Chez nos patients on recherche cette mutation par la technique « PCR allele
spécifique ».

- Pour notre série de polyglobulie de vaquez : 47% des cas (7 patients) avaient
la mutation V617F du gene JAK2, et 53% des cas (8 patients) n’avaient pas
la mutation.

- Pour notre série de thrombocytémie essentielle : 25% des cas (3 patients)
avaient la mutation V617F du gene JAK2 et 75% des cas (9 patients)

n’avaient pas la mutation.
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Polyglobulie de Thrombocytémie
vaquez essentielle

Figure 23 : répartition des malades selon leur statut mutationnel.

MT T.positit T.négatit Patient

A i 1

MM MN MM MN MM MN

° 364 pb

< 206 pb

MM: Mix muté; MN: Mix normal

Figure 24 : profil d’électrophorese des produits PCR chez un patient de notre série

qui avait la mutation V617F du gene JAK2.
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MT T.positit T.négatit Patient

A | .k

M MN MM MN MM MN

. 364pb

. 3 206 pb

MM: Mix muté; MN: Mix normal

Figure 25 : profil d’électrophorése des produits PCR chez un des patients de notre

série n’avait pas la mutation V617F du gene JAK2.
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DISCUSSION



. Mutation JAK2 :

1. Conséquence sur la fonction de JAK2 :

La mutation V617F est localisée dans le domaine pseudokinase de la protéine
JAK2. Ce domaine régulerait négativement I'activité kinase de JAK2 en bloquant sa
boucle d’activation en position inactive. La mutation V617F perturberait ainsi
I’interaction entre le domaine pseudo kinase et la boucle d’activation [165, 166].
L’expression de la protéine mutée dans des lignées cellulaires humaines et murines

induit une hypersensibilité aux cytokines.

Des études portant sur les drosophiles (mouches) présentant la mutation
JAK2, située dans le domaine JH2-pseudokinase, ont montré que ces insectes
développaient une hyperactivité kinase de la protéine associée a un risque accru de
syndromes myéloprolifératifs et de leucémies [167]. Elle est donc une mutation «

gain de fonction ».

2. Conséquences sur les clones porteurs de la mutation JAK2 :

2.1. Activation constitutive des voies de signalisation canoniques :

Dans les lignées cellulaires, l'introduction de la mutation entraine une
activation constitutive des voies de signalisation normalement activées en présence
de cytokines en aval de JAK2 sauvage, notamment des voies JAK2/STATI1, 3 et 5,
MAPK et PI3K/Akt, il ya une phosphorylation anormalement élevée de STATS5, STAT3
[168].

La voie JAK2/STAT étant la voie la plus directe et la plus connue en aval de
JAK2, c’est celle qui a était la plus étudiée. Plusieurs travaux suggerent un role

majeur de STATS5 dans le caractére oncogénique de JAK2 V617F. Tout d’abord,
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I’introduction d’une forme constitutivement active de STAT5 dans des progéniteurs
CD34+, induit une différenciation érythroide spontanée des cellules en absence
d’EPO. De plus, la déplétion de STATS5 dans des progéniteurs érythroides CD36+
diminue leur capacité a former des colonies érythroides et I’expression de sa forme
constitutivement active augmente la capacité des progéniteurs érythroides a former

des BFU-E et des colonies érythroides endogenes [168].

Contrairement au STATS5, STAT3 n’apparait pas étre impliqué dans I'exces de
prolifération induit par la présence de la mutation. En revanche, il est nécessaire a
I’activation excessive des neutrophiles entrainée par JAK2 muté. Quant a STATI, il
interviendrait plutot dans ['aiguillage de [I'effet oncogénique sur la lignée

mégacaryocytaire au détriment de la lignée érythrocytaire [169].

La nécessité de la présence d’un récepteur aux cytokines dans I'indépendance
aux cytokines est discutée. Il semblerait que lorsque I’expression de JAK2 V617F est
faible, le récepteur est nécessaire a I’autonomie de croissance. En revanche, lorsque
le niveau de JAK2 V617F est élevé, il est capable de promouvoir I'autonomie de
croissance seule [170]. De ce fait, sur des milieux de culture, dépourvus de facteur
de croissance, la survie des cellules avec mutation JAK2 était prolongée, comparée a

celle des cellules témoins [39].

2.2. Dérégulation de la transcription et de la traduction protéique :

L’ensemble des voies activées en aval de la mutation JAK2 V617F entraine la
dérégulation transcriptionnelle de nombreux genes. En effet, les protéines STATs
étant des facteurs de transcription, leur activation en aval de I'oncogene entraine

une augmentation de la transcription de leurs genes cibles.
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Les voies des MAPKs et de la PI3K/Akt agissent sur des facteurs de
transcription. On peut donc supposer que la dérégulation de ces deux voies de
signalisation en aval de JAK2 V617F entraine une augmentation de la transcription

des genes.

En plus d’une dérégulation transcriptionnelle, l’oncogene favorise Ila
traduction d’ARNm en protéines. Une analyse de I’expression des microARN du sang
dans la PV révele une expression aberrante de huit microARN a la fois dans les
granulocytes, les cellules mononuclées, les plaquettes et les réticulocytes [171].
Cette dérégulation des différents niveaux de synthése protéique favorise la
surexpression des protooncogenes et la diminution du taux protéique des
suppresseurs de tumeur pouvant participer aux mécanismes oncogéniques de JAK?2

V617F.

2.3. Altération du rétrocontrole négatif :

Les voies classiques de signalisation étant activées constitutivement en aval de
JAK2V617F, on aurait pu imaginer que les mécanismes de rétrocontréle négatif
seraient également amplifiés. Cependant, on note, en aval de JAK2 V617F, une
altération du rétrocontrdle négatif de la transduction du signal des récepteurs aux
cytokines impliquant JAK2. En effet, la présence de la mutation entraine une hyper-
phosphorylation de SOCS3. Cette hyper-phosphorylation I'empéche d’agir comme
régulateur négatif de la signalisation en aval de JAK2 muté, et méme, au contraire, il
favorise la croissance cellulaire [172]. Cette altération du rétrocontréle négatif
amplifie d’autant plus la cascade de signalisation des récepteurs aux cytokines
déclenchée par la présence de la mutation. Ces résultats suggerent que le
mécanisme oncogénique de JAK2 V617F est plus complexe qu’il n’aurait pu le

paraitre.
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2.4. Impact de JAK2 V617F dans la réqulation épigénétique :

Tout comme JAK2 sauvage, JAK2 V617F est également capable de

phosphoryler HP1x et de lever ainsi sa répression sur I’expression des genes

cibles. Cependant, dans les SMP ou I’on retrouve une activation constitutive de JAK2,
la dérégulation de l'interaction de HP1x a la chromatine pourrait lever son effet
suppresseur de tumeur par une augmentation de [I’expression de certains
oncogenes. De plus, cette dérégulation, qui touche la chromatine, pourrait favoriser

les recombinaisons mitotiques et I'instabilité génomique [139].

2.5. Impact cellulaire de la mutation JAK2 V617F :

La présence de la mutation JAK2 V617F entraine une amplification de la
myélopoiese terminale [173]. Par contre, elle ne semble pas influencer la proportion
de cellules souches ou progénitrices [174]. Ce phénomene d’amplification est la
résultante d’une augmentation de survie et de prolifération cellulaire.

Avantage de survie :

Certaines données suggerent fortement que la présence de I'oncogene JAK2
V617F confere aux cellules un avantage de survie.

En premier lieu, 'acquisition de I’hypersensibilité aux cytokines confere aux
cellules mutées une résistance face a la mort induite par le sevrage en facteur de
croissance favorisant ainsi I’expansion clonale observée dans les SMP [175].

En deuxieme lieu, en aval de I'oncogene, un défaut de réponse face a la
stimulation de récepteurs d’apoptose. En effet, dans des circonstances
physiologiques, la stimulation du récepteur CD95, un récepteur d’apoptose exprimé
par les érythroblastes, entraine une activation des caspases et un clivage du facteur

de transcription GATA-1 [176]. Il s’ensuit une inhibition irréversible de la
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prolifération cellulaire et une différenciation des érythroblastes ou, si la
concentration en EPO est faible, leur mort. Bien gu’ayant une expression normale
des récepteurs d’apoptose et de ses effecteurs, les érythroblastes portant la
mutation JAK2 V617F possedent une résistance a I’apoptose [177]. La conséquence
est un défaut d’activation des caspases et de clivage de GATA-1 favorisant
I’expansion érythrocytaire.

Enfin, JAK2 V617F entraine la surexpression de la protéine antiapoptotique
Bcl-xL [178] et d’autres protéines impliquées de maniere indirecte dans I’apoptose.

Avantage prolifératif :

De nombreux travaux suggerent que l'oncogene JAK2 V617F favorise la
prolifération cellulaire et notamment la transition G1/S. Une étude sur la
différenciation mégacaryocytaire dans les SMP montre que les mégacaryocytes ont
un fort potentiel prolifératif dans ces pathologies [179].

Au niveau moléculaire, I'inhibition de p27kipl semble jouer un role dans
I’excés de prolifération entrainée par la mutation. La protéine p27kipl est un
régulateur négatif de la transition G1/S du cycle cellulaire. Cette protéine est aussi
un régulateur négatif de la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques. De
plus, 'expression de p27kip1 est plus faible en aval de I'oncogene qu’en aval de la
forme sauvage de JAK2 et I'inhibition de JAK2 V617F entraine une augmentation de
son expression suggérant qu’il s’agit d’une cible de I'oncogene [180].

Une dérégulation d’autres protéines intervenant dans la prolifération cellulaire
a éte observée en aval de JAK2 V617F.

Dommages de I’ADN :

La mutation de JAK2 est associée a une augmentation de la fréquence de
recombinaisons homologues et d’instabilité génétique [181]. Ce phénomene

pourrait étre lié aux dérégulations épigénétiques présentes dans les SMP.
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Cependant, 'augmentation de la prolifération cellulaire observée pourrait également

participer a cette instabilité.

. Intérét de la mutation JAK2 dans les syndromes

myéloprolifératifs :

Dans la polyglobulie de Vaquez, la mutation JAK2 V617F est identifiée chez
47% des patients de notre série. Ce résultat est relativement faible par rapport a
celui de la littérature. Cette différence pourrait s'expliquer par le faible effectif de

I’échantillon [39, 40, 41, 42, 182, 183].

Une autre étude réalisée au Maroc était la premiere a s’intéresser au statut de
la mutation JAK2 V617F dans les SMP, elle a intéressée 70 patients et elle a été
approuvée par le comité d'éthique local de la faculté de médecine de Casablanca. La

mutation était identifiée chez 89.47% des patients [184].
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Baxter James Kralovics Levine Jones Spletas Benmoussa notre série

Figure 26 : comparaison de la prévalence de la mutation JAK2 V617F dans la PV de
notre série avec les autres séries.
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Dans la thrombocytémie essentielle, la mutation JAK2 est identifiée chez 25%
des patients de notre série. Ce résultat corrobore celui des séries de James,
Kralovics, Levine et Jones et contraste avec celui de Baxter, Spletas et Benmoussa
gu’on peut I'expliquer également par le faible effectif de I’échantillon [39, 40, 41,

42,182, 183, 184].
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Figure 27 : comparaison de la prévalence de la mutation JAK2 V617F dans la TE de

notre série avec les autres séries.

Notre série ne contient pas des cas de myélofibrose primitive. En se référant

aux résultats des séries de la littérature, la mutation JAK2 est identifiée chez un

nombre non négligeable des patients [39, 40, 41, 42, 182, 183, 184].
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Figure 28 : prévalence de la mutation JAK2 dans la MP selon les séries.

1. Diagnostique :

Les résultats de ces études montrent la présence de la méme mutation V617F
de JAK2 dans la majorité des SMP Ph négatifs les plus communs : PV, TE, et MF.
Ainsi, la découverte de cette mutation est une avancée considérable dans la
compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu dans les SMP. En outre, la
recherche de cette mutation constitue un nouvel outil diagnostique important dans
les SMP autres que la LMC, ce qui a tres rapidement conduit les experts de 'OMS a

réviser leurs critéres diagnostiques.
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Tableau 5 : critéres diagnostiques OMS 2008 des SMP en dehors de LMC.

PV

TE

MP

Critéres majeurs

- Polyglobulie
définie partHb >
18,5 g/dl (homme)
ou > 16,5 g/ dl
(femme) ou tHt* ou
tVGlI > a 125 % de la
valeur théorique

- Mutation
JAK2V617F ou
similaire (mutation
de ’exon 12 de
JAK?2)

- Plaquettes >
450G/l

- Prolifération
mégacaryocytaire
avec une
morphologie de
grand
mégacaryocytes
matures

- Absence de
criteres OMS
diagnostiques de
LMC, de PV, de MFP,
de SMD ou de toute
autre hémopathie

- Présence de la
mutation JAK2V617F
ou d’un autre
Marqueur de
clonalité ou absence
de cause de
thrombocytose
réactionnelle

- Prolifération et atypies
mégacaryocytaires

avec fibrose réticulinique et/ou
collagene Ou, en I’absence de
fibrose, les changements
morphologiques des
mégacaryocytes doivent étre
accompagnés d’une
augmentation de la cellularité
médullaire et d’une
prolifération granuleuse
(définition d’un stade pré-
fibrotique de la MFP)

- Absence de criteres OMS
diagnostiques de LMC, de PV,
de SMD ou de toute autre
hémopathie

- Présence de la mutation
JAK2V617F ou d’un autre
marqueur de clonalité ou
absence de cause de fibrose
médullaire secondaire

Criteres mineurs

-Myéloprolifération
des 3 lignées sur la
biopsie médullaire
(panmyélose)

. EPO sérique basse

. Pousse spontanée
de colonies

érythroblastiques in

vitro

- érythromyélémie

- LDH augmentées

- Anémie

- Splénomégalie palpable

Le diagnostic
requiert :

Les 2 critéres
majeurs + 1 critére
mineur Ou Le
premier critére
majeur et

2 critéres mineurs

Les 4 critéres sont

nécessaires.

Les 3 criteres majeurs + 2

criteres mineurs
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La découverte de la mutation JAK2 V617F a simplifié le diagnostic de la PV
(criteres diagnostiques OMS 2008) [185]. Le diagnostic repose désormais sur
I’association de deux criteres majeurs (taux d’hémoglobine ou hématocrite ou
masse sanguine et analyse des mutations JAK2) et d’un critere mineur (par exemple
le taux d’érythropoiétine). Ainsi, dans la plupart des cas, pour établir un diagnostic
de PV, on peut se passer d'une BOM et d’une étude des progéniteurs
hématopoiétiques in vitro. En ce qui concerne les TE et MP, la présence d’une
mutation JAK2 (ou mutation similaire) n’est qu’un critere parmi d’autres et la BOM

demeure indispensable au diagnostic.

La mutation JAK2 V617F n’est pas spécifique des SMP Ph- classiques et son
absence ne permet en aucun cas de récuser le diagnostic de SMP. Elle est tres
rarement retrouvée dans les leucémies aigues [186], dans 3 a 9% des LMMC [187],
dans 2% des leucémies a éosinophiles [188], dans 4% des mastocytoses
systémiques [189], dans 11% a 20% des néoplasmes myéloprolifératifs inclassables
[188], et dans environ 5% des SMD [187]. Concernant les PV, les patients présentent
dans leur grande majorité la mutation. Son absence dans un contexte évocateur de
SMP (érythropoiétinémie basse, pousse érythroide endogene et/ou BOM en faveur
d’un SMP) doit faire rechercher d’autres mutations plus rares de JAK2 notamment
une mutation de I’exon 12. Pour les patients présentant une TE, la présence de la
mutation JAK2 V617F affirme le caractére malin, le plus souvent myéloprolifératif
mais pas nécessairement la TE (PV en cas de masse sanguine élevée, MP si
I'histologie est en faveur) [190]. En cas de suspicion de MP, la présence de
I’lanomalie confirme I'existence d’un SMP devant une myélofibrose en histologie.
Cependant la mutation n’est pas toujours détectée et des mutations du MPL sont

retrouvées dans 10% des cas [191].
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2. Thérapeutique :

La mise en évidence de la mutation V617F de JAK2 a permis d’orienter la
recherche thérapeutique vers des molécules inhibitrices de I'activité JAK2. Il s’agit de
substances non sélectives ou sélectives de JAK2. Dans ce dernier cas, il peut s’agir
d’inhibiteurs des protéines JAK2 sauvages et mutées ou uniquement des protéines

JAK2 mutées [192].

Aucune molécule n’est spécifique pour la mutation V617F. Cette importante
caractéristique explique que les effets bénéfiques sont observés chez les patients
porteurs ou non de la mutation JAK2V617F, mais démontre que les inhibiteurs des
JAKs ne peuvent pas étre considérés comme une thérapie ciblée des cellules

tumorales [193].

La MP avancée a constitué leur principale indication étant donné la survie
limitée de ces patients, I'importance des symptomes généraux et I'absence de
traitement efficace. Des 2007, les premiers patients atteints de MP ont été inclus
dans des études cliniques utilisant le Ruxolitinib, le plus avancé des inhibiteurs des
JAKs. Depuis lors, plus de 8 molécules sont en développement clinique dans la MP,
et certaines d’entre elles sont également testées dans la PV et la TE. Toutes ces

molécules sont des inhibiteurs compétitifs de I’ATP [193].
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Tableau 6 . principaux inhibiteurs des JAKs en étude clinique pour le traitement des

SMP.

Phase Effets secondaires

Agent Cibles d'etude Effets cliniques principaux — Toxiciteé
clinique imitante

Ruxolitinib : Splénomeégalie, : :

JAKL, JAKZ 1ll, publié symptomes Thrombopénie, anémie
(INCBO18424) S el

SAR302503 JAK? Il en Splénomeégalie, Thrombaopénie, anémie

i : symptomes hyperamylasémie,

TG101348 FLI3, RET cours systépmiques nausées, diarrhées

JAKL, ;
JAK2, CDK2, Splénomégalie, T“g;'hbglgg“e-
CYT387 JNK1, PKD3, I symptomes hyperamylasémie
P%{gknll" systémiques, anémie neurcpathie périphérfque

CEP-701 (Lestaurtinib) FLT%A%’KA Il Splénomégalje Nausées/diarrhees,

VEGFR P cgale. anémie, thrombopénie
Splénomegalie,
SB]_E -"-! JAKZ, FLT3 Il symptémes MNausées, diarrhées
(Pacritinib) i
systémiques

Effet des inhibiteurs de JAK sur la splénomégalie dans la MP :

Les études [194, 195] qui comparaient I'effet du Ruxolitinib a un placebo ou
au meilleur traitement disponible chez des patients avec une MP avancée ont
clairement démontré son effet bénéfique. Dans ces études, alors que le placebo ou
tout autre traitement disponible n’avait aucun effet, 30 a 40 % des patients ont
présenté une diminution de plus de 33 % du volume splénique mesuré par
résonance magnétique, ce qui correspond une diminution de moitié du volume de la
rate mesurée cliniquement. La diminution est rapide, maximale aprés quelques
semaines, et sera durable. Cet effet permet d’améliorer les symptomes liés a la
splénomégalie, comme la satiété précoce ou les douleurs abdominales. Cet effet sur
la splénomégalie est dose-dépendant et sera rapidement réversible a I'arrét des

traitements. Cet effet bénéfique est partagé par tous les inhibiteurs de JAK2.
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Effet sur les symptomes systémiques dans la MP :

La qualité de vie des patients atteints de MP est profondément altérée par
I'existence de symptomes systémiques invalidants tels que des sueurs nocturnes,
une cachexie et de la fatigue. L’anti-JAK2 entraine une amélioration rapide et
importante de ces symptomes chez une majorité des patients. L’état général va
s’améliorer et les patients vont prendre du poids. Cet effet a été objectivé par
I’lamélioration significative de scores de qualité de vie sur différentes échelles
utilisées dans les études COMFORT-I et -Il [194, 196] et ne semble pas étre dose

dépendant.

Effet sur les parametres sanquins :

En prescrivant un anti-JAK2, on note une amélioration de I’anémie et de la
thrombopénie qui peuvent se manifester au cours de la MP avec diminution du
besoin transfusionnel [196]. Cette diminution sera dose dépendante et démontre

I’effet anti-myéloprolifératif des anti-JAK2.

Au cours de la PV, Iladministration d’un anti-JAK2 permet de réduire, voire
d’inhiber, la prolifération des progéniteurs médullaires et diminuer le nombre
moyen de colonies érythrocytaires, ainsi qu’une diminution de la fréquence des

saignées [197, 198].
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3. Pronostique :

La présentation clinico-biologique et les modalités évolutives des SMP sont

tres hétérogenes.

Le statut mutationnel de JAK2 dans la TE a été étudié par plusieurs équipes.
Les patients pour lesquels le diagnostic de TE a été retenu et qui présentent une
mutation JAK2 V617F ont significativement un taux élevé d’Hb, de globules blancs et
moins de plaquettes. La BOM est caractérisée par une plus grande cellularité, en
particulier sur les lignées rouges et granuleuses. Leurs taux circulants

d’érythropoiétine sont significativement plus bas [199].

I N’y a pas de différence significative de survenue des complications évolutives
propres a la TE entre les patients mutés et non mutés. Cependant, le risque
thrombotique chez les patients mutés est retrouvé accru dans certaines études mais
pas dans d’autres [200]. Les raisons de ces discordances d’appréciation du risque
thrombotique sont probablement multiples, mais partiellement expliquées par le fait
que ce n’est pas seulement la présence de la mutation JAK2 V617F qui doit étre
considérée, mais aussi la charge mutationnelle. En effet, les techniques quantitatives
montrent des différences de « charge mutationnelle » V617F (proportion de genes
JAK2 mutés parmi tous les genes JAK2) selon la pathologie, typiquement forte dans
les PV, plus faible dans les TE [201]. Le groupe italien GIMEMA rapporte une
fréquence de 50 % d’événements thrombotiques chez les patients souffrant de TE
avec la mutation a I’état homozygote, 22% pour les hétérozygotes et 11% pour les
non mutés [200]. Ainsi, JAK2 V617F augmente I’adhésion des globules rouges a
I’endothélium par une modification d’expression de certaines molécules d’adhésion

[202]. Une augmentation des taux solubles de p-sélectine (qui permet aux
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plaquettes de se lier aux leucocytes, ce qui induit des agrégats
plaquettes/leucocytes favorisant la thrombose) et une augmentation de I’expression
de p-sélectine a la surface des plaquettes ont été rapportées chez les patients TE

JAK2 V617F positifs [203, 204].

La charge JAK2 V617F, facilement mesurable en routine, reflete a la fois la
taille du clone muté et la proportion de cellules homozygotes. Elle semble corrélée a
certains parametres cliniques tels que le prurit, la taille de la rate, la leucocytose ou
I’évolution vers la myélofibrose pour les PV et probablement le risque thrombotique

dans les TE [200, 205].

Dans la MP, la présence de la mutation JAK2 V617F est associée a un pronostic
défavorable [206]. Il existe une corrélation entre la présence de la mutation, en
particulier a I’état homozygote et une leucocytose plus élevée, une plus grosse rate
et un plus grand risque de transformation leucémique [207]. Aussi, il existe une
corrélation entre la présence de la mutation JAK2 V617F et la présence d’anomalies

cytogénétiques, elles mémes associées a une survie courte [205].
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4. Suivi thérapeutique :

I ny a actuellement aucune recommandation de suivi moléculaire par
quantification de la proportion d’alleles mutés. Cependant, lors du traitement
pouvant modifier la quantité de cellules mutées circulantes (greffe de moelle,
Interféron, ou inhibiteur de JAK2), il pourrait étre intéressant d’effectuer un suivi

guantitatif du clone pathologique [208].

Le suivi de la charge peut servir a apprécier I'efficacité des traitements. En
effet, certains traitements entrainent seulement une réponse hématologique alors
que d’autres, comme l'interféron par exemple, entrainent une diminution de la
charge JAK2 V617F (réponse moléculaire) [208]. Ces derniers en agissant
préférentiellement sur les cellules clonales sont vraisemblablement plus efficaces a

long terme et peuvent faire espérer des guérisons.

Le suivi moléculaire est aussi utile pour la surveillance des patients allogreffés

pour une myélofibrose montrant ainsi la disparition du clone muté [209].
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Détection de la mutation JAK2 sur la moelle osseuse : [210,

211]

Les sources d’ADN utilisé pour la recherche de la mutation JAK2 sont : le sang
périphérique (SP) et la moelle osseuse (MO), ce qui a pousser les auteurs a mettre en
question I’équivalence de la sensibilité et la spécificité de la détection de la mutation
et I’équivalence de la mesure de la charge allélique selon qu’on préleve du SP ou de

la MO.

Plusieurs études sont réalisées pour répondre a ces questions en travaillant
sur des groupes de patients ayant des SMP selon les critéres diagnostiques de I’'OMS
et chez qui on a utilisé des échantillons d’ADN extrait du SP et de la MO pour PCR a

la recherche de la mutation JAK2 V617F durant la méme période.

Tous les patients qui ont été négatifs pour la mutation JAK2 sur les
échantillons du SP étaient également négatifs pour la mutation sur les échantillons
de la MO et vice versa mettant la sensibilité et la spécificité de la détection de la
mutation JAK2 sur le SP et la MO a100%. Aussi, la charge allélique de JAK2 V617F

dans le SP était équivalente a celle dans la MO.

Ces résultats montrent que l'utilisation de la MO dans la détection de la
mutation JAK2 ou la quantification de la charge allélique n’est pas requise car le test
sur le SP est fortement fiable d’ou un résultat négatif de la mutation JAK2 sur un
échantillon du SP peut étre considérer fiable et I'obtention d’échantillon de la MO
pour la détection de la mutation n’est pas nécessaire. Autrement dit ces résultats
dénient le fait qu’on a besoin d’une aspiration de la MO ou d’une BOM pour vérifier
la présence ou I’'absence de la mutation JAK2 V617F. En plus, I’hétérogénéité des

échantillons (SP vs MO) ne doit pas étre prise en considération lors des
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interprétations de la corrélation entre la charge allélique de JAK2 mutée et la

symptomatologie clinique.

Ces données permettent de comparer les niveaux de détection de la mutation
JAK2 entre le SP et la MO et d’utiliser les valeurs de maniere interchangeable surtout
chez les patients dont les valeurs initiales ont été obtenues partir de la MO. Cela
rend beaucoup plus facile la surveillance a long terme de la charge allélique JAK2
mutée dans les essais cliniques avec les nouveaux agents thérapeutiques et le suivi

post greffe des cellules souches hématopoiétiques.
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CONCLUSION



La pathogénese des SMP est complexe et reste mal connue. Il parait qu’ils
résultent des dérégulations profondes impliquant les acteurs des grandes voies de
signalisation cellulaire, de la maitrise et de la réponse a I’environnement

cytokinique, a la transduction du signal et la régulation de I’expression des genes.

La mutation JAK2 V617F est de découverte assez récente. La recherche de
cette mutation constitue un nouvel outil diagnostique important dans les SMP non
LMC. Son implication dans la pathogénie des SMP est actuellement confirmée et
constitue une avancée considérable dans la compréhension des mécanismes
moléculaires mis en jeu dans les SMP. Elle a conduit I’OMS a revoir et a adopter de

nouveaux criteres diagnostiques de ce groupe d’hémopathies.

Auparavant, apanage de laboratoire spécialisé, la détection de la mutation
JAK2 V617F constitue actuellement un test de routine pratiqué dans les laboratoires
de biologie médicale en utilisant des techniques spécifiques et sensibles (PCR allele

spécifique).

Actuellement, en cas de suspicion d’un SMP, la recherche de la mutation
JAK2V617F est devenue I’examen clé. Lorsqu’elle est positive, le diagnostic de SMP

est certain et il reste ensuite a classer ’hémopathie.

De plus, la découverte de cette anomalie moléculaire acquise offre une
perspective de recherche et de développement de nouvelles thérapeutiques plus

ciblées de ces syndromes comme les inhibiteurs de JAKs.
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RESUMES



RESUME

La Janus kinase 2 (JAK2) est une protéine de type tyrosine kinase impliquée
dans plusieurs voies de signalisation responsables principalement de la survie et de

la prolifération cellulaire.

La mutation JAK2 V617F associée aux syndromes myéloprolifératifs a été
décrite comme un événement génétique fréquent chez la majorité des patients
atteints de la polyglobulie de Vaquez (90%), de la thrombocytémie essentielle (50%)
et de la myélofibrose idiopathique (50%). Cette mutation est caractérisée par un
changement d’un nucléotide (un T pour un G) sur I’exon 14 du gene JAK2 situé sur
le chromosome 9, locus 9p24.1, conduisant a une substitution de la valine en

phénylalanine en position d'acide aminé 617 de la protéine JAK2.

L’objectif de ce travail est de déterminer la prévalence de la mutation JAK2 a
travers une étude rétrospective portant sur 27 dossiers des malades dans le
laboratoire de génétique médicale et d’oncogénétique et le service de Médecine
Interne du CHU Hassan Il de Fes et présentant des syndromes myéloprolifératifs
documentés par des données cliniques et biologiques, ainsi que d’identifier son
impact clinique au cours de sa présence et ses éventuelles implications dans

I’établissement du diagnostic et les progres thérapeutiques.

La mutation JAK2 V617F a été retrouvée chez 47% des PV et 25% des TE. Ces
résultats en plus de ceux de la littérature confirment I'importance de cette mutation

dans la pathogénese des syndromes myéloprolifératifs.

La découverte de ce marqueur a rapidement été prise en compte par I’OMS qui
a considéré la positivité de la mutation JAK2 comme un critere majeur du diagnostic.
Aussi, cette découverte offre une perspective de recherche et de développement de
nouvelles thérapeutiques plus ciblées de ces syndromes comme les inhibiteurs de

JAKs.
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ABSTRACT

The Janus kinase 2 (JAK2) is a tyrosine kinase protein involved in several

signaling pathways responsible mainly for the survival and cell proliferation.

The JAK2 V617F mutation associated with myeloproliferative disorders has
been described as a common genetic event in the majority of patients with
polycythemia Vera (90%) and essential thrombocythemia (50%) and idiopathic
myelofibrosis (50%).This mutation is characterized by a change of a nucleotide (a T
for a G) on the exon 14 of the gene JAK2 located on chromosome 9, locus 9p24.1,
leading to a substitution of valine to phenylalanine in position of amino acid 617 of

the protein JAK2.

The aim of this work is to determine the prevalence of JAK2 mutation through
a retrospective study of 27 cases of patients in the laboratory of medical genetics
and cancer genetics and Internal Medicine Department of the University Hospital
Hassan Il of Fez and presenting myeloproliferative syndromes documented by
clinical and laboratory data, and identify its clinical impact during its presence and

its possible implications in the diagnosis and treatment progress.

The JAK2 V617F mutation was found in 47% of PV and 25% of TE. These
results, in addition to those in the literature confirm the importance of this mutation

in the pathogenesis of myeloproliferative disorders.

The discovery of this marker was quickly taken into account by the WHO,
which considered the positivity of the JAK2 as a major criterion for diagnosis. Also,
this discovery provides a perspective on research and development of new therapies

more targeted for these syndromes such as inhibitors of JAKs.
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ANNEXES



ANNEXE 1
Fiche d’exploitation
Numéro du dossier :

Identité :

Nom et prénom :
Sexe :

Age :

Motif d’hospitalisation/ de consultation :

Diagnostic retenu :

Etude génétique demandée :

Mutation JAK2 V617F :
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ANNEXE 2

Composition des produits utilisés

1. Solutions utilisées pour extraction d’ADN par sel :

Lyse des hématies : TE 20/5 :

e 20ml de Tris-HCI, pH 7.6, 1M

e 10ml d’EDTA disodique, pH 8, 0.5M

e Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a 1|
Lyses des globules blancs :

e 10ml de Tris-HCI, pH 7.6, TM.

20ml d’EDTA disodique, pH 8, 0.5M.

20ml de SDS 10% (Sodium Dodécyl Sulfate).

10ml de NaCl.

Protéinase K.

Dénaturation et précipitation des protéines :
e NaCl 5M.
Précipitation de I’ADN et lavage :
e Ethanol 100%.
e Ethanol 75%.
e Eau stérile
Solutions de conservation de la méduse d’ADN (200ml) TE 10/1:
e 2ml de Tris-HCI, pH 7.6, TM.
e 400ul d’EDTA disodique, pH 8, 0.5M.

e Compléter jusqu’a 200ml d’eau distillée.
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2. Mélange réactionnel de PCR alléle spécifique (JAK?2) :

MIX V/tube
Tampon Gold 2.5ul
MgClI2 2ul
Dntp 2ul
JAK2-AS-1R 2,5pl
JAK2-AS-1F 1,25ul
JAK2-IC-1F 1,25pl
Taq Gold Polymerase 0,1pl
H20 8,5ul
Total MIX 20ul
+AND(20ng/pul Sul

3. Amorces utilisées pour la PCR :

Amorce F alléle spécifique : JAK2-AS-T1F 5’ AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG

TAT ATT3’

Amorce F allele sauvage : JAK2-WT-1F 5" AGC ATT TGG TTT TAA ATT ATG GAG
TAT ATG3’

Amorce F contrdle interne : JAK2-IC-1F 5’ ATC TAT AGT CAT GCT GAA AGT AGG
AGA AAG3’

Amorce R commune : JAK2-AS-1R 5" CTG AAT AGT CCT ACAGTG TTT TCA

GTT TCA3’

154



4. Programme PCR JAK2-ADN :

Température Temps
95 °C 7 min
94 °C 30s
58 °C Tmin
72 °C 1 min
72 °C 10 min
18 °C 00

5. Conditions de migration des produits PCR :

Gel Agarose 2%
Dépot 10l
Migration 130V 140 min
6. Tailles attendues des bandes :
PCR contréle interne 364 pb
PCR allele spécifique 203 pb
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