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UNIVERSITE MOHAMMED V- SOUISSI
FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 —2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 - 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI
ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Jamal TAOUFIK

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. El Hassane AHALLAT

PROFESSEURS :

Mai et Octobre 1981

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982

Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique
Pr. LAHBABI Naima Physiologie

Novembre 1983

Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie

Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie



Décembre 1984

Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil
Pr. MAAOUNI Abdelaziz

Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi

Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

Pr. BENJELLOUN Halima

Pr. BENSAID Younes

Pr. EL ALAOUI Faris Moulay EI Mostafa
Pr. IRAQI Ghali

Janvier, Février et Décembre 1987

Pr. AJANA Ali

Pr. CHAHED OUAZZANI Houria
Pr. EL YAACOUBI Moradh

Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah
Pr. LACHKAR Hassan

Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
Pr. DAFIRI Rachida

Pr. HERMAS Mohamed

Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990

Pr. ADNAOUI Mohamed

Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali*
Pr. CHAD Bouziane

Pr. CHKOFF Rachid

Pr. HACHIM Mohammed*

Pr. KHARBACH Aicha

Pr. MANSOURI Fatima

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
Pr. TAZI Saoud Anas

Radiothérapie

Médecine Interne
Anesthésie -Réanimation
Chirurgie

Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Neurologie
Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Meédecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Meédecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation



Feévrier Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AL HAMANY Zaitounia

Pr. AZZOUZI Abderrahim

Pr. BAYAHIA Rabéa

Pr. BELKOUCHI Abdelkader
Pr. BENABDELLAH Chahrazad
Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif
Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*
Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. JIDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

Mars 1994

Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine
Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale
Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Biochimie et Chimie
Pharmacologie
Histologie Embryologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Pharmacologie

Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Médecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Biophysique

Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL AMRANI Sabah

EL AOUAD Rajae

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
EL IDRISSI Lamghari Abdennaceur
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
MOUDENE Ahmed*
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima

BRAHMI Rida Slimane
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
EL ABBADI Najia
HANINE Ahmed*

JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir
BEDDOUCHE Amogqrane*
CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Médecine Interne
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Traumatologie- Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie
Ophtalmologie
Neurochirurgie
Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ESSAKALI HOUSSYNI Leila
FERHATI Driss

HASSOUNI Fadil

HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
IBRAHIMY Wafaa

MANSOURI Aziz

OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz

ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim
EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed
MAHFOUDI M’barek*
MOHAMMADINE EL Hamid
MOHAMMADI Mohamed
MOULINE Soumaya
OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN AMAR Abdesselem
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
CHAOUIR Souad*
DERRAZ Said

ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
GUEDDARI Fatima Zohra
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
NAZI M’barek*
OUAHABI Hamid*
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Oto-Rhino-Laryngologie

Gynécologie Obstétrique

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene
Cardiologie

Urologie

Ophtalmologie

Radiothérapie

Ophtalmologie

Génétique

Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie

Radiologie
Chirurgie Générale
Médecine Interne
Pneumo-phtisiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie
Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Chirurgie Générale
Urologie

Neurologie

Radiologie
Neurochirurgie

Pédiatrie

Cardiologie

Radiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Cardiologie

Neurologie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique



Novembre 1998

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AFIFI RAJAA
BENOMAR ALI
BOUGTAB Abdesslam
ER RIHANI Hassan
EZZAITOUNI Fatima
LAZRAK Khalid *
BENKIRANE Majid*
KHATOURI ALI*
LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENCHERIF My Zahid
BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHAOUI Zineb

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

EL OTMANY Azzedine

HAMMANI Lahcen

ISMAILI Mohamed Hatim

ISMAILI Hassane*

KRAMI Hayat Ennoufouss
MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AIT OURHROUI Mohamed
AJANA Fatima Zohra

BENAMR Said

BENCHEKROUN Nabiha

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

Gastro-Entérologie
Neurologie

Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Néphrologie
Traumatologie Orthopédie
Hématologie

Cardiologie

Anatomie Pathologique

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL IDGHIRI Hassan

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUTI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
HSSAIDA Rachid*
LAHLOU Abdou

MAFTAH Mohamed*
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
NASSIH Mohamed*
ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABABOU Adil

BALKHI Hicham*
BELMEKKI Mohammed
BENABDELJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BENYOUSSEF Khalil
BERRADA Rachid
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUHOUCH Rachida
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa
CHELLAOUI Mounia
DAALI Mustapha*

DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL MOUSSAIF Hamid

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
GOURINDA Hassan
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*

Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie
Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique
Pédiatrie

Stomatologie Et Chirurgie Maxillo-Faciale

Neurologie

Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Ophtalmologie
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie

Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie
Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

LAMRANI Moulay Omar

LEKEHAL Brahim

MAHASSIN Fattouma*

MEDARHRI Jalil

MIKDAME Mohammed*

MOHSINE Raouf

NOUINI Yassine

SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia*
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya
CHOHO Abdelkrim *
CHKIRATE Bouchra

EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
EL BARNOUSSI Leila

EL HAOURI Mohamed *

EL MANSARI Omar*
ES-SADEL Abdelhamid
FILALI ADIB Abdelhai
HADDOUR Leila

HAIJJI Zakia

IKEN Ali

ISMAEL Farid

JAAFAR Abdeloihab*
KRIOUILE Yamina
LAGHMARI Mina
MABROUK Hfid*
MOUSSAOUI RAHALI Driss*
MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
NAITLHO Abdelhamid*
OUIJILAL Abdelilah
RACHID Khalid *

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Médecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie



Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. RAISS Mohamed

. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
. RHOU Hakima

. SIAH Samir *

. THIMOU Amal

. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EI Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KARMANE Abdelouahed
KHABOUZE Samira
KHARMAZ Mohamed
LEZREK Mohammed*
MOUGHIL Said
SASSENOU ISMAIL*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALAOUI Ahmed Essaid
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZI17Z Noureddine*
BAHIRI Rachid
BARKAT Amina

Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie
Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie



Pr. BENHALIMA Hanane

Pr. BENHARBIT Mohamed

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed
Pr. DOUDOUH Abderrahim*

Pr. EL HAMZAOUI Sakina

Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. IDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed

Pr. LYAGOUBI Mohammed

Pr. NIAMANE Radouane*

Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam
Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005

Pr. CHANI Mohamed
Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUIJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*

Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*

Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. ESSAMRI Wafaa

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. GHADOUANE Mohammed*
Pr. HARMOUCHE Hicham

Pr. HANAFI Sidi Mohamed*

Pr. IDRISS LAHLOU Amine

Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Ophtalmologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardiologie

Pédiatrie

Radiologie

Ophtalmologie

Cardiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Gastro-entérologie
Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

KILI Amina

KISRA Hassan

KISRA Mounir
LAATIRIS Abdelkader*
LMIMOUNI Badreddine*
MANSOURI Hamid*
OUANASS Abderrazzak
SAFI Soumaya*
SEKKAT Fatima Zahra
SOUALHI Mouna
TELLAL Saida*
ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABIDI Khalid

ACHACHI Leila
ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAIJJI Larbi*
AMMAR Haddou

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZIANE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL BEKKALI Youssef*
EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GANA Rachid

GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*

ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*

MARC Karima

MASRAR Azlarab

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie
ORL

Parasitologie

Anesthésie réanimation
Biochimie-chimie
Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique
Chirurgie générale
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Anesthésie réanimation
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Des progrés majeurs ont été réalisés ces dernieres années dans la
compréhension de la physiopathologie des syndromes myéloprolifératifs

notamment les syndromes myélo-prolifératifs Philadelphie négatifs [1].

Des anomalies moléculaires ont été mises en évidence a partir de
I’identification d’anomalies chromosomiques acquises dans certains de ces
syndromes telles les protéines de fusion a activité tyrosine kinase BCR—ABL
associée a la translocation t (9 ; 22) (q34 ; ql11) de la LMC et FIP1L1-PDGFRA
associée a une délétion interstitielle dans la bande 4q12 pour la MEC et le SHE
[2]. L’implication des tyrosines kinases a conduit dans ces cas a utiliser
efficacement des inhibiteurs spécifiques des tyrosines kinases dans le traitement
de ces affections. Cependant, les fondements génétiques des syndromes
my¢loprolifératifs (SMP) BCR/ ABL négatifs qui comprennent la polyglobulie
de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle (TE), et la myélofibrose
primitive (PMF), restent mal compris et leurs diagnostic reposait auparavant sur
une association de critéres clinico-biologiques : classifications du PVSG
(Polycythemia Vera Study Group) et de 1’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS).

Trés récemment, la mise en évidence de la mutation V617F de JAK2
(Janus Kinase) chez la quasi-totalit¢ des patients atteints de PV et plus de la
moiti¢ des patients souffrant de TE ou de MP, a permis a ces trois SMP de
bénéficier d’un marqueur moléculaire qui a un impact important sur la
compréhension de leur physiopathologie et de faire une avancée majeure dans

les perspectives thérapeutiques dont la thérapie moléculaire ciblée [3-5].
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Cette découverte, outre son intérét physiopathologique, a rapidement
révolutionné la prise en charge diagnostique des SMP, a tel point que I’OMS en

a revu les critéres diagnostiques pour y intégrer cette donnée moléculaire [6].

L’intérét de notre sujet est double, d’une part mettre a la disposition des
cliniciens et des biologistes une synthése des connaissances actuelles sur la
révolution JAK2 V617F, et d’autre part de proposer les outils et les références
nécessaires a la mise en route du dépistage de la mutation a 1’Hopital Militaire

d’Instruction Mohammed V de Rabat.
Pour cela nos objectifs sont les suivants :
e Décrire la protéine JAK2 et sa mutation V617F.

e Décrire les différentes techniques de dépistage au laboratoire, leurs

mises en ceuvre et ’interprétation des résultats.

e Rappeler les nouveaux critéres diagnostique de ’OMS (2008) sur la

classification des SMP BCR/ ABL négatifs.
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1. Recherche documentaire :

Une recherche exhaustive des travaux de référence a été effectuée sur les

banques de données disponibles :
a. PubMed
b. Sciences directe
c. Hinari
d. Google scholar
e. Edimark

Mots clés utilisés: JAK2 ; JAK2V617F ; Mutation de JAK2 V617F;
Chronic myeloid leukemia; Chronic myeloproliferative disorders; Essential
thrombocythemia; Polycythemia vera; Idiopathic myelofibrosis; neoplasm,
molecular diagnosis; Polyglobulie de Vaquez; Inhibiteur de tyrosine kinase;
Polyglobulie; Thrombocytémie; Myélofibrose; Syndromes myéloprolifératifs
chroniques bcr/abl-négatifs; myélogramme; diagnostic biologique; JAK/STAT;
phosphotyrosine phosphatase; PIAS; SOCS; oncogen¢se.

2. Recherche bibliographique :

Ce travail a porté sur des travaux rédigés en langue anglaise ou francaise et

qui ont été publiés au cours des 15 derni¢res années (entre 1998 et 2013).
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3. Sélection :

Nous avons sélectionné les articles traitant la protéine JAK2 et sa mutation

JAK2V617F sur les plans physiologique, diagnostique et physiopathologique.

Une analyse synthétique de ces publications a été réalisée et nous avons

retenu celles qui nous paraissant pertinentes.

Au total, 229 références bibliographiques ont ¢été exploitées et réparties

comme suit :
v’ Articles originaux
v Revues systématiques / mises au point
v Lettres / communications
v" Sources disponibles en ligne : disponible a2 www.

4. Exclusion :

Les ¢études de tres faible qualit¢ méthodologique (randomisation
inadéquate, nombre de patients insuffisant, interventions imprécises, références

non disponibles) ont été exclues.
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CHAPITRE 1 :
HISTORIQUE
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Le fait qu’un seul facteur moléculaire puisse entrainer la formation d’un
cancer chez ’homme n’est pas fréquent en oncologie. Par conséquent, il semble
judicieux de reprendre les étapes importantes qui ont effectivement permis

I’1dentification de JAK2 V617F.

Durant I'année 2005, six 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 [3-5, 7-9]. Leurs travaux sont parus dans des revues anglo-
saxonnes prestigieuses, telles que Nature, the New England Journal of Medicine

ou Lancet.

En mars 2005, Baxter et al. [3] dans une étude englobant 73 patients avec
une PV, ont observé que 97 % d'entre eux présentaient la mutation JAK2

V617F.

En avril 2005, Levine et al. [5] ont estimé la fréquence de la mutation

JAK2 V617F a 74 % chez 164 malades porteurs de PV.

Le méme mois, James et al. [4] ont évalué la prévalence de la mutation
JAK2 V617F a 89 % chez 45 patients ayant une PV ; Kralovics et al. [8] dans
une ¢étude incluant 128 PV, ont également dépisté la mutation JAK2 V617F dans
65 % des cas.

En juin 2005, Zhao et al. [7] ont retrouvés une mutation JAK2 V617F chez
83 % des patients atteints de PV (n = 20/24).

En septembre 2005, Jones et al. [10] ont signalé la présence de la mutation

JAK2 V617F chez 81 % des 72 patients avec une PV.
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Et enfin, le 18 novembre 2005, 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-XIII.
Douze orateurs, dont des représentants des équipes européennes qui ont
découvert la mutation V617F de JAK2, le groupe frangais de William
Vainchenker [4-5] et des experts internationaux dans le domaine des SMP, ont
présenté des résultats biologiques et cliniques originaux permettant une
meilleure compréhension de I’intérét de cette mutation dans la physiopathologie

et la prise en charge de ces maladies [9].

La découverte de la mutation JAK2 V617F a complétement modifié le
diagnostic des SMP 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.

10
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CHAPITRE 1II :
LA JANUS KINASE 2 (JAK2)

11
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II.1 DEFINITION :

La protéine JAK2 est une tyrosine kinase dont le géne est localisé en 9p24
[11]. Elle est impliquée dans plusieurs voies de signalisation responsables
principalement de la survie et de la prolifération cellulaire [12]. Elle peut se
fixer a des récepteurs de facteurs de croissance homodimériques comme le
récepteur a 1’érythropoiétine (EPO-R), le récepteur a la thrombopoiétine (TPO-R
ou MPL), le récepteur du facteur de croissance granulocytaire (G-CSF-R) ou

hétérodimériques comme le récepteur a I’interleukine 3 (IL3-R) [13].
I1.2 STRUCTURE :

La tyrosine kinase (JAK2) appartient a la famille des Janus des tyrosines
kinases appelées janus kinases, qui comprend également TYK2, JAKI1 et
JAK3.C’est une protéine cytosolique d’environ 130 kDa. Elle est exprimée de
facon ubiquitaire dans la plupart des tissus et est fortement conservée entre les
especes. Semblable aux autres JAKs, La protéine JAK2 comporte plusieurs
domaines fonctionnels essentiels a son activité appelés JAK homologie (JH) de

JHI a JH7 [14-15] (figure 1) :

- Le domaine JHI : c’est le domaine catalytique. Il contient les résidus
aminés tyrosine conservés et impliqués dans 1’auto-régulation de I’activité

kinase. La phosphorylation de ces tyrosines est nécessaire a 1’activation de

JAK1, JAK2 et TYK2 [16].

-Le domaine JH2 : c’est le domaine pseudo-kinase. Il ne possede pas
d’activité catalytique propre mais il est néanmoins nécessaire a la fonction

catalytique des JAKs [17-18]. En absence du domaine JH2, I’activité kinase des

12
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JAKs est fortement augmentée [19-20]. Ces observations supposent donc un role
inhibiteur du domaine JH2. D’autre part, le domaine JH2 de JAKI, JAK2 et

JAK3 s’associe avec les facteurs de transcription de la famille STATs [21].

- Les domaines JH3 a JH7 : forment le domaine N-terminal et sont
impliqués dans 1’association des JAKs aux récepteurs des cytokines. Ils
permettent aussi le recrutement d’autres substrats. Les domaines JH4 a JH7
forment un motif FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin). Ces motifs
sont impliqués dans des interactions protéine/protéine et notamment dans les
interactions avec les récepteurs [22]. Ce motif semble ainsi étre impliqué dans
I’interaction entre JAK1 et la chaine gp130 de certains récepteurs de cytokines

tels que le récepteur a I’interleukine 6(IL6-R) [23].

JH7  JHe JHéTj‘Hg JH2 JH1
| I L I I | | |
L | |

Amino ’ : : | Carbox
—FERM SH2 —[Pseudoklnase Kinase f—
terminus - : L _ terminy

Figure 1 : Structure de la protéine JAK2 [15].

13
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La moiti¢ carboxy-terminale de la protéine est composée de JHI et JH2,

régions qui codent respectivement pour les domaines kinase et pseudo-kinase.

La moitié amino-terminale de JAK2 contient les domaines de JH3 a JH7.
Le domaine N-terminal et surtout les résidus 32-58 du domaine JH7 sont
indispensables a la fixation de JAK2 a I’EpoR.

I1.3 FONCTIONS :

La voie JAK2/STAT est une étape clé dans la voie de signalisation de
nombreuses cytokines, telles que I’EPO, les facteurs de croissance, la prolactine,
la thrombopoiétine, le GM-CSF (Granulocyte Macrophage — Colony
Stimulating Factor), I’IL-3 et ’'IL-5 [13, 24-25].

Pour ¢lucider la fonction des 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 [18-19]. JAK2 médiatise les cytokines de
signalisation en régulant l'expression du geéne par l'activation des protéines
STAT.

La déplétion de JAK2 chez la souris entraine une létalit¢é embryonnaire.
L’impact le plus important de la déplétion de JAK2 est une anémie sévere en
raison d’une érythropoiese inefficace montrant le role majeur de cette kinase
dans I’érythropoiese. De plus, les progéniteurs myéloides ne répondent plus a
I’EPO, a la TPO, a I’IL-3, ni au GM-CSF suggérant un role clé de JAK2 dans la
réponse a ces facteurs de croissance nécessaires a la myélopoic¢se. En revanche,
JAK2 n’apparait pas requis dans la formation des progéniteurs lymphoides, ni
dans leur amplification et leur différenciation [13]. Les souris hétérozygotes

apparaissent, quant a elles, normales, viables, et fertiles [26].

14
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I1.3.1 Fonctions de JAK2 dans la signalisation des récepteurs aux

cytokines :

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

récepteur.

Cependant, contrairement aux récepteurs des facteurs de croissance, les
récepteurs des cytokines ne possédent pas de domaine kinase cytoplasmique et
nécessitent par conséquent la participation de protéines a activité kinase afin
d’amorcer la cascade de signalisation induite pas D’interaction

cytokine/récepteur.

La fonction la plus connue des JAKs est la transduction du signal de
récepteurs aux cytokines de type I et II (classés en fonction de leur structure
tridimensionnelle). On note une différence d’activation des JAKs en fonction

des cytokines concernées [27].

Ainsi, JAK2 va étre activée par ’EPO, la TPO, le GM-CSF ou encore
I’'IL-3 alors que, JAK1 va étre activée par I’'IL-2 ou I’IL-15, bien qu’ils
transduisent tous deux la signalisation d’autres cytokines comme I’IFNa ou

I’IFNB.

15
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La (figure 2) résume I’implication de chaque JAK dans la transduction du
signal des récepteurs aux cytokines. JAK2 se fixe par son domaine SH2-like a

une région intra-cytoplasmique des récepteurs aux cytokines riches en proline.

La fixation du substrat sur son récepteur entraine un changement
conformationnel du récepteur qui passe a un état dimérisé/oligomérisé actif avec
un rapprochement des JAK2. Ceci permet aux protéines JAK2 de se
transphosphoryler et s’autophosphoryler. Les JAK?2 ainsi activées phosphorylent

le récepteur auquel elles sont associées [28].

16
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GHR, PriR, G-CSFR 24R. 1L28R, 1L29R

- . JAKI, JAKZ. TYKZ

JAK2 JAKL JAKS '

JAKL JAK2, TYK2
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Figure 2 : L’implication différentielle des JAKs au niveau de récepteurs aux cytokines [15].

Les récepteurs aux cytokines ont des préférences propres pour les kinases JAK. Les récepteurs
homodimériques utilisent presque exclusivement JAK?2. Il en est de méme des récepteurs possédant la sous-unité
Pec. JAK3 est activé uniquement par les récepteurs possédant la sous-unité yc. Les récepteurs possédant la sous-
unité gpl30, et les récepteurs aux cytokines de type Il utilisent JAK1, JAK2 et Tyk2 dans des combinaisons
variées [27].
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Ces phosphorylations vont étre un signal de recrutement de protéines
possédant un domaine SH2. Parmi ces protéines, on trouve les facteurs de
transcription STAT, la sous-unit¢ p85 de la Phosphatidyl Inositol 3 Kinase
(PI3K), la tyrosine kinase Lyn, ou encore des protéines adaptatrices comme Cis
(Cytokine inducible SH2-containing protein) et Grb2. D’autres protéines jouant
un role négatif sur la transduction du signal sont également recrutées suite a ces
phosphorylations, comme les protéines de la famille SOCS (suppressor of
cytokine signaling) [29]. Le recrutement de I’ensemble de ces protéines entraine
une cascade de signalisation menant a la survie, la différenciation et la
prolifération des cellules. Les voies de signalisation principales activées par
JAK2 sont les voies JAK2/STATS, 3 et 1, PI3K/Akt et MAPK (Mitogen
Activated Protein Kinase) (Figure 3).

18
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Différenciation (GATA1.PU-1)

Figure 3 : Principales voies de signalisation activées par le complexe
JAK2/récepteur aux cytokines [15].

La fixation de la cytokine sur son récepteur engendre un changement conformationnel ou une
dimerisation 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 et de protéines adaptatrices permettant [’activation des voies JAK2/STAT, PI3K/Akt et
MAPK. 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.
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I1.3.2 La voie JAK/STAT canonique :

Les protéines STATs sont des facteurs de transcription. Chez les
mammiferes il existe sept geénes différents qui sont a I’origine des sept membres
de la famille STAT : STATI1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et
STAT6. En aval de JAK2 sont activées les STAT 1, 3 et 5. Les STATSs
possedent tous un résidu tyrosine conservé. Les kinases JAKs associées au
récepteur se trans-phophorylent et phosphorylent ensuite des résidus tyrosine
spécifiques du domaine intra-cytoplasmique 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. Ils sont a leur tour phosphorylées par les JAKs. Ils quittent
ensuite le récepteur pour former des diméres dans le cytoplasme et transloquer
dans le noyau ou ils vont réguler I’expression de geénes cible et favoriser leur
transcription [28,30-31].

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
JAKSs et des protéines STATSs activées [33].

On compte, dans les cibles de STATSs, des protéines impliquées dans la
prolifération cellulaire (comme la cycline D1, c-myc ou encore pim-1), la survie
(comme Bcl-2 ou bcl-xL), ou encore I’angiogenése ou les métastases (comme le
VEGF). Cependant, bien que STATS et STAT3 aient un effet pro-prolifératif et
anti-apoptotique, STAT1 aurait un role plutdt antagoniste, anti-prolifératif et

pro-apoptotique [33].
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¥

Phosphorylation Signalisation Reégulation négative
du récepteur

Figure 4 : L’activation des récepteurs des cytokines via les kinases JAK [36].

Les protéines JAK sont associées de fagon constitutive aux récepteurs. La reconnaissance d 'une
cytokine permet la dimérisation du récepteur et [’autophosphorylation croisée des protéines JAK
associees. Ces derniéres phosphorylent également le récepteur, ce qui permet la reconnaissance de
phosphotyrosines par divers protéines, dont les principales sont les protéines STAT, qui sont
phosphorylées par les kinases JAK. La régulation négative de la signalisation est réalisée en
particulier par les protéines SOCS qui prennent la place des protéines STAT sur les phosphotyrosines
du récepteur et inhibent la kinase JAK, et par les phosphatases SHP qui se lient au récepteur et

déphosphorylent les kinases JAK [34].
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I1.3.3 La 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 telle Gabl, Gab2, Cbl, Vav ou IRS-2 [29]. La PI3K
participe a la formation d’un composé¢ lipidique 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 PDKI1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1) et par le
complexe mMTORC2 (mTOR complex 2). AKT est un proto-oncogene, qui a de
nombreuses cibles impliquées dans la traduction protéique (comme mTOR qui
cible 4E-BP1 et S6K), dans la survie cellulaire (comme BAD ou FOXO3A),
dans la prolifération (comme p27kipl ou p21WAF) ou encore le métabolisme
(GSK3).

I1.3.4 La voie des MAPKs :

Les MAPKs sont des serine/thréonine kinases ubiquitaires dont la
superfamille posséde 11 membres : ERKI1, ERK2, JNKI1, JNK2, JNK3,
p38MAPKs (p38a/B/y), ERKS, ERK3 et ERK7. Trois groupes majeurs de
MAPKSs activées en aval de JAK2 ont été caractérisés chez les mammiferes :
ERK1/2, INKs 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, & son tour, stimule 1’activité
de la MAPK.

Une fois activée, la MAPK phosphoryle de nombreuses cibles impliquées

dans la prolifération cellulaire, la différenciation et la survie (figure 5).

22



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

Radiation,
Growth factors, DNA damage, oxidant stress,
cytokines cytokines
N7 L . |
v L -l
Raf, Mos, TPL 5 ; . .
TAK, MLK, TAK, TAO,
SPRK, ASK MEKK, ASK

|

MKK3, MKK4,
MKK6

}

'MEK1, MEK2

ERK1, ERK2 JNK1, JNK2, p38a, p38B,
JNK3 p38y, p3838

} | }
Dy DD
<

r

ERK JNK p38

Figure 5 : Schématisation des trois groupes majeurs de MAPKs

et de leur signalisation [15].
La présence de cytokines permet l’activation, via JAK2, de MAP3K, qui phosphorylent et activent des MAP2K.
Les MAP2K phosphorylent et activent a leur tour les MAPKSs. Les 3 groupes de MAPK connues pour étre
activées en aval de JAK?2 sont les kinases Erk 1 et 2, JNK et p38. Une fois activées, les MAPK peuvent elles

mémes phosphoryler des protéines sur résidu sérine et thréonine [35].

23



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

Les MAPKs Erkl 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¢ identifiées comme des kinases
activées par divers stress comme le stress oxydatif ou les dommages a I’ADN.
Cependant, les trois différentes cascades sont activées par les cytokines [35].
Les MAPKs possedent de nombreuses cibles telles que des facteurs de
transcription (comme c-myc, STAT3 ou c-fos), des régulateurs de la traduction
(comme RSK), des protéines du cytosquelette (telles que la paxillin) et

favorisent la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire [20].
I1.4 LES REGULATEURS NEGATIFS :

La signalisation des récepteurs aux cytokines médiée par JAK2 possede
¢galement des protéines inhibitrices exer¢ant un rétrocontrole négatif. Les trois
classes de régulateurs négatifs les plus connues en aval de JAK2 sont : les

protéines SOCS, PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) et PTP (Protein
Tyrosine Phosphatases). (figure 6 A)

I1.4.1 Les phosphotyrosines phosphatases :

Plusieurs protéines a activit¢ phosphatase interviennent pour limiter la
cascade de phosphorylation mise en jeu par la voie JAK/STAT (figure 6 B).
Elles agissent soit au niveau des kinases JAK, soit au niveau des protéines
phosphorylées par les JAK, en particulier les récepteurs de cytokines ou les
facteurs STAT. Historiquement, les premiéres phosphatases identifiées comme
régulant la voie JAK/STAT ont été les protéines de la famille SHP, SHP1 et
SHP2 (SH2-domain containing phosphatases).
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Figure 6 [36] :

A) Structure des protéines impliquées dans la régulation négative de la voie JAK/STAT.
B) Reégulation négative de la voie JAK/STAT par les phosphotyrosine phosphatases.
C) Régulation négative de la voie JAK/STAT par les SOCS PIAS.

D) SOCSI cible JAK2 vers une dégradation par le protéasome.
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Ces protéines, essentiellement cytoplasmiques, sont constituées d’un
domaine PTP (protein tyrosin phosphatase) classique de 250 acides aminés et de
deux domaines SH2 consécutifs dans leur partie N-terminale (figure 6A). 11
semble que leur domaine phosphatase détermine la spécificité de substrats entre
SHP1 et SHP2 [36]. Leurs domaines SH2 leur permettent de s’associer aux
tyrosines phosphorylées (Tyr-P) des récepteurs activés, a celles des molécules

de signalisation comme IRS1, voire aux JAK elles-mémes [37].

Cette association entre domaine SH2 et Tyr-P induit [D’activation
enzymatique des SHP et la déphosphorylation des protéines associées. La
déphosphorylation du récepteur interrompt la cascade de signalisation située en
aval : les facteurs STAT ne pourront plus étre recrutés au niveau du récepteur

activé et, en conséquence, ils ne pourront pas étre phosphorylés (figure 6B).

SHP1 est exprimée principalement dans les cellules hématopoiétiques mais
aussi dans les cellules musculaires lisses et les cellules épithéliales [38]. La
délétion du géne SHP1 chez la souris conduit a une hyper-prolifération des
cellules lymphoides B et T. Cela refléte la régulation négative opérée par SHP1
sur I’activation des récepteurs impliqués dans la prolifération de ces cellules
[39]. L’absence de SHP1 conduit a une hyper-phosphorylation des kinases
JAK2 en réponse a ’EPO [40-41].

La phosphatase SHP2 présente 55% d’homologie en séquence protéique
avec SHPI. Contrairement a cette derniere, elle est exprimée de fagon
ubiquitaire. SHP2 est un puissant inhibiteur de la signalisation en réponse a
I’IL6 et de I’activation des récepteurs associés a la protéine gpl30 [42].

Cependant, la protéine SHP2 peut €¢galement fonctionner comme un régulateur
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positif du signal de transduction en activant la voie JAK/STAT en réponse a
différentes cytokines. En effet, elle stabilise la protéine JAK2 activée par la
prolactine en inhibant sa dégradation [43]. Elle est capable aussi d’induire

I’activation des kinases de la famille Src [44].

D’autres protéines a activité phosphatase interviennent dans la régulation
négative de la voie JAK/STAT. Parmi elles, la protéine tyrosine phosphatase
trans-membranaire CD45 (figure 6A) est exprimée dans les cellules
hématopoiétiques. La délétion du géene CD45 conduit a une hyper-activation de
JAK2, associée a la perte de réponse des cellules lymphoides B et T aux

antigénes [45].

Ni le domaine phosphatase des SHP, ni celui de CD45, ne s’associe
directement avec les JAK ou ne permet leur déphosphorylation, indiquant que
d’autres phosphatases doivent étre responsables de la désactivation de ces
kinases JAK, initiatrices de la voie JAK/STAT. Les phosphatases PTP1B
(phosphotyrosine phosphatase 1B) et TC-PTP (T cell protein tyrosine
phosphatase) (figure 6A4) présentent une grande similitude dans leur domaine
catalytique. PTP1B est exprimée dans de nombreux tissus et elle est localisée
sur la face cytosolique du réticulum endoplasmique grace a une région

hydrophobe située dans sa région C-terminale [46].

JAK2 est I’un des substrats de cette phosphatase. En effet, la surexpression
de PTPIB inhibe la transcription des génes induits en réponse aux deux types
d’IFN. De plus, des fibroblastes de souris invalidées pour le géne codant pour

cette protéine présentent une hyper-phosphorylation de JAK2 [46].
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La protéine TC-PTP est surtout exprimée dans les cellules
hématopoiétiques. La délétion de son geéne affecte particulierement le lignage
hématopoiétique, avec une splénomégalie et une anémie conduisant a une morte

périnatale des animaux [48].

PTP1IB et TC-PTP reconnaissent sélectivement un motif centré sur un
tandem de tyrosine a l’intérieur d’une séquence polypeptidique. Une telle
séquence existe dans le domaine d’auto-activation des JAK : D/E-pYpY-K/R
pour JAK2 et Tyk2, D/E-pYpY-T/V pour JAKI et JAK3. Ces différences de
séquences sont responsables des sélectivités d’association de PTP1B et TC-PTP

avec les membres de la famille JAK.

I1.4.2 Les SOCS :

Les protéines SOCS (suppressor of cytokine signaling) sont induites en
réponse aux stimulations par de nombreuses cytokines et hormones dont les
récepteurs font partie de la superfamille des récepteurs de cytokines [49]. Elles
peuvent également étre induites par d’autres stimuli qui n’activent pas la voie
JAK/STAT, comme les Ilipopolysaccharides, I’insuline, I’EGF (epidermal
growth factor) et le SCF (stem cell factor) [49-50]. La famille des SOCS
comprend huit membres : SOCS1 a 7 et CIS issus de différents genes. Ces
protéines contiennent un domaine SH2 central flanqué d’un domaine N-terminal
de taille variable et d’un domaine C-terminal conservé, de 40 acides aminés,
appelé SOCS-box (figure 6A4) [S1]. Les protéines de cette famille utilisent
différents mécanismes pour exercer leur effet inhibiteur. D’une part, via leur

domaine SH2, les SOCS peuvent se lier aux résidus tyrosines phosphorylés des
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récepteurs ou a ceux des JAK activées (figure 6C) et ainsi, soit bloquer par
compétition le recrutement des facteurs STAT aux motifs tyrosine phosphorylés
du complexe récepteur activé-JAK, soit bloquer 1’activité catalytique des
tyrosines kinases JAK elles-mémes en bloquant les tyrosines du domaine d’auto-

activation de ces enzymes.

D’autre part, via leur domaine SOCS, elles peuvent entrainer la dégradation
de leur cible par la voie dépendante du protéasome [51]. En effet, ce domaine
s’associe aux ¢longines B et C, ce qui permet le recrutement du complexe
d’ubiquitine ligase E3 et ainsi I’ubiquitination des protéines associées (figure
6C) [52]. Par ailleurs, trés récemment, il a ét¢ démontré que SOCS1 colocalise
et interagit avec la sous-unit¢ 20S du protéasome au niveau du complexe

d’organisation des microtubules MTOC (microtubule organizing complex) [S3].

SOCS1 s’associe a JAK2 via son domaine SH2. Cependant, pour
I’inhibition de I’activit¢ de JAK2, les deux domaines SH2 et KIR (kinase
inhibitory region) sont requis [S4]. SOCS1 posséde un domaine SH2 similaire a
celui de STAT3 et peut ainsi entrer aussi en compétition avec STAT3 pour les
mémes tyrosines phosphorylées. L’expression de SOCS1 est inhibée dans les
cellules provenant d’hépatocarcinomes et de myélomes suite a
I’hyperméthylation de son gene, ce qui doit favoriser ’action de facteurs de
croissance pour la cellule tumorale [55-56]. L’activit¢ de SOCS1 peut aussi étre
altérée par des mutations, comme cela a été récemment décrit dans des cellules
issues de lymphome mais également par de courtes délétions/insertions

nucléotidiques qui affectent le domaine SH2 ou la boite SOCS [57]. De plus,
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I’inactivation de SOCSI1 peut conduire a une croissance anormale des
cellules d’hépatocarcinome, suggérant un role suppresseur de tumeur pour cette
protéine [S8]. Paradoxalement, I’expression de SOCS1 peut é&tre aussi
anormalement ¢élevée dans des cellules issues de certaines leucémies. Cette

expression accrue pourrait favoriser 1’échappement de la cellule tumorale.

I1.4.3 Les PIAS :
La protéine PIAS1 (protein inhibitors of activated STAT) a été identifice

comme partenaire de STAT1 dans des expériences de double hybride [59]. Les
autres membres de sa famille, PIAS3, PIASxa, PIASxb et PIASy, ont été
identifiés sur la base d’homologies de séquence avec PIAS1. Chaque PIAS est
codée par un géne particulier, sauf PIASxa et PIASxb qui sont codées par le
méme geéne et varient dans leur partie C-terminale par épissage alternatif. Au
niveau structural, les PIAS contiennent un domaine central de type RING finger
homologue au domaine présent dans les protéines Siz de levures qui

fonctionnent comme des E3 SUMO-ligases [60] (figure 6A).

Ces protéines sont exprimées constitutivement, mais leur interaction avec
les STAT est observée seulement apres stimulation par des cytokines. En effet,
les PIAS ne se lient qu’aux formes activées des STAT [59]. Il existe parmi les
PIAS une certaine sélectivité de reconnaissance des membres STAT. Ainsi,
PIAS1, PIASy et PIASx sont capables d’interagir spécifiquement avec STATI,
PIAS3 avec STAT3 et PIASy avec STAT4 et STATI. Les différentes PIAS
utilisent des mécanismes différents pour inhiber la signalisation JAK/STAT. En

effet, PIAS1 et PIAS3 se lient aux dimeres STAT1 et STAT3 respectivement,
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pour inhiber leur association avec I’ADN, alors que ni PIASx ni PIASy
n’empéchent leurs cibles STAT de s’associer a I’ADN [61] (figure 6C). En
revanche, il a ¢été démontré que PIASx se comporte en corépresseur
transcriptionnel et pourrait €tre impliqué dans la régulation de la structure
chromatinienne par le recrutement d’histones déacétylases [62], alors que PIASy
délocaliserait des partenaires, comme décrit pour LEF1, au niveau des corps

nucléaires [63].

On compte également d’autres régulateurs négatifs comme la protéine
adaptatrice Lnk qui se fixe sur JAK2 [64] ou encore PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog), qui est un antagoniste de la PI3K et déphosphoryle le PI3, 4
et SP3.

I1.5. LES FONCTIONS DE JAK2 DANS LA REGULATION
EPIGENETIQUE :

Outre la voie canonique classique décrite ci-dessus, la voie JAK/STAT
peut également agir de maniére totalement différente, sans faire intervenir
I’activité transcriptionnelle des STATs. En effet, des travaux réalisés chez la
drosophile ont permis de mettre en évidence un autre mode d’action de la voie
JAK/STAT.Une partie des protéines STATs non phosphorylées est localisée
dans le noyau, sur [I’hétérochromatine, associée a la protéine HPI

(Heterochromatin protein 1), une protéine majeure de 1’hétérochromatine [65].

La présence des STATs au niveau de I’hétérochromatine est essentielle
pour le maintien de la localisation de HP1 et la stabilité de 1’hétérochromatine.
L’activation des STATs par phosphorylation induit un décrochage des STATS,
ce qui entraine un déplacement de HPI et une déstabilisation de
I’hétérochromatine [65] (figure 7).
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Chez les mammiféres, il a ét¢ montré qu’une partie des STATs non
phosphorylées est associée a I’histone H3 a I’état basal et qu’un traitement des
cellules par I’'IFNy entraine sa dissociation et ensuite sa réassociation a 1’état
phosphorylé [66]. De plus, les protéines STAT3 et STATSA non phosphorylées

ont été localisées de mani¢re majoritaire dans le noyau [28].

Des travaux récents révelent que JAK2, longtemps considéré comme
constitutivement associ€¢ au récepteur et localis¢é au niveau de la membrane
plasmique, peut également étre localis¢ 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 HP1a du promoteur de genes tels que le facteur de transcription Imo2
(LIM-Only) rendant possible leur transcription indépendamment de STATS [66-
67]. Cette localisation nucléaire et cytoplasmique de JAK2 est cependant
controversée par une ¢tude réalisée par Girodon et al qui suggere que la
visualisation de cette kinase au niveau du noyau et du cytoplasme des cellules

serait en partie due a un manque de spécificité d’un anticorps commercial [68].
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Figure 7 : Voie de signalisation JAK/STAT non canonique [15].

Dans le mode non-canonique de la voie JAK/STAT, les STATs non phosphorylées sont localisées dans le noyau,
associés a HP1 au niveau de I’hétérochromatine. La phosphorylation de STATs par JAK entraine une
diminution de la quantité de STATS localisés sur I’hétérochromatine. Ceci mene au déplacement de HP1 et a une
instabilite de I’hétérochromatine. Les STATs phosphorylés se fixent ensuite sur [’euchromatine afin d’activer la
transcription de genes cibles. Les STATs et autres facteurs de transcription ne peuvent pas accéder aux

geneslocalisés au niveau de [’hétérochromatine [28].
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I1.6 LE DEFICIT EN JAK=2:

L'absence de JAK2 est létale au 10°™ jour de développement embryonnaire
[13,26]. La non-viabilit¢ des embryons est due a l'absence d'érythropoicse
définitive dans le foie feetal. Le déficit de la lignée érythroide des souris JAK2-/-
est encore plus prononcé que celui des souris EpoR-/- [69], vraisemblablement
en raison d'une non-réponse a la TPO des progéniteurs issus de souris JAK2-/-.
En effet, il avait ét¢ montré que la TPO permet la formation de colonies
érythroides a partir de foie feetal d'embryons EpoR-/- [70]. La réponse a I'L-3,
IL-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, hypothése confortée par l'obtention de colonies de type CFU-E

apres infection de cellules de foie foetal par un rétrovirus contenant Jak2 [13].

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.

Enfin, il est observé que contrairement aux souris Jakl-/-, la réponse aux
cytokines apparentées a 1'lL-6 est normale chez les souris JAK2-/-. Comme cela
¢tait prévisible, la réponse aux interférons alpha/beta est normale alors que celle

a l'interféron gamma est abolie.
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CHAPITRE III :

LA MUTATION JAK2 V617F
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II1.1 DESCRIPTION DE LA MUTATION JAK2 V617F :

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 pseudo-kinase de JAK2 d’inhiber son domaine
kinase. Au niveau fonctionnel, cette mutation confére a JAK2 une activation

constitutive.

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, clle a été
mise en évidence au niveau des différents types cellulaires myéloides et
notamment au niveau des érythroblastes, des polynucléaires neutrophiles et des
plaquettes [3, 8, 71]. La mutation JAK2 V617F est située dans le domaine JH2-
pseudo-kinase qui régule négativement ’activité kinase de la protéine [3, 7, 71 -

73].
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Figure 8 : Structure de la mutation JAK2 V617F et de la protéine

JAK?2 sauvage [6,15].

La mutation JAK2 V617F est une substitution de la valine 617 en phénylalanine au niveau du domaine

pseudokinase JH2 de JAK2. Le domaine pseudokinase muté ne peut plus exercer son réle d’inhibition du

domaine kinase JH1 et donc d’autoinhibition de la protéine JAK?2 [74].

37



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

II1.2 EFFETS DE LA MUTATION V617F SUR LA PROTEINE
JAK2 :

La mutation V617F est localisée dans le domaine pseudo-kinase de la
protéine JAK?2 (figure 8). Ce domaine régule négativement I’activité kinase de
JAK2 en bloquant sa boucle d’activation en position inactive [12,75]. La
mutation V617F perturbe ainsi I’interaction entre le domaine pseudo-kinase et la
boucle d’activation. Comme dans le cas de la fusion BCR-ABL, une
dérégulation de Dactivité tyrosine kinase de JAK2 est observée, la mutation
aboutie aussi a une hyperactivité kinase, a une phosphorylation des protéines
STAT contribuant a la prolifération anormale des cellules hématopoiétiques [3,

7, 71-73]. La mutation V617F est donc une mutation « gain de fonction ».

IT1.2.1 Impact de la mutation sur la signalisation des récepteurs
aux cytokines :

Des études portant sur les drosophiles (mouches) présentant la mutation
JAK, 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 [76-77]. Ensuite, des travaux
fondamentaux, in vitro, ayant pour objectif d’évaluer le retentissement
fonctionnel de la mutation JAK2 V617F, ont été réalisés sur des lignées

cellulaires (comme BAF3). Ils ont montré que cette mutation a un réle dans :
e [’activation constitutive des voies de signalisation canoniques
e La dérégulation de la transcription et de la traduction protéique
e [’altération du rétro-controle négatif

e La régulation croisée du récepteur a I’lGF
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II1.2.1.1 L’activation constitutive des voies de signalisation

canoniques :

Dans les lignées cellulaires, I’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/
STAT1, 3 et 5, MAPK et PI3K/Akt [84]. Il ya une phosphorylation
anormalement ¢élevée de STATS, STAT3, mais €galement des molécules telles
que : extracellular signal-regulated protein kinase 1/2 (ERK 1/2), protéine kinase
B (Akt), en I’absence d’érythropoiétine [7, 8, 71,78-83].

La voie JAK2/STAT étant la voie la plus directe et la plus connue en aval
de JAK?2, c’est celle qui a était la plus étudiée. Plusieurs travaux suggérent un
role majeur de STATS dans le caractére oncogénique de JAK2 V617F. Tout
d’abord, I’introduction d’une forme constitutivement active de STATS dans la
lignée UT7 (lignée possédant des propriétés érythroides) ou dans des
progéniteurs CD34+, induit une différenciation érythoide spontanée des cellules
en absence d’EPO. De plus, la déplétion de STATS 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 €rythroides a former des BFU-E (Burst Forming Unit Erythroid) et
des CEE (Colonie Erythroide Endogéne) [84]. De plus, lorsque le récepteur a
I’EPO est muté sur son site d’interaction avec STATS, empéchant ainsi
I’activation de STATS, ou lorsque STATS est délétée a I'aide d’un shRNA,
I’oncogene JAK2 V617F perd ses capacités de transformation [85].
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Peu de données ont ¢té¢ publiées sur I’'implication de STAT1 et STAT3.
Contrairement au STATS, STAT3 n’apparait pas étre impliqué dans I’exces de
prolifération induit par la présence de la mutation. En revanche, il est nécessaire
a ’activation excessive des neutrophiles entrainée par JAK2 muté [86]. Quant a
STATI, il interviendrait plutét dans 1’aiguillage de I’effet oncogénique sur la

lignée mégacaryocytaire au détriment de la lignée érythrocytaire [87].

Concernant la voie PI3K/Akt, des travaux récents montrent que des
inhibiteurs de cette voie induisent une mort par apoptose de lignées possédant
I’oncogene, suggérant qu’elle est importante dans la survie des cellules mutées.
Ceci est appuyé par le fait qu'une mutation du récepteur de I’EPO empéchant
I’activation de cette voie de signalisation en aval de I’oncogeéne diminue ses

capacités anti-apoptotiques [88].

L’implication d’Erk1 et Erk2 n’a été que trés peu étudiée et les données ne
soulévent pas, pour I’instant, de réle majeur de ces kinases en aval de JAK2
muté. En effet, leur inhibition pharmacologique n’a pas de conséquence majeure
sur la différenciation érythroide spontanée de progéniteurs de patients atteints de
PV [89] et elle diminue la croissance des érythroblastes dans la PV avec une
sensibilité moins importante que des érythroblastes de donneurs sains [88].

Quant au réle des autres MAPKSs, il reste a évaluer.

La nécessité de la présence d’un récepteur aux cytokines homodimériques
dans I’indépendance aux cytokines est discutée. Il semblerait que lorsque
I’expression de JAK2 V617F est faible, le récepteur homodimérique soit

nécessaire a I’autonomie de croissance. En revanche, lorsque le niveau de JAK2
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VO617F est ¢€levé, il est capable de promouvoir 1’autonomie de croissance seule
[S9]. Dans ce sens, des récepteurs hétérodimériques sont aussi capables d’activer

JAK2 V617F. C’est le cas du récepteur a I’IL27 [90].

De ce fait, sur des milieux de culture, dépourvus de facteur de croissance,
la survie des cellules avec mutation JAK2 était prolongée (plusieurs semaines),
comparée a celle des cellules témoins (inférieure a 36 heures dans 100% des

cas) [71].

De méme, Kralovics et al. [8] ont constaté que le taux de survie a J10 des
cellules mutées pour JAK?2 était supérieur aux cellules témoins (0 % de survie)

associé a une prolifération importante.

Dans des mod¢eles murins, in vivo, des équipes ont observé que, lors du
suivi a quatre semaines, des souris greffées avec des cellules de moelle osseuse
exprimant la protéine JAK2 mutée développaient une polyglobulie ainsi qu’une

splénomégalie (Figure 9) [71,78].
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Figure 9 : La protéine JAK2 mutée entraine une hypersensibilité a 1’érythropoiétine in
vitro et une polyglobulie in vivo [92].
A. Des lignées cellulaires dépendantes des cytokines ont été infectées par un
rétrovirus codant pour JAK2 V617F : une partie de ces cellules devient indépendante
des cytokines (Epo) alors que les cellules témoins meurent. De plus, les cellules
exprimant JAK2 V617F deviennent hypersensibles aux cytokines, réalisant ainsi un «
phénotype cellulaire » trés proche de celui observé chez les patients.
B. Des souris irradiées ont été greffées avec de la moelle osseuse infectée par le
rétrovirus codant pour JAK2 V6I17F : elles développent une polyglobulie et une

splénomégalie quatre semaines apres la greffe [92].
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II1.2.1.2 La 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 geénes cibles. De plus, 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 de génes. En
plus d’une dérégulation transcriptionnelle, I’oncogene favorise la traduction

d’ARNm en protéines.

On constate une expression altérée de divers microARN, or le microARN
joue sur la traduction des ARNm en se fixant sur leur 3° ou 5’UTR et en
augmentant ou en diminuant leur stabilit¢é ou directement leur traduction en

protéine.

Une analyse de I’expression des microARN du sang dans la maladie de
Vaquez (MV) révele une expression aberrante de huit microARN (let-7a, miR-
182, miR-143, miR-145, miR-223, miR26b, miR-30b, miR-30c and miR-150) a
la fois dans les granulocytes, les cellules mononuclées, les plaquettes et les
réticulocytes [92].

Des travaux récents montrent un autre mécanisme de dérégulation
traductionnelle. Il s’agit d’une dérégulation via la protéine La qui se fixe sur les
ARNm et qui favorise leur traduction. Elle est notamment responsable d’une

surexpression de p53 en aval de la mutation [94].
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Enfin, les voies PI3K/Akt et MAPK régulent la traduction, notamment par
I’intermédiaire des protéines mTOR et RSK réciproquement. On peut par
conséquent imaginer que I’oncogéne JAK2 V617F puisse jouer sur la traduction
via la dérégulation de ces voies de signalisation. Cette dérégulation des
différents niveaux de synthése protéique favorise la surexpression de proto-
oncogenes (tels que c-myc, Bcl-2 ou les kinases pim) et la diminution du taux
protéique des suppresseurs de tumeur (tels que p53, p27kipl ou Bim) pouvant

participer aux mécanismes oncogéniques de JAK2 V617F.
I11.2.1.3 L’altération du rétrocontrole négatif :

Les voies classiques de signalisation étant activées constitutivement en aval
de JAK2V617F, on aurait pu imaginer que les mécanismes de rétrocontrole
négatif seraient également amplifiés. Cependant, on note, en aval de JAK2
V617F, une altération du rétro-controle 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 [95]. Aussi, la présence de la mutation JAK2 V617F
entraine une surexpression de Lnk, une protéine adaptatrice régulant
négativement la transduction du signal de récepteurs aux cytokines. Cependant,
JAK2 V617F interagit de manicre plus forte avec la région N-terminale de Lnk
que JAK2WT, ce qui pourrait créer un déséquilibre d’inhibition entre les deux

formes de JAK2 [96]. Ces résultats sont néanmoins controversés. En effet,
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certains travaux suggerent que Lnk est capable d’inhiber JAK2 V617F[97]. Ces
¢tudes ne sont cependant pas forcément contradictoires, 1’action de Lnk pourrait

dépendre du ratio JAK2 V617F/Lnk [96].

Cette altération du rétro-controle 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 JAK?2
VO617F est plus complexe qu’il n’aurait pu le paraitre, la mutation ne faisant
qu’amplifier la signalisation activée en aval de la forme sauvage de JAK2; elle

posséde également des modes de régulation qui lui sont propres.
I11.2.1.4 La régulation croisée du récepteur a 'IGF :

En plus de mimer une activation de récepteurs aux cytokines de type I et II
en I’absence de ligand, JAK2V617F peut aussi activer le récepteur a I'lGF1
(Insuline Like Growth Factor 1) [77]. Notons que ce récepteur ne fait pas
intervenir JAK2 lorsqu’il est sauvage. Des travaux antérieurs a cette découverte
montraient une hypersensibilité des progéniteurs érythroides vis-a-vis de I'lGF1
[98]. Or la présence de la mutation entraine une prolifération cellulaire
dépendante de I'IGF1 dans la lignée BA/F3 transduite afin d’exprimer
I’oncogene. L’hypersensibilité des progéniteurs érythroides vis-a-vis de I'IGF1
pourrait par conséquent étre liée a cette activation croisée du récepteur de ’IlGF1
par JAK2V617F et pourrait participer au phénotype des SMP. Par contre,
I’activation du récepteur a I’IGF par JAK2 V617F ne parait pas étre directe mais
pourrait faire intervenir I’expression d’adaptateurs induits par la signalisation de

I’oncogene précédemment décrite.
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II1.2.2 L’'impact de JAK2 V617F dans la régulation
épigénétique :

Dawson et al. ont montré que, tout comme JAK?2 sauvage, JAK2 V617F est
¢galement capable de phosphoryler HPla et de lever ainsi sa répression sur
I’expression des genes cible. Cependant, dans les SMP ou I’on retrouve une
activation constitutive de JAK2, la dérégulation de I’interaction de HPla a la
chromatine pourrait lever son effet suppresseur de tumeur par une augmentation
de I’expression de certains genes, constituant ainsi un autre mécanisme de
dérégulation transcriptionnelle. De plus, cette dérégulation, qui touche la
chromatine, pourrait favoriser les recombinaisons mitotiques et 1’instabilité
génomique (figure 10) [67]. Cette régulation est cependant sujette a certaines
controverses en raison du doute émis par les observations de Girodon et al. sur

la localisation nucléaire et cytoplasmique de JAK2 et JAK2 V617F [68].
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Figure 10 : Implication de JAK2V617F dans la régulation épigénétique [15].

La phosphorylation de [’histone H3 sur tyrosine 41 par JAK2 entraine le décrochage de HP1o. de la chromatine.
Lorsque JAK? est dérégulé, la phosphorylation continue de I’histone H3 et le décrochage permanent de HP1a

conduit a [’augmentation de ’expression de certains oncogenes come Imo2. Ce phénomeéne pourrait également

entrainer ’augmentation de recombinaison mitotiques et une instabilité chromosomique [67].

47




La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

Cependant, ce n’est pas le seul mécanisme de dérégulation €pigénétique
entrainée par la mutation. En effet, JAK2 V617F phosphoryle également la
méthyl-transférase PRMTS. Cette phosphorylation induit une inhibition de
I’activité de PRMTS et la diminution de la méthylation de I’histone H2A/H4 R3
[99]. Or cette histone est impliquée dans la régulation transcriptionnelle de
nombreux genes, soit en la favorisant, soit en I’inhibant. On dénombre 90 genes
dont la transcription est altérée suite a la phosphorylation de PRMTS par JAK2
muté. De plus, PRMTS5 défavorise I’expansion des progéniteurs CD34+ et la
différenciation érythroide, suggérant que la phosphorylation inhibitrice de
PRMTS pourrait étre impliquée dans 1’expansion érythrocytaire en aval de JAK2
V617F. L’ensemble de ces résultats suggere que JAK2 V617F utilise, en plus
des voies de signalisation canoniques, des mécanismes de méthylation afin

d’influencer la transcription de ses cibles.
IT1.2.3 L'impact de la mutation sur la localisation de JAK2 :

Une étude de Rinaldi et al. suggére que la présence de la mutation a un
impact sur la localisation de JAK2 dans les cellules immatures. JAK2 serait
localisée dans le noyau et le cytoplasme des cellules immatures CD34+ de
patients portant la mutation alors qu’elle est uniquement cytoplasmique dans les

CD34+ issus de donneurs sains.

La localisation de JAK2 dans les granulocytes, les mégacaryocytes et les

érythroblastes est majoritairement cytoplasmique dans tous les cas [100].
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La localisation nucléaire de JAK2 étant controversée, ces données sont a
confirmer. Cette différence de localisation pourrait entrainer des différences de
fonctions et d’activité de JAK2 par des variations d’accessibilité vis-a-vis des

cibles et des régulateurs.
IT1.2.4 L'impact cellulaire de la mutation :

La présence de la mutation JAK2 V617F entraine une amplification de la
my¢lopoiése terminale [101-103]. Par contre, elle ne semble pas influencer la
proportion de cellules souches ou progénitrices [102]. Ce phénomene
d’amplification est la résultante d’une augmentation de survie et de prolifération

cellulaire.
I11.2.4.1 L’avantage de survie :

Bien que certaines études ne montrent pas de différence significative de
taux d’apoptose en aval de JAK2 V617F [103], certaines données suggerent
fortement que la présence de I’oncogéne confere aux cellules un avantage de
survie. Ces contradictions sont probablement dues a des conditions différentes

d’études.

En premier lieu, I’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

[83].
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En deuxiéme 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 [104]. Il s’ensuit une inhibition irréversible
de la prolifération cellulaire et une différenciation des érythroblastes ou, si la
concentration en EPO est faible, leur mort. Ceci constitue un mécanisme de
rétro-contréle négatif visant a contréler la production de globules rouges en
fonction des changements de taux sériques d’EPO. Bien qu’ayant une
expression normale des récepteurs d’apoptose et de ses effecteurs, les
érythroblastes portant la mutation JAK2 V617F possédent une résistance a
I’apoptose induite par I’activation du CD95 [105]. La conséquence est un défaut
d’activation des caspases et de clivage de GATA-1 favorisant I’expansion
érythrocytaire. La protéine c-FLIPshort, un homologue catalytiquement inactif
de la caspase 8 rendant les cellules résistantes a la voie d’apoptose extrinseque,
pourrait contribuer a ce phénomene. En effet, les érythroblastes portant la
mutation ne présentent pas d’inhibition protéique de c-FLIPshort en réponse a

une diminution de la concentration en EPO alors qu’ils le devraient.

Enfin, divers travaux montrant une dérégulation d’autres protéines
impliquées dans la survie cellulaire ont été reportés. Notamment, via la
dérégulation de la signalisation précédemment décrite, JAK2 V617F entraine la
sur-expression de la protéine anti-apoptotique Bcel-xL [106-107] et d’autres

protéines impliquées de maniere indirecte sur I’apoptose comme JunB [108].
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I11.2.4.2 L’avantage prolifératif :

De nombreux travaux suggérent que 1’oncogene JAK2 V617F favorise la

prolifération cellulaire et notamment la transition G1/8S.

L’inhibition spécifique (shRNA) ou non spécifique (siRNA et inhibiteurs
pharmacologiques) de JAK2 V617F entraine un arrét en phase G0/G1 du cycle
cellulaire [109-110]. Une ¢étude de Balduini e al. sur la différenciation
mégacaryocytaire dans les SMP montre que les mégacaryocytes ont un fort

potentiel prolifératif dans ces pathologies [111].

Au niveau moléculaire, I’inhibition de p27kipl semble jouer un réle dans
I’exces de prolifération entrainée par la mutation, méme si les conséquences
fonctionnelles de cette inhibition n’ont pas été clairement définies. La protéine
p27kipl est un régulateur négatif de la transition G1/S du cycle cellulaire qui
agit négativement sur les kinases CDK (kinases majeures du cycle cellulaire).
Cette protéine est un régulateur négatif de la prolifération des progéniteurs
hématopoiétiques. De plus, I’expression de p27kipl est plus faible en aval de
I’oncogéne qu’en aval de la forme sauvage de JAK2 et [’inhibition
(pharmacologique ou par siRNA) de JAK2 V617F entraine une augmentation de

son expression suggérant qu’il s’agit d’une cible de ’oncogene [104, 110].

Sa dérégulation en aval de la mutation passe par deux mécanismes
distincts : d’une part, JAK2 V617F phosphoryle p27kipl [112] et cette
phosphorylation entraine sa dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome.
D’autre part, elle serait plus fortement dégradée par I’E3 ubiquitine ligase Skp2

qui est sur-exprimée, via les STATs, en aval de I’oncogene [113].
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Une dérégulation d’autres protéines intervenant dans la prolifération
cellulaire a été observée en aval de JAK2 V617F, comme la dérégulation de c-

myc, pim-1/2 [114], p53 [94], Aurora A [115], ou encore JunB [108].
I11.2.4.3 JAK2 V617F et dommages de ’ADN :

La mutation de JAK2 est associ¢e a une augmentation de la fréquence de
recombinaisons homologues et d’instabilit¢ génétique [116]. Ce phénoméne
pourrait €tre lié aux dérégulations épigénétiques présentes dans les SMP.
Cependant, l’augmentation de la prolifération cellulaire observée pourrait
¢galement participer a cette instabilité, d’autant plus que 1’oncogéne JAK?2
V617F empéche I’accumulation de p53 et ainsi, affecte la réponse aux

dommages de I’ADN [94].
111.2.4.4 JAK2 V617F et microenvironnement :

Des expériences de clonogénicité visant a évaluer 1’action du TNFa sur les
capacités clonales des progéniteurs possédant la mutation révelent que la
mutation confére aux cellules une résistance a cette cytokine pro-inflammatoire
alors qu’elle réduit la capacité clonale des progéniteurs sains. Ces résultats
suggerent qu’un microenvironnement riche en TNFa pourrait favoriser une
sélection du clone muté [117]. Or, le taux de cytokines pro-inflammatoires, dont
le TNFa, est ¢élevé dans les SMP. Le micro-environnement agit également
comme protecteur. En effet, les cellules stromales de moelle osseuse protégent
les cellules portant la mutation contre des inhibiteurs de JAK2 par la sécrétion

de cytokines [118].
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111.2.4.5 La JAK?2 V617F et les autres mutations du JAK? :

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 [119]. Ces mutations situées dans I’exon 12 du JAK2, sont
localisées en amont du domaine pseudokinase dans une zone extrémement
conservée au cours de 1’évolution. Elles entrainent les mémes conséquences que
la mutation V617F. L’incidence des mutations de I’exon 12 de JAK2 dans les

PV est de I'ordre de 3 a 5% (figure 8).

Certaines études semblent montrer que toutes les PV sont associées a une

mutation de JAK2 (V617F ou exon 12).

Aussi la question se pose de savoir si le diagnostic de PV doit-il étre remis
en cause lorsqu’aucune mutation de JAK2 n’est pas retrouvée ? La recherche
des mutations de I’exon 12 de JAK2 a peu de chance d’étre positive devant un

tableau d’érythrocytose idiopathique sans pousse autonome [120].
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Figure 11 : Fréquence des anomalies moléculaires détectées au

diagnostic dans la PV [121].
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CHAPITRE 1V :
LA RECHERCHE DE LA
MUTATION JAK2 V617F
AU LABORATOIRE
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IV.1 LA PHASE PRE-ANALYTIQUE :
IV.1.1 Type de l'échantillon :

La recherche de la mutation JAK2 V617F peut se faire sur ’ADN extrait
du sang périphérique ou de la moelle osseuse. Mais dans la plupart des cas,
l'option préférée est le sang périphérique recueilli sur anticoagulant EDTA.
L’utilisation d'autres anticoagulants est possible bien que des précautions doi-
vent étre prises dans les tubes contenant de héparine de lithium car il ya un

risque d’inhibition de I’étape d’amplification de la PCR [122].

L’échantillon doit étre de volume suffisant pour obtenir une quantité
raisonnable d'acide nucléique (20 a 30 ml de sang périphérique), bien que les
¢chantillons provenant de patients neutropéniques peuvent donner moins d'acide

nucléique.

Il ne semble pas y avoir une grande différence dans la charge allele JAK2
V617F entre le sang total et la moelle osseuse [123, 124]. Par conséquent, une
aspiration de moelle osseuse peut étre évaluée (Tube EDTA ou milieu de culture
cytogénétique), mais n'est généralement pas nécessaire si le sang périphérique

est disponible.

Les échantillons sont analysés le jour méme de leur prélevement [125]. Le
transport se fait a température ambiante, sans centrifugation préalable. Si le délai
d’acheminement ou d’analyse est supérieur a 24h, 1’échantillon est conservé a

4°C. Enfin, la recherche de la mutation JAK?2 nécessite la réalisation d’une NFS.
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IV.1.2 Faut-il isoler les granulocytes du sang périphérique ?

Une question importante est de savoir si l'isolement des granulocytes du

sang périphérique est nécessaire pour effectuer des tests de détection de la
mutation JAK2 V617F.

La mutation JAK2 V617F survient dans la cellule souche hématopoiétique.
Mais, chez la plupart des patients, elle est limitée a la lignée myéloide. En outre,
la proportion de cellules myéloides porteuses de la mutation JAK2 V617F peut
varier considérablement d’un patient & un autre et d’'un SMP a un autre. En
général, les patients atteints de TE ont tendance a avoir un niveau inférieur de la
mutation JAK2 V617F par rapport a ceux qui ont des PV ou la MP [126].

Un autre facteur de confusion est représenté par le fait que les patients qui
ont été traités avec I'hydroxycarbamide peuvent présenter des niveaux inférieurs
de JAK2 V617F [127] bien que d'autres études aient trouvé des changements
minimes dans les niveaux de cette mutation sous hydroxycarbamide [128].

Dans l'ensemble, le niveau quantitatif de la mutation JAK2 V617F est
d'environ 15% plus faible dans le sang périphérique par rapport aux
granulocytes purifiés [129] en raison de la présence des lymphocytes JAK2
V617F négatives. Lorsque des tests ultrasensibles sont utilisés, il n'ya pas de
différence du taux de détection entre le sang périphérique et les granulocytes
[129 ,130 ,131]. Cependant, quand un test est modérément sensible, comme le
gel d'agarose a base de PCR allele spécifique (Pourcentage d’alléles mutés
détecté¢ d'environ 3% [3]), la purification des granulocytes augmente le taux de
détection de 92% a 97% pour le PV et de 57% a 61% pour la TE [130]. Par
conséquent, l'isolement des granulocytes ne devrait pas étre nécessaire si un test
de bonne sensibilité est utilisé (Seuil de détection d’alléles mutés de 1 a 3% ou
plus). Si le test utilisé a une sensibilité plus faible (Tableau I), 'enrichissement

des granulocytes peut étre nécessaire [132].
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* Seuil de détection d’alleles

Méthode Référence (S)
mutés approximatif (%)
ARMS/PCR all¢le
spécifique T 0,1-5 [3, 125, 133-135]
PCR en temps réel allele
. 0,01-1 [131, 136-139]
spécifique
Analyse de la courbe de fusion 1-5 [131, 134, 140-141]
Fonte a haute résolution 1-5 [142-143]
Digestion par des enzymes de
2-10 [131, 144]
restriction ¥
Séquencage direct 10-20 [145]
Pyroséquencage 5 [146]
dHPLC 1-20 [147-149]

Tableau I : Approches diagnostiques pour la détection de la mutation JAK2 V617F.

ARMS : Systéme de Mutation Réfractaire par Amplification ; dHPLC : Chromatographie

Liquide dénaturante a Haute Performance.

* Seuil de détection réel dépendra des protocoles exacts.

+Seuil de détection généralement plus grand lorsqu'il est mesuré par électrophorése sur gel

capillaire plutot que sur gel d'agarose.
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IV.1.3 Le choix de l’acide nucléique :

L'ADN génomique est le choix préféré d'acide nucléique en raison de sa
stabilité, bien que des essais impliquant des ARN ou des ADNc (ADN

complémentaire) soient également disponibles.

Les kits de purification d'ADN, manuelles ou automatiques, donnent
généralement des ADN fiables de quantité et de qualité acceptables. Il est
conseillé de traiter deux échantillons de controle et I’échantillon a tester en

utilisant la méme méthode pour réduire la variabilité.

La concentration d'ADN devrait également étre calculée en utilisant la
méme méthode pour tous les échantillons, car les différents instruments peuvent
produire des concentrations treés variables. La quantité¢ d'acide nucléique matrice
requis dépendra de la technique particuliere choisie, tels que la fonte a haute
résolution (HRM) ou la chromatographie liquide dénaturante a haute

performance (dHPLC) [150].
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IV.2 LA PHASE ANALYTIQUE :
IV.2.1 Techniques :

Plusieurs techniques permettant de détecter, et souvent de quantifier la
mutation JAK2 V617F ont été ¢élaborées. Elles reposent, le plus souvent, sur des

techniques de biologie moléculaire telles :
e Séquencage.

e PCR allele spécifique (Amorce spécifique de ’allele sauvage ou de

I’allele muté), quantitative ou non.

e FRET (étude des courbes de fusion apres hybridation de deux sondes

fluorescentes contigu€s dont I’'une recouvre le site de mutation).

e Hybridation et d’hydrolyse de sondes fluorescentes spécifiques de la

mutation (Technique TagMan™),

Les spécificités varient selon la technique utilisée, la calibration de la

gamme de standards et I’expertise de chaque laboratoire [151-155].

Il faut retenir que ne sont désormais acceptables pour le diagnostic que les
techniques permettant de détecter de faibles charges mutationnelles. La
détection d’environ 1% d’alléles mutés est considérée a ce jour comme un seuil

raisonnable pour le diagnostic [156].

De nombreux tests de quantification de la charge JAK2 V617F mutant ont
été développés. Ils différent sensiblement dans leurs performances (spécificité et
sensibilité) et ont fait I'objet d'une comparaison détaillée par le LeukemiaNet
européen et MPN & MPNr-EuroNet étude groupes [157].

Les deux techniques de référence sont représentées actuellement par le

séquencage ct le PCR en temps réel alléle spécifique [157].
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IV.2.2 Le choix du test :

Les techniques décrites pour la détection de la mutation JAK2 V617F sont

généralement classées en deux catégories principales (Tableau II) :

les tests congus pour cibler spécifiquement la mutation ¢.1849G>T

(PCR spécifique d’allele par exemple) ;

et les tests qui ciblent la région de 1'exon 14 englobant la mutation

c.1849G>T (Séquengage direct, Analyse HRM).

Pour les tests qui ciblent spécifiquement l'alléle mutant, la spécificité est
généralement obtenue grace a l'utilisation d'une amorce de mutation ou une
sonde spécifique. Les kits commerciaux sont disponibles pour la détection de

JAK?2 V617F et ceux-ci sont basés sur des approches similaires.
Deux criteres principaux sont importants dans le choix d'un test :

e il doit étre spécifique (faux négatifs ou niveau de base clairement
définie de telle sorte que les cas de JAK2 V617F positifs et négatifs

peuvent étre facilement distingués) ;
e ctassez sensible pour étre en mesure d'identifier un allele JAK2
V617F mutant avec une charge aussi base que 1-3% [158,159].

Les principaux kits disponibles et commercialisés sont : JAK2 Activating
Mutation Assay (InVivoScribe, San Diego, CA), JAK2 MutaScreen™ pour la
détection et JAK2 MutaQuant™ (Ipsogen, Luminy Biotech, Marseille, France),
JAK2 V617F and JAK2 Exon 12 Mutation analysis (Bristol Genetics
Laboratory, North Bristol, UK), JAK2 Exon 12 Mutation Screen (Canterbury
Health Laboratories, New Zealand).
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IV.2.3 Les caractéristiques des techniques et des tests de
diagnostic :
IV.2.3.a. Le séquencage direct de I'ADN :

La plupart des études princeps de JAK2 V617F ont étudié la prévalence de
la mutation par séquencage direct de matrice d’ADN génomique amplifié par
PCR [5, 10, 71, 160] ou matrice d'ADN complémentaire amplifié par PCR a
partir d'ARNm générés [7-8, 161] ou les deux a la fois en utilisant un colorant

fluorescent comme le Big Dye dans la méthode de séquencage de Sanger.

Pour la technique de Sanger, une réaction d'extension d'amorce est
effectuée avec une matrice d'ADN amplifi¢ & l'aide d’un mélange de dANTP
marqué par un colorant et le produit est détecté par un détecteur de fluorescence
Multiwave (ABI Prism 3100 ; Applied Biosystems, Foster City, CA) aprés

¢lectrophorese sur gel capillaire.

Bien que cette méthode donne des informations détaillées et est considérée
comme une technique de "visualisation directe" des informations de séquence,
elle a une sensibilité¢ limitée a cause du bruit de fond dans le chromatogramme

genére [162].

Les expériences de mélange d'ADN ont montré que, pour la plupart des
mutations ponctuelles, le séquencage automatisé est sensible uniquement pour

environ 20% d’ADN mutant [3].

Le séquencage direct ne peut pas offrir la sensibilité désirée ou nécessaire a
des fins de diagnostic. James et al. [163] ’ont démontré en particulier a I'¢gard

de JAK2 ¢.1849 G>T en effectuant une série d'expériences de mélange avec des

62



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

cellules HEL d'érythroleucémie, porteuse de la mutation JAK2, et des cellules
TF-1 d’érythroleucémie, qui en sont dépourvues. Ils n'ont pas réussi a détecter
l'allele muté quand il était présent dans moins de 5% de 1'ADN total. Avec
I'"ADN mutant de patient homozygote dilu¢ dans 'ADN d'une personne en bonne
santé, le séquengage a été encore moins sensible (10%) qu'il ne I'était avec les

lignées cellulaires [163].

Divers groupes ont utilis¢ différentes amorces oligo-nucléotidiques et des
protocoles d'amplification par PCR pour le séquengage de JAK2. Le protocole
suivant, trés robuste a été utilis€ avec succes par plusieurs laboratoires [160,
164-165] : pour une réaction PCR de 50 pl, on utilise 25 ng de matrice d'ADN,
S5ul devtampon 10X (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) avec une
concentration finale en MgCI2 de 1,5 mmol/L, 1,5 Ul de Taq polymérase
(Roche), 0,8 mmol/L ANTP (Roche), et 20 pmol/L de chacun des amorces sens :
(5’- TGCTGAAAGTAGGAGAAAGTGCAT-3’) et antisens (5° TCCTACA
GTGTTTTCAGTTTCAA-3".

Les paramétres du cycle PCR sont les suivants : un cycle de dénaturation
initiale a 94°C pendant 2 minutes, puis 35 cycles a 94°C pendant 30 secondes,
52°C pendant 40 secondes, et 72°C pendant 40 secondes, et une extension finale
de 72°C pendant 2 minutes. Les amplicons sont ensuite vérifiés par
¢lectrophorese sur gel d'agarose et séquencés en utilisant les mémes amorces

utilisées pour I'amplification par PCR.

Le séquencage direct d'ADN est précieux comme technique de recherche,
sensible et avec 1’avantage de pouvoir détecter d’autres mutations rares de
I’exon 14 (L611V, D620E, ...). Cependant, il est délicat et fastidieux lorsqu'il
est utilis¢é dans un laboratoire clinique. Il demande beaucoup de travail,

beaucoup de temps, le colit est élevé et nécessite un équipement spécialisé.
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IV.2.3.b. PCR All¢le-spécifique (Amplification Refractory Mutation
systéme (ARMYS).

L’ARMS exploite le fait que des amorces oligo-nucléotidiques doivent étre
parfaitement hybridées a leur extrémité 3’ par une ADN polymérase pour
prolonger ces amorces par PCR. En concevant des amorces oligo-nucléotidiques
qui correspondent seulement a un point spécifique de mutation d'ADN, comme
celui codant pour JAK2 V617F (amorces qui ne lient pas les alleles de type
sauvage), I’ARMS peut distinguer les all¢les polymorphes.

Pour ces techniques encore connues sous les noms de : "PCR allele
spécifique" (AS-PCR) ou "Séquence-spécifique d'amorces de PCR", il est
nécessaire d’inclure des controles positifs et négatifs pour s’assurer que
l'absence de génération de produits a partir d'un échantillon donné n’est pas
simplement due a I'échec de la réaction de PCR plutét qu’a l'absence de la

mutation.

Plusieurs auteurs ont généré des ensembles d'amorces ARMS/AS-PCR
pour la détection de la mutation JAK2 c¢.1849 G>T [10,134]. Les

oligonucléotides utilisés par Jones et al. [10] sont :
e [|’amorce extérieure sens (5’-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3’);

e [|’amorce extérieure anti-sens(5’ATTGCTTTCCTTTTTCAC
AAGAT-3);

e [’amorce sens spécifique de I’all¢le sauvage ;
o (5-GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATaTG-3");

e [|’amorce anti-sens spécifique de I’allele muté
(5’GTTTTACTTACTCTC TCCACAaAA-3").
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Lorsque les amplicons générés de cette maniere sont révélés en gel
d'agarose, les amorces de type sauvage peuvent étre démontrées en ce qu'elles
ont généré¢ un produit de 229-pb, alors que les amorces spécifiques de mutant

donnent un produit de 279-pb [10].

L’avantage de 'ARMS est représenté par sa sensibilité apparente élevée
pour de petites quantités d'ADN mutant dans un fond de type sauvage. Baxter et
al. [4] ont affirmé que leurs amorces ARMS pouvaient détecter une mutation
V617F de mixte clonalité si elle était présente dans seulement 3% des cellules,
tandis que Jones et al. [10] ont démontré qu'ils pouvaient détecter la mutation
entre 1 a 2%. McClure et al. [134] ont rapporté 0,01% de sensibilité de détection

de la mutation avec leurs amorces ARMS.

IV.2.3.c. PCR en temps réel et de ' ADN de fusion Curve :

La PCR temps réel a pour principal intérét la détection semi-quantitative de

la mutation JAK2 V617F [166].

La PCR en temps réel utilise, des molécules fluorescentes qui sont
incorporées dans I'ADN pendant la phase exponentielle de la PCR et sont suivies
a mesure qu’elles s'accumulent. L'hypothése de base est que la quantité¢ de
fluorescence dans la chambre de réaction est directement proportionnelle a la
quantit¢ d'amplicon présent dans le tube, qui a son tour est fonction de la

quantité de matrice cible au début de la réaction [167].
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Le dosage de courbe de fusion d'ADN peut étre utilisé en conjonction avec
PCR en temps réel. Ces tests sont basés sur le principe que I'hybridation du brin
d'ADN complémentaire est beaucoup plus forte en présence d'une amorce-
matrice de parfaite correspondance, par rapport aux paires amorce-matrice ayant
une degré de désadaptation de base. Pour exploiter cette propriété, un court
fragment d'ADN génomique couvrant un site de mutation peut étre amplifié par
PCR en temps réel, et ensuite analysées par un gradient de température pour

déterminer a quelle température les deux brins —interactions sont perturbés.

En plus des amorces sens non marquées et des amorces oligo-
nucléotidiques anti-sens, deux sondes d'hybridation fluorescentes sont ¢galement
inclues dans la réaction de PCR, une avec un fluorophore donneur (par exemple
un 3’-fluorescéine Tag) et ’autre avec un fluorophore accepteur (par exemple,
5’- LC Red 640 Tag). Ces sondes se lient a l'intérieur de 1 pb de l'autre, et au
cours de I'évaluation de courbe de fusion post-PCR, cette proximité permet le
transfert a 1'énergie de résonance de fluorescence [168] avec 1’émission de
lumiere qui peut étre détectée par l'instrument. Une sonde fluorescente est
congue pour s'étendre sur le site de la mutation, et la sonde elle-méme contient
une séquence qui est complémentaire de la séquence de type sauvage. Cette
sonde se lie plus étroitement a la séquence de type sauvage plutdt que la

séquence contenant la mutation ponctuelle.

La température du tube de réaction est ¢levée en continu lors de I'étape de
fusion et les sondes se dissocient du produit accumulé PCR en fonction de leur
avidité de liaison. Une diminution de fluorescence s’observe lors la dissociation

du produit de PCR. Dans le test de détection de la mutation JAK2 congu par

66



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

McClure et al., la sonde qui se lie a ' ADN mutant se dissocie a 55° C, alors que
la sonde fixée sur une séquence de type sauvage se dissocie a 65° C, permettant
a I'ADN muté et sauvage amplifi¢ d’étre distingué (figure 12). Ce test a un seuil

de détection d’environ 1 a 10% d'ADN mutant [134].

James et al; ont comparé la chimie des colorants fluorescents de
séquencage de deux différentes systémes PCR en temps réel, 1'une utilisant un
instrument Light Cycler et l'autre utilisant un prisme Tagman machine ABI
7500. Ces techniques PCR en temps réel sont chacune beaucoup plus sensible
que le séquengage et détectent de 0,5 a 1% d'ADN de la lignée cellulaire HEL
dilu¢ dans I'ADN de la lignée cellulaire TF-1 et de 2 a 4% d'ADN muté¢ d’un
patient homozygote dilué dans I'ADN d'une personne en bonne santé[163]. Les
séquences d’amorces n'ont pas ¢été rapportées par les auteurs, mais les courbes
d'ADN de fusion sont différentes de ceux rapportés par McClure et al., ce qui
suggere que les amorces utilisées ¢étaient différentes. James et al. ont constaté
que si l'analyse de la mutation JAK2 V617F par PCR en temps réel a été utilisé
comme premiere étape pour diagnostiquer une érythrocytose, 58 des 81 patients
examinés auraient pu étre épargnés d'autres explorations parce que la valeur
prédictive positive de JAK2 V617F pour les maladies myéloide clonale semble
étre a 100%.
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Melting Curve Assay For JAK2 ¢. 1849 G>T Mutation

Assay Setup: Fuorescein  LC Red 640
Forward primer Sensor probe | l Anchor probe Reverse primer
= P Sl
DNA Template ==
Mutation
Site
Typical Assay Results: Mutant DNA only

Admixture (mixed clonality) mutation

Wild-type DNA only

Fluorescence

45 50 35 60 65 70 75 80

Temperature (C) }

Figure 12 : L'analyse des courbes de fusion pour la détection

de la mutation JAK?2 ¢.1849 G>T [134].

La configuration de la sonde PCR primaire est montré en haut, et les résultats typiques de type sauvage,
clonalité mixte, et les échantillons des patients exclusivement mutants sont au plus bas. Lorsque la fluorescéine
et LC Red 640 balisées sondes sont liées de fagon adjacente a la matrice d'ADN, cela permet le transfert
d'¢électrons par résonance fluorescente, qui est ensuite perturbée par la fusion d'ADN, ce qui facilite la détection

du produit. La méthode est celle décrite par McClure et coll. [134].
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IV.2.4. Place de la quantification de JAK2 V617F au diagnostic :

La quantification qui est déterminée aussi par le rapport M/W entre le
nombre d’alleéles mutés [M] et sauvages [W] wild-type, non-mutés] au sein des
cellules sanguines, permet d’identifier I’état homozygote/hétérozygote de la
mutation. Par ailleurs, ce méme rapport quantitatif constitue un parameétre du

suivi thérapeutique des SMP positifs pour la mutation V617F :

e le suivi post-allogreffe médullaire, en particulier pour des SMP de

type MP, est déja validé [137]

e J'usage d’inhibiteurs spécifiques de la kinase JAK2 ouvre de
nouvelles perspectives de suivi thérapeutique, sur la base d’une
quantification de la mutation V617F, analogue a celle pratiquée pour
les LMC traitées par imatinib (quantification du réarrangement BCR-

ABL).

IV.2.5 Les Considérations relatives a la validation d'un test de
détection de JAK2 V617 :

Dans le cadre d'un controle de qualité permanent, le test doit étre validé
d’une manicre appropriée. Notamment avec les tests les plus sensibles, une
grande série d'échantillons témoins (sujets en bonne santé¢) devra étre évaluée
afin de déterminer le taux des faux positifs [169]. Idéalement au moins 100
échantillons doivent étre testés, ce qui donne un intervalle de confiance
inférieure a 97.5% de spécificité en supposant que tous les résultats sont négatifs
(300 échantillons sont nécessaires pour donner 99% de spécificité). Ces données

doivent démontrer l'absence d'un résultat «positif» ou au minimum, identifier un
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seuil en-dessous duquel le résultat est défini comme «non détecté». Si les faux
positifs sont observés, il faut modifier le dosage pour réduire ou empécher

l'amplification inappropriée [150].

La validation doit également déterminer la sensibilit¢ approximative du
test.C'est plus simple pour les tests qui peuvent quantifier la valeur absolue de la
charge du mutant V617F JAK2 grace a l'utilisation de courbes standards des
réactifs. En réalité, la comparaison entre les laboratoires est difficile étant donné
l'absence de réactifs de référence certifiés qui pourraient étre universellement
appliqués. Cependant, une série de dilutions appropriées peut étre préparée en
utilisant les lignées cellulaires de JAK2 V617F positives, telles que 'UKE-1 ou
HEL, utilisés pour déterminer la sensibilité¢ du test. Parmi ceux-ci, I'UKE-1 est
préférable. Comme décrit ci-dessus, ’atteinte d'une sensibilité de 1-3% est
souhaitable et un tel test pourrait s'attendre a identifier la grande majorité des
patients atteints avec un niveau pathogénique pertinent du clone mutant JAK2
V617F. Quelle que soit la sensibilit¢ obtenue, il est important d'indiquer la

sensibilité du test lors de la déclaration des résultats [150].

Le controle qualité interne doit étre effectué¢ ainsi que des contrdles appropriés
devant étre inclus dans chaque série. Ces contrdles inclurait un V617F JAK2
connu positif (> 5% V617F), un JAK2 V617F positif a un niveau de 1-3% (ou
tout autre pourcentage <5% pour évaluer la sensibilité) et les contréles normaux

[150].
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Enfin, la participation a un programme appropri¢ pour l'évaluation externe
de la qualit¢ de détection du mutant V617F JAK2 (par exemple www.ukneqasli.
Org.uk) fournit une évaluation indépendante de la qualité du test. La participa-
tion a un tel programme est nécessaire pour l'accréditation des laboratoires au
Royaume-Uni. Il est a noter qu'une récente étude internationale au Royaume-
Uni effectuée par le Service national d'évaluation externe de la qualité pour
I’immunophénotypage leucocytaire a révélé que 20% des laboratoires d'essai
n'ont pas réussi a détecter le mutant JAK2 dans un échantillon a 2% de V617F et

9% des laboratoires n'ont pas réussi a détecter la mutation a 5% V617F [170].
En conclusion, nous pouvons souligner que :

e Le séquencgage direct n'est pas recommandé comme méthode de choix

parce qu'il ne dispose que d'un seuil de détection de 10-20% (Tableau
II).

e D'autres tests qui possedent un seuil de détection de 3-5%, comme la
digestion des enzymes de restriction, gel d'agarose a base d’alléle-
spécifique PCR et pyroséquencage, peuvent aussi échouer a identifier
un petit nombre de patients porteurs d'une mutation pathogénique

importante de bas niveau de JAK2 V617F.

e [’utilisation des tests plus sensibles telle la PCR alléle spécifique
augmente le taux de détection de JAK2 V617F chez les patients atteints
de PV et de TE en particulier lorsque le sang périphérique non

fractionnée est utilisée [130-131, 144,158].
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e Enfin, pour atteindre un seuil de détection de 1-3%, il est nécessaire
d'analyser au moins 20 ng d'ADN génomique, soit 1'équivalent de

3030 génomes diploides.

e [l faut noter que ’OMS n’impose pas de techniques de détection de la
mutation pourtant différentes quant a leur sensibilité (séquencage, ou
PCR allele spécifique, ni de recommandations préanalytiques (JAK2

V617F peut étre réalisée sur sang total ou sur la population granuleuse).

PV TE MFP
422/557 80/160 114/391
Par séquencage
(76%) (50%) (29%)
Par PCR alléle- 71/73 8/16 29/51
spécifique (97%) (50%) (57%)

Tableau II : Prévalence de la mutation JAK2 V617F dans les SMP [171].
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IV-3 PHASE POST-ANALYTIQUE :
VI1.3.1 Comment interpréter les résultats :

La présence de la mutation, quelle qu’en soit la charge, est un élément trés
en faveur de SMP méme s’il ne suffit pas a le classer. Il faut et il suffit que le
résultat soit supérieur au seuil de détection de la technique pour affirmer la
présence de la mutation. Le seuil de détection doit étre mentionné sur les

résultats rendus.

L’absence de mutation JAK2 V617F ne permet en aucun cas de récuser le
diagnostic de SMP. En effet, “seuls” 95% des PV, 50 a 70% des TE et environ
50% des MP présentent une mutation JAK2 V617F [156].

v Concernant les PV, les patients présentent dans leur grande majorité
la. mutation. Son absence dans un contexte évocateur de SMP
(érythropoiétinémie basse, pousse érythroide endogéne 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.
v" Pour les patients présentant une TE, la présence de la mutation

JAK2 V617F affirme le caractere malin, le plus souvent myéloprolifératif mais
pas nécessairement la TE (PV en cas de masse sanguine élevée, MP si
I’histologie est en faveur, SMD si la cytologie est en faveur). Lorsqu’elle est
pratiquée, la quantification (exprimée sous la forme de pourcentage d’all¢les
JAK2 V617F par rapport aux alleles JAK2 total) peut orienter le diagnostic.
Lorsque cette charge est supérieure a 50%, on peut conclure a la présence d’au

moins un clone homozygote, élément rarissime au cours des TE [156].
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L’impact pronostique de la charge mutationnelle au diagnostic a été
suggéré sans qu’un consensus clair soit dégagé a ce jour, peut-tre en raison de
la variabilité¢ des techniques. L’étude de la charge mutationnelle peut s’envisager
pour suivre 1’évolution du clone muté. Dans ce cas, il faut utiliser du matériel
homogeéne pour comparer les données. Ce suivi permet d’apprécier
I’augmentation du clone ou la diminution de la charge mutationnelle sous
traitement, en particulier en cas d’utilisation d’interféron ou d’allogreffe.

Les problématiques de suivi de faibles charges mutationnelles post-

traitement restent le sujet d’une importante recherche [156].

IV.3.2 Interprétation des mutations V617F JAK2 bas niveau au
moment du diagnostic :

Les résultats V617F JAK2 < 1-3% doivent étre interprétés selon le contexte
clinique, morphologique, hématologique et autres résultats de laboratoire. Il a
été démontré que la mutation JAK2 V617F peut parfois étre trouvée chez des
individus normaux lors I’utilisation des tests trés sensibles [172-174]. En
supposant que le résultat ne représente pas un faux positif, la mutation V617F
JAK?2 faible niveau peut étre retrouvée dans certain cas :

(i) le traitement par une thérapie de réduction tumorale qui peut réduire le
niveau du clone JAK2 V617F positif au sein de 1'échantillon [127].

(ii) la présence de deux clones MPN chez le patient, dont un seul est JAK2
V617F positif [175]. L’évaluation de la mutation JAK2 exon 12 ou la
mutation MPL exon 10 peut révéler l'existence de ces clones. Chez un
patient présentant une mutation V617F JAK2 faible niveau mais avec
une numération formule sanguine normale, la signification clinique est
moins claire. Il est évident que le dosage de la ferritine et/ou la mesure
du volume globulaire isotopique doit étre réalis¢ afin d’écarter

d’éventuelles polyglobulies masquées.
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Un clone JAK2 V617F bas niveau positif peut rester stable, voire parfois
disparaitre avec le temps, sans effets cliniques significatifs. Quelle que soit la
cause et la situation clinique relative a une mutation V617F JAK?2 bas niveau, il

est prudent de répéter le dosage dans les 3-6 mois si possible [150].
IV.3.3 Les faux positifs :

Des résultats faussement positifs peuvent également se voir en raison de la
réaction croisée des amorces ou des sondes [158]. Aussi, en cas de dosages trés
sensibles, il est extrémement important d'évaluer le taux de faux positifs en

utilisant une série d'échantillons témoins provenant de sujets en bonne santé.

Le test doit également donner une indication de la qualité et de la quantité
d'ADN pour déterminer s’il est suffisamment sensible pour chaque patient. La
qualité de 1’échantillon peut €tre jugée en utilisant un nombre absolu de copies
d'un geéne de controle, la valeur CT pour un geéne de contréle, la résistance d'une
bande sur un gel, la hauteur du pic de fragment, la hauteur de la séquence ou
toute autre forme appropriée. Des critéres spécifiques devraient étre prévus pour
identifier les échantillons qui sont de mauvaise qualité. Il est important de
souligner que pour les hémopathies myéloides, JAK2 V617F n’est pas
spécifique (Tableau III). D’autres données cliniques ou biologiques sont
toujours nécessaires pour un diagnostic précis de I’affection. Une ponction-
biopsie médullaire est indiquée pour exclure la fibrose, la dysplasie et la
présence de blastes. De plus, elle permet d’effectuer un caryotype a la

rechercher d’éventuelles anomalies génétiques additionnelles [150].
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Fréquence
Mutations Maladies

[references]
Polyglobulie vraie ~95 % [153, 176]
Thrombocythémie essentielle ~ 50 % [153, 176]
My¢lofibrose primitive ~ 50 % [153, 176] ~
Leucémie chronique a neutrophiles 20 %|[153, 176]

JAK2 V617F Syndromes my¢loprolifératifs non classes ~ 11220 %][153, 176]

Leucémie myélomonocytaire chronique
Leucémie chronique a basophiles
Leucémie myéloide aigue
My¢élodysplasie

Neéoplasmes lymphoides, autre cancers

~3249%[160, 177]
~ 3 %[153, 176]
Rare[153, 176]
Rare[153, 176] 0
%[153, 176]

JAK?2 Exon 12

Polyglobulie vraie

<5 %[160, 177]

MPL W515

Thrombocythémie essentielle

Myélofibrose primitive

1 %[160, 177]
5 %[160, 177]

Tableau III : Fréquence des mutations de JAK2 et MPL dans les hémopathies malignes
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La mutation JAK2V617F n’est pas spécifique des SMP Ph- classiques. La
mutation peut étre trés rarement retrouvée dans les leucémies aigués [178-179].
Elle a également été décrite dans 3 & 9% des LMMC [160, 177], dans 2% des
leucémies a ¢€osinophiles [10]. Elle est présente dans 4% des mastocytoses
systétmiques [180], dans 11% a 20% des néoplasmes my¢loprolifératifs
inclassables [10, 177]. Environ 5% des syndromes myélodysplasiques sont
JAK2 mutés [160, 181]. Dans I’entité provisoire décrite par I’OMS 2008,
appelée anémie réfractaire avec exces de sidéroblastes en couronne et
thrombocytose marquée (RARS-T) [182] class¢é dans les SMP/SMD, la
fréquence de la mutation JAK2 V617F est d’environ 60% des cas [177, 183-
185].

IV.3.4 Les faux faibles niveaux :

Les Faux faibles niveaux peuvent se produire suite a la présence d'une
mutation supplémentaire au niveau de I’exon 14 ou a des polymorphismes
héréditaires. Si ces changements supplémentaires se trouvent dans l'une des
amorces ou des sites de liaison de sonde, ils peuvent réduire l'efficacité de
I’amplification spécifique du V617F par PCR. De rares cas de mutations
supplémentaires acquises ou variantes constitutionnelles ont été rapportés
(Tableau IV). L’¢évaluation de la mutation ¢.1849G>T (V617F) par une autre
méthode qui utilise différentes amorces ou sondes peut étre utile dans les

situations ou le niveau d'amplification est apparemment faible [150].
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Mutation acides aminés Référence
1831T>G/1849G>T L611V/V617F [186]

T. Clench

1839T>C/1849G>T Y613Y/V617F (observations non

publiées)
1848T>C/1849G>T C616C/V617F [187]
1849G>T/1851C>T/1852T>C V617F/C618R [188]
1849G>T/1853G>T V617F/C618F [188]
1860C>A D620E [189]
G1849G>T/1860C>A V617F/D620E [190]
1849G>A V6171 [191]

Tableau IV : Variantes Non-V617F de JAK?2.
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CHAPITRE V :
MUTATION JAR2 V617F
ET PATHOLOGIES
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V.1 LA MUTATION JAK2 V617F ET SYNDROMES
MYELOPROLIFERATIFS (SMP) :

V.1.1. Recherche a visée diagnostique :

La mutation JAK2 V617F est un élément diagnostique majeur des

syndromes myélo-prolifératifs (SMP) hors leucémie myéloide chronique

(LMC). La mutation JAK2 V617F est présente dans : [3, 176]

e 95% de polyglobulie de Vaquez

e 50% de thrombocytémie essentielle

e 50% de my¢lofibrose primitive

Une étude réalisée au Maroc [192] était la premiere a s’intéresser au statut
de la mutation JAK2 V617F dans les SMP. Elle a intéréssée 70 patients. L'étude
a ét¢ approuvée par le comité d'éthique local de la Faculté de médecine de
Casablanca. La mutation JAK2 a été détectée par PCR allele spécifique (AS-
PCR). Le Tableau V représente les résultats de 1’étude.

Pathologies Noml.)re des Nombre des pati.ents ayant

patients la mutation

Polyglobulies de vaquez 19 17(89.47%)

Thrombocythémie essentielle 8 5(62.5%)

Myélofibrose primitive 12 4(33.33%)

leucémie myélomonocytaire chronique 1 1

Syndrome d'hyperéosinophilie 5 1

Polyglobulie ou thrombocytose secondaire 20 0

SMP inclassable > !

Tableau V : Fréquence de la mutation JAK2 V617F dans les SMP au Maroc [192].
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La fréquence de la mutation JAK2 V617F dans la PV est de 89.47%,
62,5% dans la TE [13] et de 33,33% dans la MP. Pour la PV et la TE les
données sont conformes a ceux de la littérature [3,4]. Par contre pour la MP la
fréquence retrouvée est relativement relativement faible par rapport aux résultats
publiés [2, 3,14]. Cette différence pourrait s'expliquer par le faible effectif de
I’échantillon (12 cas de MP), ou par un éventuel diagnostic inexact. La mutation
a été détectée dans un cas parmi cinq syndromes hyperéosinophilique et dans un

seul cas de la leucémie myélomonocytaire chronique [192].

a-Dans les polyglobulies : apres exclusion des causes évidentes

d’érythrocytose secondaire, la recherche est indispensable en premiere intention,
associée au dosage d’EPO. La présence de la mutation signe 1’existence d’une
Polyglobulie de Vaquez. Cependant la mutation JAK2 V617F n’est pas détectée
dans 5% environ des SMP avec polyglobulie. D’autres anomalies moléculaires
telles les mutations de I’exon 12 de JAK2 peuvent étre retrouvées dans ces rares
cas [191,193]. Donc devant une suspicion de polyglobulie (augmentation de
I’hématocrite supérieur a 47% chez la femme et a 54% chez I’homme, les
explorations étant légitimes deés 45% et 51% respectivement), en dehors des
contextes ¢évidents (polyglobulie chez un patient hypoxémique ou
hémoconcentration évidente), la recherche d’une mutation JAK2 V617F est
justifiée. Il faut y adjoindre un dosage d’érythropoiétine circulante (EPO) avant

tout traitement.

Si une saignée est indiquée en urgence, il faut au moins prélever et stocker

le sérum avant traitement, car celui-ci modifiera I’érythropoiétinémie.
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La recherche de la mutation JAK2 V617F n’est pas affectée par les
saignées. En revanche, certains traitements cyto-réducteurs peuvent entrainer sa

négativation (apres plusieurs semaines) [191,193].

b- Dans les thrombocytoses : 1’analyse est indispensable en premicre

ligne devant une thrombocytose persistante depuis plus de 3 mois aprés
exclusion des causes €videntes et réctionnelles de thrombocytose. La présence
de I’anomalie signe le diagnostic de thrombocytémie essentielle (TE) dans la
plupart des cas. Cependant la mutation JAK2 V617F n’est pas détectée dans
40% des cas. D’autres anomalies moléculaires telles les mutations de MPL,
récepteur de la thrombopoiétine, sont retrouvées dans moins de 5% des cas.

Environ 35% des cas restent sans anomalie connue a ce jour [191,193].

L’évolution a long terme de certains cas de TE peut étre marquée par le
risque de transformation en une polyglobulie de Vaquez authentique dans 5 a
6,5 % des cas environ [8]. Une étude prospective récente a montré que ce type
d’évolution n’a été observé a ce jour que dans les formes portant la mutation

V617F sur JAK2 [9].

c- En cas de suspicion de myélofibrose primitive (MFP) ou secondaire a

un autre SMP, cette analyse est également utile. La présence de I’anomalie
confirme I’existence d’un SMP devant une myélofibrose en histologie.
Cependant la mutation JAK2 V617F n’est pas détectée dans environ 50% des
MFP. Des mutations de MPL sont retrouvées dans environ 10% des cas

[191,193].
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En résumé, la démarche diagnostique actuellement validée est la suivante

(figure 12) [200] :

e La recherche de la mutation JAK2 V617F fait partie du bilan initial de
toute suspicion de syndrome myélo-prolifératif. L’apport diagnostique

de la quantification de I’allele muté est discuté.

e La recherche d’une mutation de I’exon 12 de JAK2 doit étre réservée
aux cas de polyglobulies JAK2 V617F négatives avec taux sérique

d’EPO abaissé et/ou autre critére mineur positif.

e Lorsque JAK2 n’est pas muté, le bilan hématologique doit d’abord
affirmer le diagnostic de SMP avant d’en préciser le type. La TE reste
un diagnostic d’¢élimination et la réalisation d’une biopsie médullaire

est fortement recommandée.

e Les mutations de MPL sont peu fréquentes mais leur recherche peut
étre utile au cours du bilan diagnostique d’une thrombocytose ou
d’une myélofibrose JAK2 V617F négatives. La recherche des
mutations de CBL, LNK, TET2, ASXL1, EZH2 n’est pas encore

réalisée en routine.
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Figure 13 : la démarche diagnostique devant un syndrome myélo-prolifératif [200].
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V.1.2. Place de la mutation JAK2 V617F dans la classification
OMS 2008 des SMP en dehors de la LMC (tableau VI)
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PV TE MFP
Critéres * Polyglobulie définie * Plaquettes > 450G/1 * Prolifération et atypies mégacaryocytaires
majeurs partHb > 18,5 g/dl (homme) ou > 16,5 | * Prolifération méggcaryocytaire avec fibrose réticulinique et/ou collagene
g/ dl (femme) ou THt* ou 1VGI >a 125 | avee unemorphologie de grands mégacaryocytes * Ou, en l’gbsence de ﬁ’brose, les change'mentsA o
% de la valeur théorique matures ' ' ' morphologlques des megacgryocytes dpr&mt étre accompagnés d’une
* Absence de critéres OMS diagnostiques de LMC, augmentation de la cellularité médullaire et d’une prolifération granuleuse
. . de PV, de MFP, (définition d’un stade pré-fibrotique de la MFP)
‘ Muta.tlon JAK2ZVO1TEF ou similaire de SMD ou de toute autre hémopathie * Absence de critéres OMS diagnostiques de LMC, de PV, de SMD ou de
(mutation de I’exon 12 de JAK2) * Présence de la mutation JAK2V617F ou d’un autre | toute autre hémopathie
marqueur * Présence de la mutation JAK2V617F ou d’un autre marqueur de clonalité ou
de clonalité ou absence de cause de thrombocytose absencede cause de fibrose médullaire secondaire
réactionnelle
Criteéres -My¢éloprolifération des 3 lignées sur la
mineurs

biopsie médullaire (panmyélose)
* EPO sérique basse Pousse spontanée
de colonies érythroblastiquesin 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 critéres majeurs + 2 critéres mineurs

Tableau VI : Critéres diagnostiques OMS 2008 des SMP en dehors de LMC [198].

* L augmentation de I’hémoglobine (Hb) et de [’hematocrite (Ht) sont aussi définis ainsi : Hb ou Ht > 99e percentile des valeurs théoriques pour 1’dge, le sexe, et
Ialtitude de résidence. a défaut les seuils respectifs de 15 g/dL et 17 g/dL peuvent étre utilisés s’il peut étre demontre que le patient presentait antérieurement un taux basal
d’Hb inférieur d’au moins 2 g/dL en I’absence de carence martiale. VGI : volume globulair isotopique. BOM : biopsie ostéomédullaire. PNN : polynucléaires
neutrophiles. LMC : Leucémie myéloide chronique. SMD : syndrome myélodysplasique
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a- Diagnostic de la polyglobulie de Vaquez (PV) :

Le diagnostic de PV exige la présence de deux critéres majeurs et d’un
critére mineur ou la présence du premier critére majeur associ¢ a deux critéres
mineurs. On remarque qu’aucune hiérarchie de valeur entre 1’hémoglobine,
I’hématocrite ou le volume globulaire isotopique n’est indiquée et que seules les
formations spontanées érythroides font partie des critéres diagnostiques de la
PV. De plus, les critetres de ’OMS 2008 ne tiennent pas compte des
circonstances de découvertes. Lorsque le tableau initial se manifeste par
exemple sous la forme d’une thrombose veineuse splanchnique ou d’une
splénomégalie, I’hémogramme peut ne pas révéler de polyglobulie du fait de la

présence notamment d’une hémodilution [195-197].

La suspicion clinique est renforcée en présence d’une neutrophilie, d’une
thrombocytose ou d’une splénomégalie. A noter que le dosage de I’EPO reste
important pour identifier les érythrocythémies secondaires a EPO élevée (par
exemple hypoxie chronique, polykystose ou tumeur rénale ...). D’autre part, la
recherche d’un syndrome myé¢lo-prolifératif débutant, notamment de type PV,
est indiquée en cas de thrombose porte ou de syndrome de Budd-Chiari. Une
¢tude récente montre que la mutation V617F est retrouvée dans environ 60%

des syndromes de Budd-Chiari n’ayant aucun signe hématologique [198].
b - Diagnostic de la myélofibrose primitive :

Le diagnostic de MFP exige la présence de trois critéres majeurs et de deux
critéres mineurs. On remarque que la myélofibrose au stade pré-fibrotique a été

intégrée a ces critéres diagnostiques (1% critére majeur). Elle correspond a une
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phase cellulaire, identifiée par des anomalies morphologiques de la mégacaryo-
poiese considérées comme spécifiques associées a une hyperplasie de la lignée
granuleuse et & une diminution de 1’érythropoie¢se. Le diagnostic de MFP ne
nécessite donc plus la présence caractéristique de fibrose collagéne ou méme de
densification de la trame réticulinique pour étre évoqué. Le 2™ critére majeur
nécessite la réalisation de nombreux examens afin d’exclure d’autres hémopa-
thies, notamment la ferritinémie, la recherche d’un transcrit de fusion ber-abl, un
myé¢logramme. Il est précisé que les critéres mineurs peuvent étre justes au-des-

sus de la normale, nécessitant une bonne sensibilité des analyses biologiques.
c- Diagnostic de thrombocytémie essentielle :

Le diagnostic de TE exige la présence des quatre critéres cités. Le
diagnostic reste difficile en raison de I’absence d’anomalies moléculaires
spécifiques. Ainsi, un large panel d’examens doit étre effectué pour affirmer le
caractere primitif et clonal de la pathologie et exclure les autres hémopathies. 11
est précisé que I’existence d’une cause de thrombocytose réactionnelle n’exclut
pas D’existence d’un TE associé si les trois premiers critéres sont présents. La
prévalence de la mutation de JAK2 dans la TE étant d’environ 50% ce qui rend
ce test peu sensible, mais spécifique lors d’une clinique évocatrice. Une
aspiration-biopsie médullaire permettra de confirmer [’abondance des
mégacaryocytes matures en I’absence de dysplasie ou de fibrose. Enfin une

translocation BCR-ABL devrait toujours étre exclue [171].
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V.1.3 Influence de la mutation JAK2 V617F sur le risque

thrombotique :

Trois études de cohorte ont démontré que 1’hématopoie¢se monoclonale est
un facteur de risque de thrombose dans la TE [201-203]. Dans I’étude de
Harrison et al., I’incidence d’accidents thrombotiques est 4 fois plus importante
dans le groupe thrombocytémie primitive monoclonale (60 %) que dans le

groupe thrombocytémie primitive polyclonale (15 %) (odds ratio : 6,9) [201].

La mutation JAK2 V617F étant synonyme d’hématopoic¢se clonale, il est

légitime de postuler un lien entre cette mutation et le risque de thrombose.

Du point de vue biologique, il est désormais démontré que les patients
présentants une TE avec la mutation JAK2 V617F ont des taux d’Hb et de
globules blancs significativement plus ¢élevés que ceux qui n’en sont pas
porteurs, ce qui augmente le risque de thrombose. Par ailleurs, plusieurs études
ont rapport¢ des modifications biologiques favorables a la survenue de
thrombose chez les patients TE JAK2 V617F positifs. Ainsi, JAK2 V617F
augmente I’adhésion des globules rouges a 1’endothélium par une modification
d’expression de certaines molécules d’adhésion [204]. Une augmentation des
taux solubles de p-sélectine (qui permet aux 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 [205, 206]. Falanga et al.
ont confirmé la plus forte présence d’agrégats plaquettes/leucocytes chez les

patients porteurs de la mutation JAK2 V617F [207].
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Il semble désormais évident que la mutation JAK2 V617F soit associée a

un degré d’activation plaquettaire et leucocytaire significativement plus forts.

Sur le plan clinique, 14 études ont étudié I’interaction entre la présence de
la mutation JAK2 V617F et le risque de thrombose, résumées dans une méta-
analyse récente [208]. La seule qui soit prospective, et qui inclut 776 patients,
attribue aux patients porteurs de la mutation JAK2 V617F un risque
significativement plus élevé de thrombose veineuse dans 1’année qui précede le
diagnostic [209]. 1l n’y a aucune différence quant au risque de thrombose
artériclle. Au total, 9 études considérent la mutation JAK2 V617F comme un
facteur de risque thrombotique. Toutes sont cependant biaisées par la présence
de facteurs de risque confondants (en particulier, les taux d’Hb et de leucocytes
significativement plus ¢élevés chez les malades porteurs de la mutation JAK2
V617F. Le lien entre le statut mutationnel de JAK?2 et le taux de leucocytes est
particulierement fort. L’hyperleucocytose au diagnostic étant un facteur de
risque thrombotique fort et indépendant dans de nombreuses études. Néanmoins,
dans 3 études comportant des analyses multivariées, le lien persistait aprés
ajustement de ces facteurs. Inversement, 4 études ne montrent pas de lien entre
la mutation JAK2 V617F et le risque de survenue de thrombose, mais ces études
incluent moins de patients et ne discernent pas les thromboses veineuses des

thromboses artérielles, ce qui leur donne moins de puissance statistique.

Quelques études portant sur un nombre relativement restreint de patients
ont pu montrer une liaison entre 1’activation cellulaire et une fréquence plus
grande de thromboses, qu’il s’agisse de ’activation plaquettaire [210, 211], ou

de celle des polynucléaires neutrophiles [212]. Notons toutefois que la pratique
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de ces tests, relativement spécialisés, peut difficilement étre réalisée a grande
échelle. C’est la raison pour laquelle, avec la découverte de la mutation V617F,
des études ont porté sur la recherche d’une liaison entre cette mutation et la
fréquence des thromboses. Les résultats sont encore controversés. Néanmoins,
hormis deux études portant sur de faibles effectifs, les autres études ne montrent

pas de liaison significative avec le risque thrombotique (Tableau VII).

Facteurs de risque Risque [IC 95%] Valeur statistique p
Sexe M/F x 1,5 [0,8-2,9] 0.1
Age > 60 ans ou antécédents x 2,31, 3-3, 9] 0.004
de thromboses
Leucocytes > 8,7 x 10°/L x 2,3 [1,4-3,9] 0.001
Hémoglobine > 14 g/100 ml x 0,5 [0,2-1,1] 0.07
Plaquettes > 784 x 10°/L 0,7 [0,4-1,1] 0.1

Risque relatif

Faible risque vasculaire + GB < 8,7 x10°/L ;
Faible risque vasculaire + GB > 8,7 x10°/L

Faible risque vasculaire + GB > 8,7 x10°/L 31
Fort risque vasculaire* + GB < 8,7 x10° /L Z(S)

Tableau VII : Données initiales et thromboses [213].

* Age supérieur a 60 ans et/ou antécédent de thrombose ; n = 439 patient
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V.1.4 Intérét pronostique de la recherche de la mutation JAK2
V617F :

La présentation clinico-biologique et les modalités évolutives des SMP sont
trés hétérogenes. Il était donc légitime de se demander si la présence de la
mutation JAK2 V617F dans un SMP en modifiait la présentation et/ou
I’évolution. Afin de mieux caractériser les SMP, des corrélations entre la
présence d’une mutation JAK2 et les caractéristiques clinico-biologiques ont

d’abord été recherchées.

La premiére grande ¢étude dans les TE a intéressé¢ trois études
épidémiologiques anglaises [214]. Dans ces 3 études, le statut mutationnel de
JAK2 a été étudié par des techniques de bonne sensibilit¢ chez 776 patients
suivis de facon prospective. Les patients pour lesquels le diagnostic de TE a été
retenu (selon les criteres du PVSG) et qui présentent une mutation JAK2 V617F
ont significativement un taux ¢élevé d’Hb, de globules blancs et moins de
plaquettes. La biopsie ostéo-médullaire est caractérisée par une plus grande
cellularité, en particulier sur les lignées rouges et granuleuses. Leurs taux
circulants d’érythropoiétine sont significativement plus bas. L’ensemble de ces
caractéristiques rapprochent les TE « mutées » des formes de passage avec les

polyglobulies, et posent la question d’une continuité entre ces pathologies.

En ce qui concerne les complications, les patients présentant une mutation
du JAK?2 ont significativement plus de thromboses veineuses. Cependant il n ya
pas de différence significative de survenue des autres complications évolutives

propres a la TE dans les deux groupes muté et non muté.
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Par ailleurs, il a ¢été possible d’apprécier I’efficacité comparée des
traitements en fonction du statut mutationnel. Ces corrélations entre la mutation
JAK2 V617F et les parametres d’hémogramme dans les TE ont été largement
confirmées dans quasiment toutes les études publiées. Il n’en va pas de méme
pour I’appréciation du risque thrombotique chez les patients mutés qui est
retrouvé accru dans certaines études mais pas dans d’autres [215]. Chez les
femmes enceintes atteintes de TE, la présence de la mutation serait un facteur de
risque supplémentaire de thrombose et de survenue de complications foetales
[216]. 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 génes JAK2) selon la
pathologie, typiquement forte dans les PV, plus faible dans les TE [139]. Le
groupe italien GIMEMA rapporte une fréquence de 50 % d’événements
thrombotiques chez les patients souffrant de TE avec la mutation a 1’état
homozygote (14 patients), 22% pour les hétérozygotes (368 patients) et 11%
pour les non mutés (257 patients) [215].

Les méthodes réellement quantitatives démontrent clairement que la charge
JAK2 V617F [13] reflétent deux phénomenes :

e d’une part, I’homo- ou I’hétérozygotie d’une cellule

e d’autre part, les proportions dans la population cellulaire étudiée de
cellules sauvages, hétérozygotes ou homozygotes mutées. Ainsi, une
charge JAK2 V617F de 30% peut correspondre a 30% de cellules
mutées a 1’état homozygote, 60% de cellules mutées a 1’état
hétérozygote ou n’importe quelle autre combinaison intermédiaire de
cellules sauvages et mutées (hétérozygotes et/ou homozygotes)

(figure 14).

93



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

100 % 100 % 100 %

75% T - 75% _T_T — 75 %

50% %‘T- 50%‘."

30 0/0 lllllllllllllll 30 O/o -

60 %

— 50%

— 25%

Population Charge Population
homozygote JAK2V617F hétérozygote

Cellule
homezygote

Sauvage
T Allele muté cellule
hétérozygote

Cellule homozygote
mutée

Figure 14 : Charge mutationnelle et homo- ou hétérozygotie [215].
Une charge équivalente (ici 30 %) en nombres de copies JAK2V617F/JAK?2 total peut correspondre a
30 % de cellules homozygotes (histogramme de gauche), a 60 % des cellules hétérozygotes

(histogramme de droite) ou a une combinaison intermédiaire de cellules homo- et hétérozygotes.

94



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

Des travaux révelent que la plupart des PV ont des clones homozygotes
mutés, d’abord minoritaires (pouvant entrainer une charge JAK2 minime), puis
s’accroissant et devenant majoritaires voire exclusifs. Au contraire, dans la
majorité des TE les cellules sont hétérozygotes, moins de 10% des patients ayant
des clones homozygotes, souvent en faible pourcentage. On voit ainsi que la
notion d’homozygotie, si elle peut théoriquement étre affirmée pour les patients
présentant une charge mutationnelle > 50%, doit étre interprétée avec prudence
dans les autres cas, sauf a génotyper un nombre suffisant de colonies dérivant

chacune d’un progéniteur unique.

La charge JAK2V617F, facilement mesurable en routine refiéte 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 1’évolution vers la myélofibrose pour les PV; la leucocytose, le
taux d’Hb, I’évolution vers la PV et probablement le risque thrombotique dans
les TE [215, 218].

Dans les my¢lofibroses idiopathiques, la présence de la mutation JAK2
VO617F est associée a un pronostic défavorable [219]. L’étude du GIMEMA
[220] sur 304 patients retrouve une corrélation entre la présence de la mutation,
en particulier a 1’état homozygote et une leucocytose plus élevée, une plus
grosse rate et un plus grand risque de transformation leucémique. Dans cette
étude, la présence de la mutation n’est pas un facteur indépendant associ¢ a une
plus courte survie en analyse multivariée, mais elle est associée aux facteurs de
mauvais pronostic. De la méme facon, le groupe de Tefferi montre une
corrélation entre la présence de la mutation JAK2 V617F et la présence

d’anomalies cytogénétiques, elles-mémes associées a une survie courte [218].
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V.1.5 Pour le suivi thérapeutique :

Il n’y a actuellement aucune recommandation de suivi moléculaire par
quantification de la proportion d’alleles mutés. Cependant, lors du traitement
pouvant modifier la quantit¢ de cellules mutées circulantes (greffe de moelle,
Interféron, ou inhibiteur de JAK2), il pourrait étre intéressant d’effectuer un
suivi quantitatif du clone pathologique. Actuellement aucune recommandation

quant au rythme du suivi ne peut étre formulée [193].

Il semblerait donc qu’une quantification précise de la charge JAK2 puisse
étre utile des le diagnostic et refléte mieux I’évolution de la maladie. Par
ailleurs, une quantification précise peut-étre utile au suivi de la maladie. Un
suivi séquentiel de 19 patients présentant une TE avec mutation JAK2 V617F
montre que le clone est stable chez 18 avec un suivi médian de 47 mois [221]. 1l
semble donc que I’histoire naturelle des clones de TE soit, le plus souvent, de
rester stable sur de longues périodes. Si la charge JAK2 V617F augmente dans
d’autres pathologies, ces observations restent sans conséquence pratique
ayjourd’hui. Le suivi de la charge peut, en revanche, servir a apprécier
I’efficacité des traitements. En effet, certains traitements entrainent seulement
une réponse hématologique alors que d’autres, comme 1’interféron par exemple,
entrainent une diminution de la charge JAK2 V617F (réponse moléculaire)
[222]. Ces derniers en agissant préférentiellement sur les cellules clonales sont
vraisemblablement plus efficaces a long terme et peuvent faire espérer des
guérisons. Le suivi de tels patients bénéficiera donc des études moléculaires

précises et répétées.
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Le suivi moléculaire est aussi utile pour la surveillance des patients allo-
greftés pour une myélofibrose. Kroger et al. [223] montrent ainsi la disparition
du clone muté chez 17 des 21 patients allo-greffés pour myélofibrose. Cette
disparition persiste chez 15 patients avec un suivi de 20 mois. De fagon
intéressante, le clone muté résiduel a pu étre éliminé chez un patient grace a des

réinjections de lymphocytes.

Ainsi, en dehors de I’intérét scientifique (suivi de la sélectivité clonale d’un
traitement), le suivi moléculaire de la charge JAK2 V617F, permet des
ajustements thérapeutiques directement utiles au patient. Il faut cependant se
méfier du risque de survenue de complications issues d’un clone non muté
comme il a été décrit par Au et al.qui ont observé la survenue d’une LAM JAK?2
sauvage au décours d’une allo-greffe pour MP JAK2 V617F+ [224].

V.2 LES AUTRES SITUATIONS IMPOSANT 1A
RECHERCHE DE LA MUTATION JAK2:

V.2.1 Les thromboses du territoire veineux porte :

Elles imposent la recherche de la mutation JAK2 méme si la numération-
formule sanguine est normale. Dans ces cas I’hypersplénisme masque souvent
la thrombocytose [3, 176].

V.2.2 Dans certains syndromes mixtes myéloprolifératifs-
Myélodysplasiques :

La mutation JAK2 V617F a été rapportée avec une fréquence notable dans
ces syndromes. Cependant la présence de cette mutation n’a pas d’impact sur la

prise en charge de ces patients.
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Cas partuciler de la découverte de la mutation JAK2 V617F chez des

individus a priori sains :

Dans plusieurs études, la mutation JAK2 V617F a été détectée chez

0,2% a 10% des individus a priori sains sans anomalie de ’hémogramme

ou d’événement thrombotique. Une premicre étude réalisée sur 52 patients sains
a retrouvé la mutation JAK2 V617F chez 5 patients (9,6%) confirmé sur 2
prélevements et par séquencage [159]. Dans une équipe danoise, la mutation a
été retrouvée chez 18 sujets sains sur les 10 507 participants (soit 0,2%). Quatre
n’ont pas développé de cancers hématologiques mais tous les sujets sont décédés
durant le suivi [173]. Chez des patients chinois, une PCR qualitative a été
positive chez 36 patients sur 3935 (0.9%) sans anomalie de 1’hémogramme.
Cependant les seuils plaquettaires acceptés n’étaient pas ceux de I’OMS et
certains patients avaient présentés des manifestations thrombotiques [172].
Martinaud et al. [193] ont détecté par PCR quantitative chez 2,5% de volontaires
sains un faible pourcentage de JAK2 V617F muté mais inférieur au cut-off
défini & 1%. Cependant, dans toutes ces €tudes, un dosage de la ferritine et/ou la
mesure du volume globulaire isotopique devraient étre réalisés afin d’écarter des
éventuelles polyglobulies masquées. Ces données suggerent cependant que, dans

certains cas, la présence de la mutation peut précéder le diagnostic clinique.

98



La mutation JAK2V617F : techniques de recherche et applications

CHAPITRE VI :
LES INHIBITEURS DES JAKS
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VI.1. LES FAMILLES DES INHIBITEURS DU JAK2 :

Suite a la découverte de la mutation V617F de la tyrosine kinase JAK2
différents inhibiteurs de JAK2 ont ét¢ développés dans D’espoir de traiter
spécifiquement les patients atteints de SMP BCR-ABL négatifs.

Il faut souligner qu’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 stricto-
sensu comme une thérapie ciblée des cellules tumorales, contrairement aux

inhibiteurs de BCR-ABL par exemple [225].

La MF avancée a constitué¢ leur principale indication étant donné la survie
limitée de ces patients, I’importance des symptomes généraux et 1’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 JAKSs [225].

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, mais leur spécificité
varie ; certaines inhibent spécifiquement JAK2, alors que d’autres inhibent

¢galement JAK1 ou d’autre kinases (Tableau VIII) [226,227].
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Phase Effets secondaires
Agent Cibles d'étude Effets cliniques principaux — Toxicite
clinigue imitante
Ruxolitinib : Splénomeégalie, : .
JAKI, JAKZ | I, publié symptémes Thrombopénie, anémie
(INCBO18424) S
SAR302503 JAK? Il en Splénomégalie, Thrombopénie, anémie
; : symptdmes hyperamylasémie,
TG101348 FLT3,RET | cours Sl bl natsées diarhees
JAK1 .
: . . Thrombopénie,
JAK2, CDK2, Splénomegdalie, A ’
CYT387 INKI PKD3, | Ii ?‘:yr_nplﬁérﬁgs, . hypeam e
P1}S§:(n111 systémiques, anémie neuropathie périphéri'que
CEP-701 (Lestaurtinib) FLT3 TRKA I Spiénomégalie o TSR
VEGER " 2 egalle, anémie, thrombopénie
Splénomégalie,
SB]-5 _l@ JAKZ, FLT3 I} symptémes Mausées, diarrhées
{Pacritinibh) 7
systémiques

Tableau VIII : Liste des principales médications inhibant les JAKs en étude clinique pour le

traitement des SMP. [225]

VI1.2. LES EFFETS DES INHIBITEURS SUR LES SIGNES
CLINIQUES :

VI1.2.1. L’effet sur la splénomégalie dans la MF :

La diminution est rapide, maximale aprés quelques semaines, et sera
durable. Cet effet bénéfique est clairement démontré par les études COMFORT-
I et -II [228-229], qui comparaient I’effet du Ruxolitnib & un placebo ou au
meilleur traitement disponible chez des patients avec une MP avancée. Dans ces
¢tudes, 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 moiti€¢ du volume de la rate mesurée cliniquement. Cet effet

permet d’améliorer les symptomes liés a la splénomégalie, comme la satiété
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précoce ou les douleurs abdominales. La réponse sur la splénomégalie semble
durable et se poursuivre pendant plus d’un an. Cet effet sur la splénomégalie est
dose-dépendant et sera rapidement réversible a 1’arrét des traitements. Cet effet

bénéfique est partagé par tous les inhibiteurs de JAK?2.
VI1.2.2. L’effet sur les symptomes systémiques dans la MF :

La qualité¢ de vie des patients atteints de MP est profondément altérée par
I’existence de symptdmes systémiques invalidants tels que des sueurs nocturnes,
une inappétence avec 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 ’amélioration significative de scores de qualité¢ de vie
sur différentes échelles utilisées dans les études COMFORT-I et -1I [228-229],

et ne semble pas étre dose-dépendant.

V.2.3. L’effet sur les parameétres sanguins dans la MP, la PV et
laTE:

La MP peut étre accompagnée d’une hyperleucocytose ou d’une
thrombocytose importante. Par définition, la PV s’accompagne d’une
polyglobulie et la TE d’une thrombocytose. En prescrivant un anti-JAK2, on
note une correction des valeurs sanguines anormales. Cette diminution sera

dose-dépendante et démontre 1’effet anti-myéloprolifératif des anti-JAK?2.
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La mutation JAK2 V617F est de découverte assez récente. L’implication de
cette mutation dans la pathogénie des syndromes myéloprolifératifs (SMP) est
actuellement confirmée et constitue une avancée considérable dans la
compréhension des mécanismes moléculaires mis en jeu dans les syndromes
my¢loprolifératifs. Elle a conduit les sociétés savantes, les experts et 'OMS en
2008 a revoir et a adopter de nouveaux critéres diagnostiques de ce groupe
d’affections. Aussi, la recherche de cette mutation constitue un nouvel outil
diagnostique important dans les SMP non LMC, mais aussi dans le bilan de

thrombose inexpliquée, notamment celle des vaisseaux sus-hépatiques.

Auparavant, apanage de laboratoire spécialis¢, la détection de la mutation
JAK2 V6I17F constitue actuellement un test de routine pratiqué dans les
laboratoires de biologie médicale. La recherche de la mutation V617F de JAK2
se fait sur un échantillon sanguin prélevé sur EDTA et est automatisable pour de
grandes séries en utilisant des techniques spécifiques et sensibles (PCR en temps
réel, PCR allele spécifique) et surtout plus rapides que le s€quencage. Devant un
hémogramme suspect de SMP, la recherche de mutation JAK2 V617F est
I’examen clé. Lorsque JAK2 V617F est positif, le diagnostic d’hémopathie
maligne my¢loide chronique est certain, il reste ensuite a classer 1’hémopathie.
Si JAK2 V617F est négatif, la question est d’abord celle de 1’existence ou pas
d’une hémopathie, et le bilan recherchera selon la présentation initiale a la fois

une cause secondaire et I’ensemble des critéres de SMP.

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 (Inhibiteurs de JAKs par exemple).
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Au terme de notre ¢étude bibliographique sur (LA MUTATION JAK2
V617F : TECHNIQUES DE RECHERCHE ET APPLICATIONS) dont
I’objectif premier est de mettre a la disposition des praticiens hospitaliers des
données exhaustives sur le JAK2 et sa mutation V617F ainsi que les outils
nécessaires au démarrage en routine de sa détection au sein des laboratoires de

nos hopitaux, nous pouvons formuler les recommandations suivantes :

e Sensibiliser les autorités a intégrer la détection de la mutation JAK2
V617F dans les algorithmes de diagnostic des SMP conformément aux
criteres de ’OMS.

e Implémenter la détection de la mutation JAK2 V617F dans la gamme
des bilans réalisés au sein des laboratoires d’hématologie des CHU de

Rabat.

e Mener des études de validation des kits de détection de la mutation

JAK2 V617F.

e Mener des études épidémiologiques (prévalence, incidence) des SMP au

sein des populations marocaines.
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RESUME

Titre : La mutation JAK2 V617F : techniques de recherche et applications
Auteur : LAABYECH Amal

Mots clés : JAK2V617F- protéine JAK2- Syndromes myélo-prolifératifs ber/abl-
négatifs - Inhibiteurs du JAK2.

En 2005, la découverte de la mutation JAK2 a largement bouleversé le diagnostic

et la stratification des syndromes my¢lo-prolifératifs ber-abl négatifs.

Les études fonctionnelles et les modeles animaux confirmaient I’importance de
cette mutation dans la gen¢se des SMP. Cette découverte a rapidement eu des
répercussions importantes sur la stratégie de prise en charge des SMP, en particulier
pour I’exploration d’une polyglobulie ou d’une thrombocytose. La mutation JAK?2
V6I17F est tres fréquemment retrouvée chez les patients atteints de polyglobulie de
Vaquez (95 %), mais moins souvent chez les patients atteints de thrombocytémie

essentielle (50-70 %) ou de my¢lofibrose primitive (environ 50 %).

L’objectif de notre travail est de mettre a la disposition des praticiens hospitaliers
des données exhaustives sur la protéine JAK2 et sa mutation V617F ainsi que les outils
nécessaires au démarrage en routine de sa détection au sein des laboratoires de nos
hopitaux au MAROC. En soulignant I’apport de la classification OMS 2008 des

syndromes myélo-prolifératifs ber-abl négatifs.
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ABSTRACT
Title: THE JAK2 V617F mutation: detection technics and applications
Author: LAABYECH amal

Keywords: JAK2V617F- JAK2 protein- Myeloproliferative Disorders - ber /abl-

negative - tyrosine kinase inhibitor.

In 2005, the discovery of the JAK2 V617F mutation by various
independent groups has greatly changed the diagnosis and stratification of NMP

bcer-abl negative.

Functional studies as well as animal models confirmed the importance of
this mutation in the genesis of MPDs. This discovery promptly affected the
management of MPD patients, particularly for diagnostic work up of
polyglobulies and thrombocytoses. The JAK2V617F mutation is frequently
found (95%) in patients with Polycythemia Vera , less often in patients suffering
from essential thrombocythemia (50-70%) or Primary myelofibrosis (around

50%).

The objective of our work is to provide hospital practitioners
comprehensive data on JAK2 V617F mutation and thereby the tools needed to
start a routine of detection in the laboratories of our hospitals in MOROCCO,
and highlight the contributions of the WHO classification 2008.
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Serment de Galien

« Je jure, en présence des maitres de cette faculté :

-D’honorer ceux qui m’ont instruit dans les préceptes de mon art et de leur
témoigner ma reconnaissance en restant fidéle a leur enseignement.
~D’exercer, ma profession avec conscience, dans ['intérét de la santé
publique, sans jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine.

-D’etre fidéle dans [exercice de la pharmacie a la [égislation en vigueur, a
régles de [honneur, de la probité et du desinteressement.

-De ne pas dévoiler a personne les secrets qui m’auraient été confiés ou dont
Jaurais eu connaissance dans ['exercice de ma profession., de ne jamais
consentir a utiliser mes connaissances et mon état pour corrompre les meeur.
et favoriser des actes criminels.

-Que les hommes m accordent leur estime si je suis fidéle a mes promesses.

Que je sois méprisé de mes confréres si je manquais engagements . »
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