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Résumé

Les syndromes myéloprolifératifs ou néoplasmes myéloprolifératifs (NMP) comportent
plusieurs entités cliniques et font référence, le plus souvent, aux syndromes myéloprolifératifs

classiques négatifs pour le gene BCR-ABL.

Nous avons réalisé une étude rétrospective concernant 380 cas suspects de NMP classiques. La
mutation JAK2 V617F du géne JAK?2 a été recherchée par PCR en temps réel (technologie Tagman)
dans un but diagnostic. De plus, cette étude nous a permis de déterminer la prévalence de cette
mutation dans les différents néoplasmes myéloprolifératifs classiques, tout en recherchant une
association entre la présence de cette mutation et certaines caractéristiques cliniques et

biologiques.

La mutation JAK2 V617F a été détectée chez 274 patients, soit 72% des cas. 28% étaient
négatifs. Elle était plus fréquente chez les femmes (54% ; n=148) comparé aux hommes (46% ;
n=126). Et aussi plus fréquente dans la tranche d’age 60-69 ans avec un taux de 34% (n=57).

La distribution de la mutation JAK2 V617F variait dans les 4 groupes. En effet, elle a été
retrouvée chez 81% (n = 87) des patients du groupe PV, 79% de patients du groupe TE (n= 132),
37% de patients du groupe MFP (n=17) et 63% de patients de groupe NMP non classées (n=38).

Ces résultats en plus de ceux de la littérature confirment I’importance de cette mutation dans la

pathogenese des syndromes myéloprolifératifs.

Pour cela ’OMS considére la positivité de la mutation JAK2 comme un critére majeur du
diagnostic. Aussi, cette découverte offre une perspective de recherche et de développement de

nouvelles thérapeutiques plus ciblées de ces syndromes comme les inhibiteurs de JAKS.

Mots Clés : Mutation JAK2 V617F - Syndromes myéloprolifératifs - PCR en temps reel.



Abstract

Myeloproliferative syndromes or myeloproliferative neoplasms (MPNs) comprise several
clinical entities and most often refer to classic myeloproliferative syndromes negative for the BCR-
ABL gene.

We performed a retrospective study of 380 suspected cases of classical MPN. The JAK2 V617F
mutation of the JAK2 gene was sought by real-time PCR (Tagman technology) for diagnostic
purposes. Moreover, this study allowed us to determine the prevalence of this mutation in the
various classical myeloproliferative neoplasms and while looking for an association between the

presence of this mutation and certain clinical and biological characteristics.

The JAK2 V617F mutation was detected in 274 patients, or 72% of cases. 28% were negative.
It was more common in women (54%; n = 148) compared to men (46%; n = 126). And also more

common in the 60-69 age group with a rate of 34% (n = 57).

The distribution of the JAK2 V617F mutation varied among the 4 groups. Indeed, it was found
in 81% (n = 87) of patients in the PV group, 79% of patients in the ET group (n = 132), 37% of
patients in the PMF group (n = 17) and 63% of unclassified MPN group patients (n = 38).

These results, in addition to those in the literature, confirm the importance of this mutation in

the pathogenesis of myeloproliferative syndromes.

For this, the WHO (world health organization) considers the positivity of the JAK2 mutation as
a major diagnostic criterion. Also, this discovery offers a prospect of research and development of

new more targeted therapies for these syndromes such as inhibitors of JAKSs.

Keywords : JAK2 V617F mutation —Myeloproliferative disorders- real-time PCR
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Glossaire

Bcl-2 : est le prototype d'une famille de génes qui peuvent étre soit pro-apoptotiques — entre autres
Bax, Bak, Bok, Bad, Bid et Bim — ou anti-apoptotiques — parmi lesquels Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
Nr13. A I'heure actuelle, il y a en tout 30 membres identifiés chez les eucaryotes supérieurs.

Cellule souche hématopoiétique (CSH) : est un type de cellule a l'origine de toutes les lignées de
cellules sanguines, qui intervient lors de I'nématopoiese. En se divisant, une CSH donne une
nouvelle cellule souche hématopoiétique grace a sa capacité d'autorenouvellement et une cellule
déja engagée dans une voie de différenciation qui pourra, a terme, donner une cellule sanguine
mature : globules rouges lors de I'érythropoiése, globules blancs lors de la leucopoiése et plaquettes
lors de la thrombocytopoiése.

Cytosquelette : I'ensemble organisé des polymeres biologiques constituant le squelette de la
cellule, composé des trois filaments: I'actine, les microtubules et les filaments intermédiares; tous

constamment renouvelés par polymérisation. Dont le rble est de contrdler la forme des cellules.

Erythropoiétine (EPO) : est une hormone qui stimule la formation et la croissance des globules
rouges. Elle est produite en majorité par le rein. Elle est sécrétée en cas de baisse de la
concentration du sang artériel en oxygene, de diminution des globules rouges ou par une

augmentation des besoins en oxygene.

La ferritine : est une protéine permettant le stockage du fer. Elle joue un réle clé dans le
métabolisme du fer, permettant de réguler son absorption intestinale en fonction des besoins de

l'organisme. Elle a ainsi une fonction de réserve et de détoxication du fer.

Le gene de fusion BCR-ABL : code pour une protéine de fusion possédant une activité tyrosine
kinase dérégulée. Cela est di a I'absence de domaines responsables de l'auto-inhibition de la

kinase, combinée a la présence de domaines responsables de l'auto-activation.

Les Kits Invitrogen : sont une famille de produits de purification congus pour relever les défis

posés par des types d'acide nucléique spécifiques, des sources et des volumes d'échantillons, des



Glossaire

niveaux de débit et des applications en aval. Ces kits sont basés sur une membrane de silice, une

résine échangeuse d'anions, ou technologies avancées de purification par membrane de silice.

Splénomégalie : Augmentation du volume de la rate, organe situé en haut et a gauche de I'abdomen
(ventre), dont le role est de produire des lymphocytes (globules blancs jouant un réle important
dans la défense immunitaire de l'organisme) et de détruire les globules rouges anormaux ou trop
vieux. Plusieurs causes peuvent étre responsables de cette anomalie : une hypertension portale
(haute pression de la veine porte), une maladie infectieuse (mononucléose, hépatite virale ou
alcoolique, syphilis, paludisme), une maladie du sang (hémopathie), un cancer ou une affection
inflammatoire (polyarthrite rhumatoide).

Thrombopoiétine (TPO) : est une hormone qui stimule la formation de plaquettes sanguines et
la prolifération de leurs précurseurs (les mégacaryocytes). Elle est synthétisée par le foie et les
reins .

Thrombose : correspond a un caillot (thrombus) se formant dans un vaisseau sanguin,
interrompant la circulation sanguine. Lorsque le caillot se forme dans une veine, on parle de
thrombose veineuse ou de phlébite. Lorsqu'il se forme dans une artére, on appelle ¢a une thrombose

artérielle.

Un spectrophotométre : est un instrument permettant de réaliser une mesure
spectrophotométrique. Un spectrometre, ou spectroscope, est un appareil qui permet d'effectuer
une mesure spectrométrique de I'absorbance d'une solution a une longueur d'onde donnée ou sur

une région donnée du spectre.
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Introduction

Les syndromes myéloprolifératifs ou, comme il convient désormais de les appeler selon
I’Organisation Mondiale de la Santé(OMS), les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des
hémo-pathies acquises, clonales, caractérisées par une prolifération cellulaire excessive des lignées

hématopoiétiques myéloides (Mosca et al., 2016).

La classification des NMP revue en 2016 par ’OMS (tableau | annexel) distingue quatre
«Grands» syndromes incluant : la Leucémie MyéloideChronique (LMC), la polyglobulie de
Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle (TE), et la myélofibrose primaire (MFP), auxquels

s’ajoutent la myélofibrose préfibrotique (pré-MF), et des entités plus rares (Mosca et al., 2016).

La LMC est constamment associée a une anomalie chromosomique, le « chromosome
Philadelphie », générant la fusion BCR-ABL1. La polyglobulie de Vaquez, la thrombocytémie
essentielle, la myélofibrose primitive et la myélofibrose préfibrotique forment un groupe distinct
des LMC. lls sont appelés NMP classiques pour « BCR-ABL1 négatif » ou « Philadelphie négatif
» (Mosca et al., 2016).

Les NMP sont la conséquence d’une mutation acquise dans une cellule souche hématopoiétique
responsable d’un avantage prolifératif, entrainant une hyperplasie clonale d’une ou plusieurs
lignées myeloides. Les mutations causales conduisent a une activation constitutive des voies de
signalisation de certains récepteurs aux cytokines (principalement [I’érythropoiétine, la
thrombopoiétine et le granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)), et donc a une

hypersensibilité voire une indépendance a ces dernieres (Mosca et al., 2016).

La mutation JAK2V617F est ’anomalie moléculaire la plus fréquemment retrouvée dans les
NMP : elle est retrouvée dans 95 % des PV et 50 a 60 % des TE et MFP. Les autres mutations
mises en évidence touchent le gene CALR (25 a 35 % des TE et MFP), MPL (5 a 10 % des TE et
MEFP) ou I’exon 12 de JAK2 (2 % des PV). Les mutations de JAK2, MPL et CALR sont

généralement mutuellement exclusives (Mosca et al., 2016).

Dans le cadre du projet de fin d’études, il nous a été proposé de réaliser une étude
rétrospective et prospective sur la mutation JAK2 V617F et le syndrome myéloprolifératifs, au

service d’Immunologie du CHU Beni Messous. Nous avions pour objectifs de :

> Etablir la prévalence de cette mutation dans les différentes NMP classiques, décrite

comme étant mise en cause dans la plupart des NMP classiques

» Rechercher une association entre la présence de cette mutation et certaines

caractéristiques cliniques et biologiques.



Introduction

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19, avec le
confinement qui s’en est suivi, a contraint les structures sanitaires, dont le CHU Beni Messous,
a annuler les stages des étudiants en biologie. Nous nous sommes, donc, limités a faire une
étude rétrospective en analysant les données épidémiologiques, cliniques et moléculaires de
patients ayant le néoplasme myéloprolifératif durant la période 2016-2019.
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I. Généralités sur les Néoplasmes Myéloprolifératifs

L'hématopoiese est l'ensemble des phénomeénes qui concourent a la fabrication et au
remplacement continu et régulé des cellules sanguines du sang périphérique: les globules rouges
ou hématies, les différentes familles de globules blancs ou leucocytes et les plaquettes. Toutes
les cellules sanguines sont produites a partir d'une méme cellule indifférenciée: la Cellule
Souche Hématopoiétiqgue (CSH). Cette cellule a deux propriétés essentielles: l'auto-
renouvellement et le pouvoir de différenciation (Figure 1) (Hanahan et Weinberg, 2000).

L'hématopoiese doit &tre contrdlée trés finement afin de maintenir, en dépit des variations de
consommation importantes liées a des circonstances pathologiques, comme une hémorragie.
Cette régulation repose sur des mécanismes cellulaires et humoraux (facteurs de croissance) qui
peuvent étre stimulateurs ou inhibiteurs de I'hématopoiese. La dérégulation de I'homéostasie
hématopoiétique peut étre a l'origine des hémopathies malignes. Ce dysfonctionnement peut
étre consécutif a une expression inadaptée ou a des altérations structurales de certains génes
suite a des mutations ponctuelles ou a des anomalies de structures telles que les translocations

chromosomique (Najmi, 2015).

Les néoplasmes myéloprolifératifs ou « NMP » sont des maladies chroniques caractérisées
par une prolifération clonale des cellules myéloides avec une conservation de leur capacité de
différenciation. L'anomalie moléculaire somatique a l'origine des NMP touche une cellule
souche my¢loide avec des conséquences plus ou moins spécifiques sur les lignées érythroides
(Polyglobulie de Vaquez) et megacaryocytaires (Thrombocytémie Essentielle). Les NMP
peuvent, au cours de leur évolution naturelle, se transformer en Leucémie Aigue avec arrét de

la differenciation cellulaire (Chomel et al., 2009).
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Figure 1 : Schéma du systeme hématopoiétique d’apres (Passegue, Jamieson et al. 2003).

(LT-HSC : CSH long-terme ; ST-HSC : CSH court-terme ; MPP : progéniteur multipotent ; CLP :
progéniteur lymphoide commun ; CMP : progéniteur myéeloide commun ; MEP ; progéniteurs des
mégacaryocytes et érythrocytes; GMP : progéniteurs des granulocytes et monocytes,

I. 1. Leucémie Myéloide Chronique

La Leucémie Myeloide Chronique (LMC) est une prolifération myéloide monoclonale sans
blocage de la maturation prédominant sur la lignée granuleuse au niveau médullaire et
splénique. Elle évolue, en I'absence de traitement, en trois phases: une phase chronique d'une
durée de trois a quatre ans, une phase d'accélération d'une dizaine de mois et enfin une phase
de transformation en Leucémie Aigue (ou phase blastique) de survenue inéluctable et fatale. La
LMC possede une anomalie chromosomique acquise tres caractéristique: la translocation
t(9;22) (934;q11) (Mahon, 2001).

Les remaniements entre les genes BCR (Breakpoint Cluster Region), sur chromosome 22 et
ABL1 (Abelson tyrosine kinase), sur le chromosome 9, ont pour conséquence la formation du
gene chimérique BCR-ABL sur le chromosome 22g- (chromosome Philadelphie ou Ph) et du

géne réciproque ABL-BCR sur le chromosome 9 g+ (Figure 2). Il est admis que ces événements
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moléculaires ont lieu au sein de la cellule souche hématopoietique pluripotente (Lukasova et
al., 1997).

Changed chromosome 9

Normal
chromosome 9 Chromosomes break
Changed
chromosome 22
Normal (Philadelphia
chromosome 22 g chromosome)
— BCR-ABL
ABL

Figure 2 : Latranslocation t (9;22) (q34;911) (Poopak et al.,2015).

I. 2. Polyglobulie de Vaquez

La Polyglobulie de Vaquez « PV » (ou Polyglobulie Primitive ou Maladie de Vaquez), est
une affection rare décrite par Louis Vaquez en 1892. 1l s'agit d'une hémopathie maligne clonale
qui appartient a la catégorie des NMP chroniques, conséquence de l'atteinte de la cellule souche
hématopoietiqgue multipotente devenue hypersensible a I'érythropoiétine secondairement a la
mutation du gene d'une protéine de la transduction du signal: Janus Kinase 2. Il en résulte une
hyperplasie des trois lignées myéloides prédominant sur la lignée érythroblastique avec une
augmentation du nombre absolu des hématies ou polycythémie, de I'hnématocrite et du volume

sanguin total (Godon et al., 2002).

Des travaux ont permis de proposer que la mutation JAK2 V617F soit I'événement
moléculaire primaire et suffisant pour entrainer le développement d'une Polyglobulie Primitive

surtout apres I'age de 50 ans avec une prédominance masculine-(Belakehal et al., 2014).
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I. 3. Thrombocytémie Essentielle

La Thrombocytémie Essentielle ou « TE » a été décrite pour la premiére fois en 1934 et a
été intégrée en 1951 dans le groupe des Syndromes Myéloprolifératifs. C'est une anomalie
clonale de la souche hématopoietique dont le phénotype est marqué par une hyperplaquettose
parfois associée a une hyperleucocytose en regle modérée, voire a une discréte anémie
(Cortelazzo et al., 1990).

Un pic de fréquence est observé vers 30 ans avec une prépondérance féminine. Elle est
asymptomatique dans environ la moitié des cas; chez l'autre moitié, elle peut se révéler par
différents symptdmes, plus ou moins séveres, comme une thrombose (obstruction partielle ou
totale du flux sanguin par un caillot) entrainant une phlébite au niveau d'une jambe, un accident
cardiaque ou une neurologique. L'érythmélalgie (des rougeurs et des sensations de brlures au
niveau des extrémités) est I'un des symptémes les plus révelateurs de la maladie (Cahn et al.,
2009). En Algérie, une étude rétrospective, cooperative et multicentrique sur une période de dix
ans (Janvier 1996 a Decembre 2005), a montré qu'il y a une incidence moyenne de 15 cas / an
(Djouadi, 2009).

I. 4. Myelofibrose Primitive

La Myélofibrose Primitive ou « MFP » a été décrite pour la fois en 1879 par le médecin
Allemand, Gustav Heuck comme un mode évolutif des leucémies avec un tableau associant
hépato-splénomégalie, image de sang leucémique et ostéosclérose médullaire. L'étiologie de
cette affection reste inconnue et sa physiopathologie mal comprise, probablement en partie du
fait de sa complexité. Sa faible incidence, I'absence de traitement curatif ou entrainant une
rémission compléte expliquent le relatif désintérét des hématologistes pour cette pathologie

chronique (Dupriez et al., 2001).

Elle est tres rare avec I'age médian au diagnostic entre 60 et 65 ans, une prédominance
masculine. Elle est asymptomatique au début mais son évolution est accompagnée de différents
symptdmes, tels que la fievre, I'amaigrissement, les sueurs nocturnes, la fatigue et les douleurs
osseuses. De plus, des troubles liés a la splénomégalie peuvent aussi apparaitre, en particulier
les troubles digestifs (Lachhab, 2012).

I. 5. Anomalies moléculaires des néoplasies myéloprolifératives

La myéloprolifération est contrdlée par les voies de signalisation mettant en jeu certaines

cytokines et leurs récepteurs. Ainsi, il y a une prolifération érythroide, mégacaryocytaire et
6
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granuleuse, via D’activation des voies de signalisation dont la voie JAK2/STAT, et ce,
respectivement, apreés activation des récepteurs homodimériques de type 1 de I’érythropoiétine
(EPOR), la thrombopoiétine (MPL) et le G-CSF (G-CSFR). Les NMP sont dus a des mutations
affectant cette voie et touchant trois génes majeurs : JAK2, MPL et CALR (Vainchenker et
Kralovics, 2017).

Ce sont des mutations acquises de type gain de fonction permettant une prolifération accrue
via une indépendance aux cytokines et une activation constitutive des voies de signalisation.
JAK2V617F est la mutation la plus récurrente retrouvée dans plus de 95% des PV et environ
50% des TE et MFP. Dans la PV, d’autres mutations de JAK2 appelés exon 12 ont été
identifiées (Plo, 2008).

I1. Janus Kinase et néoplasme myéloprolifératif

La compréhension des mécanismes physiopathologiques des NMP classiques « non-Phi »
(c’est-a-dire non porteurs du chromosome Philadelphie) a connu une grande avancée en 2005,
lorsque la mutation V617F de la tyrosine kinas JAK2 a été découverte par quatre équipes
indépendantes menées par Gary Gilliland, William Vainchenker , Radek Skoda et Anthony
Green (Guillemette, 2018).

Il. 1 Structure et fonction des janus kinase

Les protéines JAK (pour Janus Kinase) sont des molécules de signalisation intracellulaire
non réceptrices, impliquée dans plusieurs voies de signalisation responsables notamment de la
survie et de la prolifération cellulaire (Schindler et al, 2002). Elles font environ 1150 acides
amines, avec des masses moléculaires de 120 a 130 kD (Leonard et O’Shea, 1998). La famille
des Janus kinases contient 4 membres distincts, soit JAK1, JAK2 et Tyk2, exprimés de facon
ubiquitaire, ainsi que JAK3, exprimé principalement au niveau des cellules du systeme
immunitaire (O’Shea et al., 2002).

Les JAKSs possedent 7 domaines d’homologie appelés JH pour (JAK Homology domain). La
partie N-terminale des JAKSs est composée des domaines JH7 a JH3, contient le domaine FERM
(band 4.1 erzin, radixin and moesin) ainsi qu’un domaine SH2 (Src-homology-2 domain)-like,
permettant I’association de la kinase a la région sub-membranaire desrécepteurs aux cytokines.
La partie Carboxy-terminale des JAKs contient les domaines kinase et pseudokinase nommés
respectivement JH1 et JH2 (Figure 3) (Sanz et al., 2011).

La fonction la plus connue des JAKSs est la transduction du signal des récepteurs aux
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cytokines de type I et 1. On note une différence d’activation des JAKSs en fonction des cytokines
concernées (Nadjmi, 2015). Ainsi, JAK2 va étre activée par I’Erythropoiétine (EPO), la
thrombopoiétine (TPO), le GM-CSF ou encore 1’'IL-3 alors que, JAK1 va étre activee par I'TL-
2 ou I'IL-15, bien qu’ils transduisent tous deux la signalisation d’autres cytokines comme

I'IFNo ou I'TENB (Nadjmi, 2015).

Les récepteurs aux cytokines ont des préférences propres pour les kinases JAK. Les
récepteurs homodimériques utilisent presque exclusivement JAK2. 1l en est méme des
récepteurs possédant la sous-unité pBc. JAK3 est activé uniquement par les récepteurs possédant
la sous-unité yc. Les récepteurs possédant la sous-unité gp130, et les récepteurs aux cytokines
de type Il utilisent JAK1, JAK2 et Tyk2 dans des combinaisons variées (Figure 4)
(Vainchenker et al., 2008).

1
I | LI I I B I |

Carboxyl
terminus

Figure 3 : Structure des Janus Kinases (Emilie-Fleur et al ;2011).
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Figure 4 : Implication différentielle des JAKSs au niveau de récepteurs aux cytokines

(Vainchenker et al., 2008).
I1. 2. Voie de signalisation JAK/STAT

La voie de signalisation JAK / STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) est
importante pour plusieurs réponses de I’hote incluant la réponse aux agents pathogenes, la
différenciation, la prolifération et I’oncogénése (Boyer et al., 2004). Les protéines STATS sont
des facteurs de transcription. Chez les mammiferes il existe sept genes différents qui sont
a l'origine des sept membres de la famille STAT : STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a,
STAT5b et STAT6 ET possedent tous un résidu tyrosine conservé. 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 STATS activées. Il existe la voie canonique et la voie non

canonique.

1l. 2. 1. Voie JAK/STAT canonique

Les kinases JAKSs associées au récepteur se trans-phophorylent et phosphorylent ensuite des
résidus tyrosine spécifiques du domaine intracytoplasmique des chaines du récepteur. Des sites
9
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d’ancrage (docking domains) qui permettent le recrutement d’autres protéines de
signalisation contenant des domaines SH2 sont ainsi crées. Les facteurs de transcription de la
famille STATSs sont recrutés au niveau du récepteur activé. lls sont a leur tour phosphorylées
par les JAKSs. lls quittent ensuite le récepteur pour former des dimeres (homo- ou
hétérodiméres ) dans le cytoplasme et transloquer dans le noyau ou ils vont réguler I’expression
de génes cible et favoriser leur transcription (lhle et al.,1997 ; Rawlings et al .,2004 ; Li,
2008) (Figures 5) .

On compte, parmi les cibles de STATs, des genes dont les produits sont impliqués 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 STATS5 et STAT3 aient un effet pro-prolifératif et anti-apoptotique, STAT1 aurait un

réle plut6t antagoniste, antiprolifératif et proapoptotique. (Stephanou, et Latchman, 2005).

Tyrosine phosphorylation of

- Ligand

Receptor

|
—

Figure 5 : Activation de la voie de signalisation JAK-STAT (Levy et Darnell, 2002).

I1. 2. 2. Voies JAK/STAT non canoniques
> Voie PI3K/Akt

La voie PI3K/AKkt 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 (Richmond et al., 2005).

10
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La PI3K participe a la formation d’un composé lipidique membranaire, le phosphatidylinositol-
3, 4, 5-triphosphate (P13,4,5P3). Ce composé permet le recrutement de protéines possédant
un domaine PH (Plextrin Homology) au niveau de la membrane plasmique, dont Akt. Akt est
ensuite phosphorylée et activée par la PDK1 (phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1) et par
le complexe mTORC2 (MTOR complex 2). AKT est un proto-oncogeéne, qui a de nombreuses
cibles 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) (Figure 6) (Gautier, 2011)

Facteur de
RTK croissance Q
.] /)

¢\ < 1 i

sek)  (4E-BP (p53)

Synthése protéique, croissance
cellulaire, prolifération

Survie cellulaire, métabolisme

Figure 6 : Voie de signalisation PI3K/mTOR et ses fonctions cellulaires (Benjamin, 2017).

» Voie des MAPKs

Trois groupes majeurs de MAPKSs activées en aval de JAK2 ont été caractérisés chez les
mammiferes : ERK1/2, JNKs et p38MAPK. Chaque groupe de MAPK est activé par des
cascades de Kinases distinctes dans lesquelles une MAP3K (ou MEKK) phosphoryle et
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active une MAP2K (ou MEK) qui, a son tour, stimule [’activité¢ de la MAPK. Une fois
activée, la MAPK phosphoryle de nombreuses cibles impliquées dans la prolifération cellulaire,
la différenciation et la survie (Figure 7) (Gautier , 2011).

Les MAPKs possedent de nombreuses cibles telles que des facteurs de transcription, des
régulateurs de la traduction, des protéines du cytosquelette et favorisent la prolifération, la
survie et la différenciation cellulaire (Najmi, 2015).
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cytokines cytokines
g J
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=

\

! ] : )
G R i R
e aa S

ERK JNK p38 ]

Figure 7 : MAPKSs et leur signalisation (Geest and Coffer, 2009).

Il. 3. Régulation de la voie JAK/STAT

Plusieurs moyens sont utilisés afin d’obtenir une régulation fine de la voie JAK/STAT.
D’une part, les JAKs peuvent étre déphosphorylées et d’autre part, elles peuvent étre
directement dégradées (O’Shea et al., 2005). Les trois classes de régulateurs négatifs les plus

connues sont :
» les SOCS (suppressor of cytokine signaling),

> les PIAS (« Protein Inhibitor of Activated STAT »)
12
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> les PTP (« Protein Tyrosine Phosphatases») (Najmi, 2015).

Le mode de régulation négative utilisant ces trois systémes est illustré dans les figures 1, 2 et

3 en annexe 1.

I1. 4. Mutation JAK2 V617F et néoplasmes myéloprolifératifs

Le gene codant la protéine tyrosine kinase JAK2 humaine a été cloné en 1998. 1l code pour
1132 acides aminés, avec un poids moléculaire de 131 KDa. Il est situé sur le bras court du
chromosome 9 a la position 24 (chromosome 9, région 2, bande 4, sous bande 1). Il est
composé de 26 exons (Figure 8) (Najmi, 2015).

L'absence de JAK2 est létale au 10°™ jour de développement embryonnaire. La non-viabilité
des embryons est due a l'absence d'érythropoiese définitive dans le foie foetal. Laréponse a I'lL-
3, I'lL-5 et au GM-CSF est également abolie, ce qui démontre le réle crucial de JAK2 pour la

réponse a ces cytokines (Najmi, 2015).

La mutation JAK2 V617F est une substitution de la guanosine en position 1849 par la
thymidine au niveau de ’exon 14 du gene de JAK2 (figure 9). Cette mutation ponctuelle
entraine, au niveau proteique, la substitution de la valine en position 617 par la phénylalanine a
I’intérieur du domaine pseudokinase JH2 de JAK2. Cette substitution empéche le domaine
pseudokinase de JAK2 d’inhiber son domaine kinase, donc pas de régulation negative de son
activité kinase (figure 10) (Saharinene et al., 2000 ; Laabyech, 2013).

Au niveau fonctionnel, cette mutation confere a JAK2 une activation constitutive (Najmi,
2015) (Figures 11). La mutation V617F est donc une mutation « gain de fonction ». La mutation
JAK2 V617F est unique et clonale, elle a été mise en évidence au niveau des différents types
cellulaires myéloides et notamment au niveau des érythroblastes, des polynucléaires

neutrophiles et des plaquettes (Najmi, 2015).

Des études sur des drosophiles 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 (Luo et al., 1997 ;
Staerk et al., 2005). D’autres travaux fondamentaux ayant pour objectif d’évaluer les
conséquences fonctionnel de la mutation JAK2 V617F, ont été réalisés sur des lignées
cellulaires (comme BAF3). Ces travaux ont montré que cette mutation conduit a (Laabyech,
2013) :
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’activation constitutive des voies de signalisation canoniques.
la dérégulation de la transcription et de la traduction protéique.

I’altération du rétro-contrdle negatif.
la régulation croisée du récepteur a I’IGF (Insulin-like Growth Factor).

La présence de la mutation JAK2V617F entraine une amplification de la myélopoiese
terminale (Dupont et al., 2007 ; Bruchova et al., 2009 ; Anand et al., 2011). Par contre, elle
ne semble pas influer sur la proportion de cellules souches ou progénitrices (Anand et al.,
2011). Ce phénomeéne d’amplification est la résultante d’une augmentation de survie et de

prolifération cellulaire.

La mutation JAK2 V617F a été détectée chez plus de 90 % des patients atteints de PV, mais
aussi chez plus de 50 %des patients atteints de TE et chez environ la moitié des patients atteints
de MP (Levine et al., 2011). Cette mutation a également été mise en évidence dans quelques

cas de syndrome myeloproliferatif atypiques, de myélodysplasies, de LMC, de thromboses.

La mutation V617F est une mutation somatique acquise dans le compartiment
hématopoiétique. Elle est retrouvee dans les cellules myéloides, rarement dans les cellules
lymphoides et elle est absente des cellules non hematopoiétiques (tumeurs solides) (Scott et al.,
2005). L’¢étude de prélevements issus de patients a montré que cette mutation était présente dans

les cellules souches hématopoiétiques et les progeniteurs plus matures (Jamieson et al., 2006).

Thed

Figure 8 : Localisation du gene JAK2 sur le chromosome 9p, locus 9p24.1

(lakshan et al., 2016).
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Figure 9 . Séquences nucléotidiques et protéiques caractérisant la mutation V617F (Chomel

et al., 2009).
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Figure 10 : Structure de la protéine JAK2 sauvage (A) et muté (B) (Najmi,2015 modifie).
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Figure 11 : Activation constitutive des voies de signalisation (Ginzburg et al., 2018).

I11. Autres altérations génétiques dans les néoplasies myeéloprolifératives

Comme nous I’avons précisé plus haut, les NMP sont dus a des mutations affectant 3 génes
majeurs : JAK2, MPL et la calréticuline (CALR). De plus, I’hétérogénéité de ces maladies est
en partie due a d’autres anomalies génétiques acquises surtout dans les MFP. Ce sont des
mutations beaucoup moins spécifiques des NMP classiques puisque retrouvées dans d’autres
hémopathies malignes. Elles concernent des régulateurs épigénétiques (TET2, IDH1/2, ASXL1,
EZH2, DNMT3A), d’épissage (SF3B1, SRSF2, U2AF1) ou des facteurs transcriptionnels (P53,
RUNX1, ETV6). Elles ne sont pas responsables de la myéloprolifération mais sont des

modificateurs de la maladie en coopérant avec les mutations de signalisation (Nadjmi ,2015).
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I11. 1. Mutations du gene MPL

Le produit du géne MPL (MyeloProliferative Leukemia) correspond au récepteur de la
thrombopoiétine (TPO) et induit une activation constitutive de la voie JAK/STAT. Les
mutations de MPL touchent approximativement 10% des MFP et 3% des TE, la plupart du
temps sans association avec JAK2 V617F. Les TE MPL+ touchent préférentiellement les
femmes agées, avec un taux plaquettaire ¢levé et un taux d’hémoglobine bas (Teofili et al.,

2010).

Parmi les mutations acquises de I’exon 10, on retrouve majoritairement une substitution du
tryptophane (W) en position 515 par la leucine (L) ou la lysine (K) ou I’asparagine (R) ou
I’alanine (A). La conformation cytosolique de MPL est modifiée et entraine une activation

spontanée du récepteur.

La mutation MPLS505N est egalement décrite dans les thrombocytoses familiales et conduit

également a une activation de la voie de signalisation de la tyrosine kinase JAK2 (figure 12).

A’ DCR-NRD PCR-LBR ™ CP COOH
5(;11 5(':5 5;!0 5‘:5 5I19;
EXONS EXON10
A A A A 4
A A kS
R

Figure 12 : Représentation du géene MPL et de ces mutations (Gong et al.,2013).

I11. 2. Mutation du géne CALR

Le gene CALR code pour la protéine de liaison au réticulum endoplasmique, la calréticuline.
C’est une protéine chaperon hautement conservée et participe a divers processus cellulaires. Un
total de 36 types d'insertions et des suppressions entrainant un décalage du cadre de lecture ont

été détectées dans ce gene (Lamar, 2014).
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Les mutations touchant le géne CALR sont localisées dans I’exon 9. Ces mutations ont été
trouvées dans plus de 50% des TE et des MFP, sans mutation de JAK2 ou de MPL, et au total
dans environ 25 a 30 % des patients présentant une TE ou une MFP (Lamar, 2014).

Une délétion de 52 pb (CARLdel52) et une insertion de 5 pb (CARLIns5), sont les plus
fréquentes aprés la mutation JAK2 V617F, et sont exclusivement associées aux MFP
(figurel3 et 14) (Maude et al., 2019).

Chaperone Calcium storage
(folding unit) domain
e S AL
v 7 N\
ERp57 binding

region 285

P-domain C-domain

Figure 13 : représentation des domaines de la calréticuline CALR (Gelebart et al., 2005).
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Figure 14 : Mutation type 1 et type 2 du géne CALR trouve dans les néoplasmes
myeéloproliferative (varricchio et al., 2017).
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Dans le cadre de I’obtention du diplome de Master en Génétique, nous avons effectué¢ un
stage de courte durée au Service d'Immunologie Médicale du Centre Hospitalo-Universitaire
de Béni Messous a Alger, dans l'unité d'Immunogénétique pendant une période s'étalant de
Février a Mars 2020.

Nous devions réaliser un travail de recherche sur les néoplasmes myéloprolifératif, incluant
une étude rétrospective et prospective. Nous avions pour objectifs de rechercher la mutation
JAK2 V617F.

L’étude rétrospective concernait 380 patients (recus de 2016 a 2019) chez lesquels un NMP
classique a été suspecté. La recherche de la mutation JAK2 V617F a été effectuée par PCR en
temps réel utilisant la technologie Tagman.

L'objectif principal était d'établir la prévalence de cette mutation dans les différentes NMP
classiques et rechercher une association entre la présence de cette mutation et certaines

caracteristiques cliniques.

La survenue de la pandémie au SARS-Cov2 et I’expansion de la COVID-19 a profondément
touché plusieurs secteurs, notamment 1’enseignement supérieur et la recherche scientifiques,
dans le monde et en Algérie. Les universités ont di fermer leurs portes et les stages de fin
d’études, derniére étape avant I’entrée sur le marché du travail pour beaucoup d’étudiants, ont

été annulés devant la menace, que represente le Sars-cov2 pour la santé publique.

Dans ces circonstances, exacerbées par le confinement, notre travail a pris fin le 15 mars
2020, un mois seulement apres le début de notre stage. Nous nous sommes donc limités a une

étude rétrospective.
I. MATERIEL

I. 1. Recrutement des Patients

Le recrutement des patients a été fait en majorité au niveau de CHU Béni Messous parmi
eux, 226 (70%) étaient suivis dans le service d'Hématologie, 47 (12%) dans le service de
Médecine Interne, 29 (8%) au service de Gastrologie et les autres 38 (10%) dans différents

autres services.

I. 2. Recueil des données

Une fiche de renseignement dument remplie est exigée pour chague patient (voir Annexe

2). Une étude de ces fiches a été réalisée pour tous les patients.
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I. 3. Prélevement des Patients

On préléve deux tubes EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-Acétique) de sang, pour l'extraction
d'ADN par kit ou par sel. Les tubes peuvent étre conservés a +4°C ou -20°C pour une utilisation
ultérieure. On mentionne sur les tubes le nom et prénom de chaque patient, le numéro attribué
par le laboratoire ainsi que la date du prélevement. Le sang total est décongelé a température

ambiante avant ’extraction d’ADN.

L'anonymat et la confidentialité des informations ont été rigoureusement respectés. Les
prélevements sanguins ont été traités sans que nom ou adresse ne soient transmis. Apres

analyse, les résultats ont été rendus aux patients concernés.

I. 4. Paramétres biologiques demandés non réalisés par le laboratoire
Un certain nombre de parametres biologiques sont demandés a I'inclusion comme : la
numération formule sanguine (NFS), le myélogramme, le dosage de la LDH, bilan de

coagulation (voir fiche de renseignements en annexe 2).

I1. METHODES
II. 1 Extraction de ’ADN

Il. 1. 1. Principe

Nous avons utilisé le kit « Invitrogen » qui permet I’extraction de I’ADN génomique a partir
d’un échantillon de sang Total. Les colonnes utilisées sont munies d’une membrane a base de
silice avec des propriétés d’adsorption sélective des acides nucléiques lui permettant

I’extraction de I’ADN génomique tout en assurant de hauts rendements et une grande purete.
Il. 1. 2. Mode opératoire

Un mélange contenant 200 ul de sang, 20 pl de protéinase K et 20 pl de RNases est déposé
dans un tube Eppendorf puis vortexé pendant 15 sec et laissé a température ambiante pendant

2 min.

Pour réaliser une lyse optimale, 200 pl du tampon de lyse (pure link genomic lysis/binding
buffer) est ajouté au mélange et I’ensemble est incubé au bain marie pendant 10 min a 55°C.

Apres incubation, 200 pul d’éthanol (96-100%) sont ajoutés et le tout est vortexé pendant 15 sec.

Le lysat obtenu est transféré dans une colonne posée sur un tube collecteur puis centrifugé a

10 000 g pendant 1 min a température ambiante.
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Apres élimination du tube collecteur, un premier lavage est réalisé en ajoutant 500 ul du
tampon de lavage 1 (Wash buffer 1). Le tube collecteur est & nouveau éliminé apres

centrifugation & 10 000 g pendant 1 min & température ambiante.

Un deuxieme lavage est ensuite effectué en ajoutant 500 ul du tampon de lavage 2 (Wash

buffer 2) suivi d’une centrifugation a 14 000 g pendant 3 min a température ambiante.

Enfin, le tube collecteur est remplacé par un tube Eppendorf et 60 ul du tampon d’élution
(pure link genomic elution buffer) sont ajoutés.

Apres incubation pendant 1 min a température ambiante, I’ADN est €lué par centrifugation
a 10 000 g pendant 1 min. L’eppendorf contient de I’ADN extrait (jeter la colonne) (Figure
15).

200 plde sang, 20 ul de protéinase K et 20 yl de RNases vortexé
pendant 15 sec et laissé a température ambiante pendant 2 min.

Ajouter 200 pl du tampon de lyse I'ensemble est incubé au bain
marie pendant 10 min a 55°C.

W5

:@4—@ -] l: |

200pld’éthanol (96-100%) sontajoutésetletoutestvortexe pendant15
sec.

T

Le lysat obtenu est transféré dans une colonne posée surun tube
collecteur

ce““\ 1000049, 1 min, température ambiante.
> o o Un premier lavage est réalisé en ajoutant 500 ul du tampon de lavage 1
o (Wash buffer 1).

.
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il
Cen 4 ¢ 1000049, 1 min, température ambiante.
e
w"aﬁ y Un deuxieéme lavage est ensuite effectué en ajoutant 500 ul du tampon de
. lavage 2 (Wash buffer 2)
Ce““\f' ¢ 14000 g, 3 min, température ambiante
? L’eppendorf contient de '’ADN extrait

Figure 15 : Mode opératoire de I’extraction de I’ADN sur colonnes chromatographiques
Invitrogen® (centri = centrifugation).

II. 2. Dosage de ’ADN
Il. 2. 1. Principe

Les bases puriques et pyrimidiques absorbent fortement dans l'ultraviolet a 260 nm. L’ADN
peut donc étre mesure directement dans des solutions aqueuses en mesurant 1’absorption (A) en
lumiere ultraviolette. Ainsi, la concentration de I’ADN est généralement déterminée par une
mesure effectuée a 260 nm contre un échantillon témoin appelé ; blanc. L’interférence par des

contaminants se reconnait par le calcul d’un ratio.

Les protéines absorbent a 280 nm, le ratio A260/A280 est utilisé pour estimer la pureté de

I’acide nucléique. L’ADN pur devrait avoir un ratio entre 1,8 et 2.

Il. 2. 2. Mode opératoire

L’ADN a été dosé par spectrophotométrie « spectrophotometre Maestro-Nano » (figure 16
voir annexe 2). L’estimation de la concentration d’ADN se fait en premier par la lecture de la
densité optique (DO) a 260 nm et 280 nm, puis, la DO 260/280 est calculé. L’ ADN pur doit
présenter un rapport DO 260/280 compris entre 1,8 a 2. Si ce rapport est supérieur ou égale a 2,
il y a une contamination par de I’ARN, et si il est inférieur a 1,5, il ya un exces de proteines.

Par la suite la concentration de I’ ADN est calculée par la formule ci-dessous :

[ADN] =50 x DO 260 x Facteur de dilution (Une unité d’absorbance d’une solution d’ADN a

260nm correspond a une concentration de 50 ng/ul)
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Le spectrophotometre Maestro-Nano mesure des concentrations d’ADN allant de 2 a 2000
ng/ul. Enfin, ’ADN doit avoir une concentration comprise entre 0,5 et 50 ng/ul, et sera

conservé a +4°C, ou a -20°C si 'utilisation est différée.

Il. 3. PCR en temps réel - TAQMAN
Il. 3. 1. Principe

La technologie Tagman ou utilisant les sondes d’hydrolyse, est basée sur I’activité 5°-
exonucléasique de la Tag polymérase qui hydrolyse une sonde hybridée a sa séquence cible sur

I’amplicon durant I’étape d’hybridation/extension de la PCR.

Un fluorochrome émetteur (reporter) est fixé a 'extrémité 5’ de la sonde d’hybridation et
son émission est inhibée par un second fluorochrome suppresseur (quencher) présent a
I’extrémité 3. Lors de la stimulation, le fluorochrome émetteur transfert son énergie au
fluorochrome suppresseur voisin par le principe FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer) qui dissipe cette énergie sous forme de chaleur plutét que d’émettre de la

fluorescence.

Etant donné que I’activité 5’-exonucléasique de la Taq polymérase est spécifique a ’ADN
double brin, les sondes libres en solution demeurent intactes et aucune fluorescence n’est émise
(Poitras et Houde, 2002).

Lors de I’étape d’hybridation, la sonde et les amorces se fixent a leurs séquences

complémentaires respectives.

A T’étape suivante, la Taq polymérase débute I’élongation du nouveau brin d’ADN a partir
de I’amorce jusqu’a ce qu’elle rencontre sur son passage la sonde hybridée, elle I’hydrolyse avec

son activité 5’-exonucléasique.

Le reporter est alors libéré de I’environnement du suppresseur permettant ainsi I’émission
de fluorescence qui augmente a chaque cycle proportionnellement au taux d’hydrolyse de la

sonde (Poitras et Houde, 2002).

Cette technique permet la discrimination allélique grace a I’utilisation de deux amorces sens,
dites de diagnostic, correspondant respectivement, aux alleles sauvage et muté V617F ainsi
qu’une amorce commune. L’amplification PCR se produit uniquement lorsque les amorces et
la cible sont complémentaires & 100% ; dans le cas contraire, I’amplification ne peut se réaliser.

Par ailleurs, la surveillance en temps réel de I’accumulation du produit de PCR au cours de
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I’amplification peut étre utile en tant que méthode semi-quantitative de la détection de la
mutation JAK2V617F (Marras et al., 2002; Sherrill et al., 2004) (Figures 17 et 18).
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Figure 17 : Hydrolyse des sondes (Hydrolysis probes: Tagman assay) (a) Durant 1’étape de
dénaturation, la sonde est libre en solution. (b) A la température d’hybridation, la sonde et les
amorces s’hybrident a leurs séquences cibles respectives et la proximité des fluorochromes
permet I’inhibition de la fluorescence. La polymérisation débute. (c) La polymérase se déplace
et hydrolyse la sonde. Le fluorochrome émetteur est libéré de I’environnement du suppresseur

ou quencher permettant ainsi I’émission de la fluorescence (Poitras et Houde, 2002).
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Figure 18 : - Modeéle graphique de la PCR en temps réel ou I’intensité de la fluorescence
est exprimée en fonction du nombre de cycles. L’intensité de la fluorescence a chaque cycle est
proportionnelle a la concentration d’amplicons, le cycle seuil (Ct) représente le nombre de
cycles requis ou le signal d’émission de fluorescence est statistiquement et significativement
plus élevé que la ligne de base (Poitras et Houde, 2002).
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11. 3. 2. Mode opératoire
1. 3. 2. 1. Préparation du mélange réactionnel

Pour chaque échantillon, deux mélanges reactionnelles doivent étre préparés, qui différent
par la nature de la sonde (de référence ou mutée). Chaque mélange doit contenir (pour un
échantillon) : 10 ul du mélange de master mix (contient : ADN polymerase, dNTPs et Mgclz),
7 ul d’eau distillée stérile et 2 ul de sondes. Nous déposons ensuite 19 pl du mélange dans
chaque puits (pour chaque échantillon : unpuits pour la détection du gene sauvage et un puits
pour la détection de la mutation). Nous déposons ensuite 2 ul de ’échantillon d’ADN dans les
deux puits correspondants, tout en veillant a bien mélanger en pipetant 2 a 3 fois. Enfin, la plaque
d’amplification doit étre recouverte par un film adhésif pour éviter tout risque d’évaporation

pendant ’amplification (Figure 19 voire annexe 2).

I1. 3. 2. 2. Amplification
La plaque d’amplification est placée dans un thermocycleur (Applied Biosystems 7500)
(Figure 20 voire annexe 2) pour suivre un programme spécifique qui dure 95 min (Tableau I).

Tableau I : Protocole d’amplification pour la recherche de la mutation JAK2 V617F.

TEMPS

ETAPES TEMPERATURES

10min

Dénaturation 95°c

Dénaturation 92°c 15s
5cycles

Hybridation/élongation 58°c 1min

Dénaturation 92°c 15s
40cycles

Hybridation/élongation 60 °c Imin

Conservation 4°C ©0

Il. 3. 2. 3. Interprétation des résultats
L’interprétation des résultats de la PCR en temps réel Tagman nécessite 1’utilisation de
logiciel spécifique (7500 software v2.0.6). En effet, un ordinateur est directement connecté au

détecteur du thermocycleur (Applied Biosystems 7500) pour récolter les données en temps réel.
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L’interprétation est facilitée par la présentation des résultats sous forme de courbes

d’amplification, correspondant a I’émission de la fluorescence (FAM) a chaque cycle.

On trouve si joint exemple d’un échantillon d’ADN positif (figure 21) et un autre negatif
(figure 22) pour la mutation JAK2V617F.
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Fiaure 22: Exemple d’un échantillon d’ADN négatif pour la mutation
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Résultats et Discussion

l. RESULTATS

Dans cette partie du mémoire, nous allons présenter, interpréter puis discuter les résultats

obtenus concernant les aspects :

- Epidémiologiques (sexe, age et le type de pathologie).
- Moléculaires (mutation JAK2 VV617F chez la population globale)

L’impact du statut mutationnel sur les indices épidémiologiques et les parametres

hématologiques de ces patients a aussi été analysé.
1.1. Caractéristiques de la cohorte

Notre étude a inclus 380 patients classes en quatre categories selon la suspicion diagnostique :
la premiere catégorie comporte 167 patients chez lesquels on suspecte une TE (Thrombocytémie
Essentielle) avec un pourcentage de 44%. La deuxiéme comporte 107 patients chez lesquels une
PV (Polyglobulie de Vaquez) a été suspectee, avec un pourcentage de 28%. La troisiéme catégorie
comporte 46 patients chez lesquels on suspecte une MFP (Myeélofibrose Primitive), ce qui
représente un pourcentage de 12% et enfin une catégoriec qu’on a nommé NMP non classés,
représentée par 60 patients (16%) qui n’ont pas pu étre classés dans ’une des trois catégories PV,
TE ou MFP.

Nous allons présenter nos résultats en deux parties. La premiere partie, épidémiologique décrit
la population étudiée selon I’origine géographique, le sexe, I’dge et le type de pathologie. La
deuxiéme partie détermine la fréquence de la mutation JAK2 V617F dans la population globale,
ainsi que I’impact du statut mutationnel sur les indices épidémiologiques et les parameétres

hématologiques de ces patients.
I. 1.1. Répartition des patients selon le sexe et I’age

Nous avons constaté une prédominance féminine avec 202 femmes (53.16%), contre 178
hommes (46.84%). Le sexe ratio H/F est de 0.87 (Figure 23A). Par ailleurs, la figure23B montre
que les femmes prédominaient dans le groupe TE (n=110 ; 66%), et les hommes dans le groupe PV

(n=73 ; 69%), avec un sexe ratio respectivement de 0.52 et 2.21.

En revanche, une égalité (23 patients pour chaque sexe), dans le groupe MFP a été constatée
c’est-a-dire 50% de femmes et 50% d’hommes, donc un sexe ratio de 1. Dans les NMP non classés
nous constatons qu’il y a 36 patients du sexe féminin et 24 du sexe masculin correspondant

respectivement a 60% et 40%, avec un sexe ratio de 0,67.
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Concernant I’age, la moyenne de la population générale était de 56.28 ans avec un écart type de
22.34 ans (56.28+22.34 ans). Les moyennes d’age de chaque groupe sont illustrées dans la figure
24. L’age minimal est de 4 ans et maximal de 87ans. La stratification de la population selon les
tranches d’age est illustrée dans la figure 25 et révele que la tranche d’age la plus représentée est
celle de 60-69 ans avec 82 cas soit (21,58%). Dans cette tranche d’age, le phénotype TE
prédominait (Figure 26).

Bl 46.84% Hommes
= 53.16% Femme

Sexe ratio H/F=0.87

100+
MFP

e PV
m TE
Il Non classé

80+
65.87 %

Patients (%)

Figure 23 : Répartition des patients selon le sexe dans la population générale (A) et les

groupes (B).
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Figure 24 : Moyenne d’age (Année + SD) pour chaque groupe NMP.
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Figure 25 : Répartition de la population générale selon les tranches d’age.
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Figure 26 : Répartition des patients selon les tranches d’ages pour chaque type de pathologie.

1.1.2. Répartition des patients selon leur origine géographique

Sur I’ensemble des sujets présentant un Néoplasme My¢éloprolifératif (NMP), 188(49%)
proviennent de la wilaya d’Alger, 92(24%) de la wilaya de Blida, 24(6%) de la wilaya de Béjaia,
21(6%) de la wilaya de Setif, 10(3%) de la wilaya Tizi Ouzou et les 45 autres patients (12%)
proviennent d’autres wilayas (figure 27). La figure 28 représente la répartition des patients selon le

type de NMP par origine.
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Figure 27 : Répartition des patients selon leur origine géographique.

90 44%
80
70

60
25%

50
19% 45%
40

fréequence de la population

30%

30 12%
15%
6% 3’% - 29%

20 29%
\-m% N 1% 29% l o
(1]
10 " i 8% / \

Alger Blida Béjaia Setif
wilaya

ETE HPV W MFP B NMP non classés

Figure 28 : Répartition des patients selon le type de NMP par origine géographique.
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1.1.3. Répartition des patients selon les signes cliniques, biologiques et
anatomopathologiques

Cette analyse a pour but d’établir la fréquence des signes cliniques et biologiques dans les quatre
catégories. Les résultats sont compilés dans les tableaux Il et 111 ainsi que les figures 29, 30 et

31. L’analyse de ces résultats montre que :

Dans le groupe TE, une splénomégalie et des céphalées ont été observés respectivement chez
34,70% et 33.5% des patients. La sensation de fatigue a concerné la moitié du groupe (49.7%). Par
ailleurs, nous avons noté des thromboses, qu’elles soient veineuses (foie, rein, cerveau, rate) ou
artérielles dans 19,80% des cas. Un diabete et une hépatomégalie ont été rapportés respectivement
chez 6,60% et 7,80% des cas. D’autres signes cliniques ont également été notés a des fréquences
moins élevées comme : le syndrome de Budd-Chiari (4,20%) et I’Accident Vasculaire Cérébral
(AVC) ischémique (3,60%).

Concernant la biologie des patients du groupe TE, la majorité présentaient une thrombocytose
(84.2%), suivie d’une hyperleucocytose (56.0%) ainsi qu’un taux d’hématocrite bas (44.3%), un
taux d’hémoglobine bas (42.3%) et une anémie (38.8%). Par ailleurs, 3 patients ne présentaient

aucune anomalie biologique a I’inclusion.

Le frottis sanguin a été réalisé chez 113 patients chez lesquels une TE a été suspectée. On a noté
que 16 patients (14%) ne presentaient aucune anomalie et 84 patients (74%) présentaient une
anomalie des plaquettes.

Le frottis médullaire n’a été réalisé que chez 10 patients. On note que 2(20%) présentaient une
moelle de richesse normale, 5(50%) présentaient beaucoup de mégacaryocytes et 3(30%) ne

présentaient aucune anomalie.

Enfin, les résultats de la BOM (figure 30) réalisée chez 253 patients (67%) ont révélé que 53
(20.9%) étaient en faveur d’une TE.

Dans le groupe PV, 50% des patients présentaient une érythrose (surtout faciale ou
conjonctivale), 42.4% des vertiges, 41.5% une HTA, 39,60% une splénomégalie, 26.4% un prurit
et enfin 24,50% avaient des troubles visuels. D’autres signes cliniques étaient présents chez 3,80%

des patients, tels que les problémes cardiaques et la dyspnée.

Sur le plan biologique les patients atteints de PV avaient des taux anormalement élevés
d’hémoglobine, de I’hématocrite et une polyglobulie avec des taux respectifs de 93.8%, 89.9% et

81.9%. De plus, une hyperleucocytose (28.9%) et une thrombocytose (13.2%) ont été observées.

32



Résultats et Discussion

Les résultats du frottis sanguin réalisés chez 63 patients étaient comme suit : 33(52%) ne

présentaient aucune anomalie et 11(14%) présentaient une anomalie des plaquettes.

Le frottis médullaire n’a été réalisé que chez 7 patients. On note que 5(71%) ont révél¢ une

moelle de richesse normale, 1(14%) beaucoup de mégacaryocytes et 1(14%) aucune anomalie.

Enfin, les résultats de la BOM (figure 30) réalisée chez 253 (67%) patients a révélé que 39
(15.4%) étaient en faveur d’une PV.

Dans le groupe MFP, la suspicion de cette pathologie a été faite aprés objectivation d’une
my¢élofibrose suite a 1’étude de la moelle osseuse (Biopsie ostéomédullaire ou PBO). Une
fréquence élevée de ces patients présentaient une splénomégalie (82,60%) et des hémorragies
(digestive, rétinienne, cervicale ou méningée) pour 15,20% d’entre eux. Des signes non spécifiques

comme la fievre et ’amaigrissement ont également été notés, a I’inclusion.

Sur le plan biologique, on note que la majorité des patients présentaient une leucopénie (72.7%)
suivie d’une thrombopénie (62.9%), un taux d’hémoglobine bas (24.0%), un taux d’hématocrite
bas (23.5%) et une anémie (22.5%).0n note aussi qu’un seul patient MFP ne présentait aucune

anomalie biologique.

Concernant le frottis sanguin, réalisé chez 27 patients on note que: 7(26%) patients ne
présentaient aucune anomalie, alors que 5(19%) présentaient une anomalie des plaquettes.

On note aussi que le frottis médullaire réalise chez 10 patients, a révélé une moelle de richesse
normale chez 6 (60%), 2 (20%) présentaient beaucoup de mégacaryocytes et enfin 2(20%)
n’avaient aucune anomalie a signaler.

Cependant la BOM (figure 30) a réveélé que 44 (17.4%) étaient en faveur d’une MFP, 38(86%)
ont révélé une fibrose dont 9 (24%) de grade 1, 15 (39%) de grade 2, 11 (29%) de grade 3 et 3
(8%) de grade 4 (figure 31).

Dans le groupe des NMP non classées, nous avons observé une splénomégalie dans 63% des
cas, et de la fatigue chez 55% des patients. La thrombose était présente a une fréquence de 45%
tandis que 1’érythrose ne concernait que 8,3% des cas et seulement 6 patients présentaient des
hémorragies.

Sur le plan biologique, les patients présentaient une thrombopénie (25.7%), un taux
d’hémoglobine bas (24.0%), un taux d’hématocrite bas (23.5%), une leucopénie (22.7%) et une
anémie (22.5%). On note aussi que 13 patients, correspondant a 21% des cas, ne présentaient

aucune anomalie biologique, a I’inclusion.
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Le frottis sanguin réalisé chez 24 patients, n’a révélé aucune anomalie chez 13 patients (54%)
et une anomalie des plaquettes chez 4 patients (17%).

On note aussi que le frottis medullaire réalisé chez 9 patients seulement, a révélé une moelle de
richesse normale chez 4 patients (44%), beaucoup de mégacaryocytes chez 1 patient (11%) et
aucune anomalie chez 3 patients (33%). Enfin, la BOM (figure 30) a révélé 111 biopsies (43.9%)
en faveur d’un NMP non classé parmi les 253 biopsies réalisées.

Tableau 11 : Répartition des patients selon les signes cliniques.

Signes cliniques PV (n=107) TE (n=167) MFP (n=46)  NMP non classés
(n; %) (n; %) (n; %) (n=60)
(n; %)
Erythrose 53 (50%) 25 (15%) - 5 (8,3%)
Thrombose 26 (24,5%) 33 (19,8%) 4 (8,7%) 27 (45%)
Céphalées 55 (51,9%) 56 (33,5%) 8 (17,4%) 13 (21,7%)
Troubles Visuels 26 (24,5%) 24 (14,4%) 3 (6,5%) 3 (5%)
Splénomégalie 42 (39,6%) 58 (34,7%) 38 (82,6%) 38 (63%)
Erythromélalgie 10 (9,4%) 3 (1,8%) - 4 (6,7%)
Acouphénes - 1 (0,006%) - 1(1,7%)
Hémorragies 8 (7,5%) 5 (3%) 7 (15,2%) 6 (10%)
HTA 44 (41,5%) 63 (37,7%) 9 (19,6%) 10 (16,7%)
Budd-Chiari 6 (5,7%) 7 (4,2%) 1(2,2%) 5 (8,3%)
Prurit 28 (26,4%) 15 (9%) 3 (6,5%) 7 (11,7%)
Crise de goutte 1 (0,9%) 4 (2,4%) - -
Néphropathie - 3 (1,8%) 1 (2,2%) -
Fievre 13 (12,3%) 14 (8,4%) 11 (24%) 7 (11,7%)
Amaigrissement 22 (20,8%) 37 (22,2%) 17 (37%) 18 (30%)
Sueurs 11 (10,4%) 16 (9,6%) 10 (21,7%) 5 (8,3%)
Fatigue 51 (48,1%) 83 (49,7%) 28 (60,9%) 33 (55%)
Hépatomégalie 9 (8,5%) 13 (7,8%) 11 (24%) 18 (30%)
Vertiges 45 (42,4%) 55 (33%) 7 (15,2%) 16 (26,7%)
Diabete 8 (7,5%) 11 (6,6%) 3 (6,5%) 4 (6,7%)
Probléme Cardiaque 4 (3,8%) 8 (4,8%) 2 (4,3%) 7 (11,7%)
Dyspnée 4 (3,8%) 9 (5,4%) 1(2,2%) 5 (8,3%)
Probléme Thyroidien 2 (1,9%) 9 (5,4%) 3 (6,5%) 1(1,7%)
AVC 5 (4,7%) 6 (3,6%) - 3 (5%)
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Figure 29 : Répartition des patients selon les signes biologiques.

Tableau 111 : Répartition des patients selon les autres signes biologiques.
Parameétres PV (n=107) | TE (n=167) MFP (n=46) |NMP non classés (n=60)
Biologiques (n; %) (n; %) (n; %) (n; %)
LDH élevée 8 (7,7%) 11 (10,6%) 7 (6,7%) 3 (2,9%)

AU élevé 7 (8.8%) 9 (11.3%) 6 (7.5%) 2 (2.5%)
Agga”;fli:t%en'a 6(10.5%) = 5 (8.8%) 2 (3.5%) 3 (5.3%)
SAPL + 0 1 (5.0%) 0 0

SAPL - 3(15.0%) @ 6 (30.0%) 4 (20.0%) 6 (30.0%)
B12 élevée 1 (4.8%) 2 (9.5%) 0 1 (4.8%)
B12 bas 2 (9.5%) 1 (4.8%) 0 0
B12 normale 1 (4.8%) 6 (28.6%) 4 (19.0%) 5 (23.8%)
FER élevé 0 1 (4.3%) 0 0
FER bas 1 (4.3%) 3 (13.0%) 2 (8.7%) 2 (8.7%)
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FER normal 3 (13.0%) 8 (34.8%) 1 (4.3%) 4 (17.4%)
Ferritine élevée 1 (6.3%) 0 0 0
Ferritine basse 1 (6.3%) 3 (18.8%) 0 0

Ferritine normale | 4 (25.0%) 5 (31.3%) 2 (12.5%) 0
EPO basse 1 (33.3%) 1 (33.3%) 1 (33.3%) 0
D Dimeres élevés 0 1 (100%) 0 0

non concluantes; 2,4%

NMP non
classé ; 43,9%

Biopsie ostéomedullaire

PV
TE
m MFP
H NMP

B NON conduante

Figure 30 : Répartition des patients selon le résultat de la PBO.
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Figure 31 : Répartition des patients MFP selon le grade de la fibrose a la PBO.
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|. 2. Etude de la mutation JAK2 V617F

Dans notre étude, la mutation JAK2 V617F a été détectée chez 274 patients, soit 72% des cas et
28% ne portaient pas la mutation. Cette différence est hautement significative avec une valeur
P<0.0001 (Figure 32). Dans la population générale, nous avons remarqué que la mutation JAK2
V617F était plus fréquente chez les femmes (54% ; n=148) comparée aux hommes (46% ; n=126).
Elle était plus fréquente dans la tranche d’age 60-69 ans avec un taux de 34% (n=57) suivi de celle
des 50-59 ans et 70-79 ans avec 54 cas dans chacune (32%). Par contre, aucun cas n’a été observé

dans la tranche d’age 10-19 ans (Figure 33).

La distribution de la mutation JAK2 V617F variait dans les 4 groupes. En effet, elle a été
retrouvée chez 81% des patients (n = 87) du groupe PV, 79% des patients du groupe TE (n= 132),
37% des patients du groupe MFP (n=17) et 63% des patients de groupe NMP non classées (n=38)
(Figure 34).
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Figure 32 : Répartition des patients selon le statut mutationnel V617F du géne JAK2.

37



Résultats et Discussion

40%
34%
35% 32% 32%
30%
F 25%
]
S 20%
©
< 15%
10%
5% %
0%
0% [ ]

m0-9 m010-19 m50-59 wm60-69 m70-79

Figure 33: Répartition de la population JAK2 V617F positive selon les tranches d’age.
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Figure 34 : Répartition des patients appartenant aux différents groupes NMP selon le statut
mutationnel V617F du gene JAK2.
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I. 2. 1. Répartition de la population JAK2 V617F positive par origine géographique

La figure 35 repréesente la répartition de la population positive pour la mutation JAK2 V617F
par origine géographique. Nous remarquons que sur les 274 individus porteurs de la mutation, 140
sont de la wilaya d’ Alger, 67 de la wilaya de Blida, 18 de la wilaya de Béjaia et 16 de la wilaya de
Sétif, soit respectivement 58%, 28%, 7% et 7%.

T JETE]
7%

P

Alger mBlida ™ Bedjaia ® Setif

Figure 35 : Repartition des patients JAK2V617F+ selon leur origine geographique.

1.2.2. Etudes comparative des caractéristiques épidémiologiques et cliniques entre patients
JAK2 V617F positifs et négatifs

v" Groupe PV

Les patients atteints de PV positifs a la mutation JAK2 V617F, étaient au nombre de 87 cas,
avec un age moyen de 57,35 ans, un écart-type de 14.24 ans et un sexe ratio de 1,72 (55/32). Une
érythrose était observée chez 33 % des cas, alors que 15% des cas présentaient des troubles visuels.

La majorité des cas de PV étaient de sexe masculin (Tableau 1V).

La moyenne d’age des 20 patients PV JAK2 V617F négatifs était de 50,6 ans, un écart-type de
11,88 ans et un sexe ratio de 9 (18/2) avec 10% de sexe féminin et 90% masculin. Les patients ont
particulierement présentés des vertiges (30%), des érythroses (27%) et une HTA (24%) (Tableau
V).
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v" Groupe TE

Le tableau V regroupe les caractéristiques épidémiologiques et cliniques de 132 patients,
répartis en 45 hommes et 87 femmes, avec un sexe ratio de 0,52 et un &ge moyen de 58,51 ans et
un écart-type de 17,26 ans. Ces patients ont présenté de la fatigue (33%), une splénomégalie (26%),
des céphalées (24%) et des thromboses (17%).

35 patients de phénotype TE étaient négatifs pour la mutation JAK2 V617F. La moyenne d’age
était de 50,49 ans, un écart-type de 18,61 ans et un sexe ratio de 0.46 (11 /24) avec 68,57% de sexe
féminin et 31,43% de sexe masculin. Ces patients ont présenté, principalement, une asthénie
(48%), des céphalées (25%) et une splénomégalie (22%) (Tableau V).

v" Groupe MFP

17 patients de phénotype MFP étaient positifs a la mutation JAK2 V617F. L’age moyen était
de 59 ans, un écart-type de 18,57 ans et le sexe ratio H/F était de 1,13. La quasi-totalite des patients

présentaient une splénomégalie (n=16) et des hémorragies dans 4% des cas (Tableau VI).

La moyenne d’age des 29 patients MFP JAK2 V617F négatifs était de 45.93 ans avec 55% de
sexe féminin et 45% masculin. Les patients ont particulierement présentés une splénomégalie

(47%) et des hémorragies dans 13% des cas.
v" Groupe NMP non classés

38 patients du groupe des NMP non classés éetaient positifs pour a la mutation JAK2 V617F.
L’age moyen de ces patients était de 54,8 ans, un écart-type de 19,97 ans et un sexe ratio H/F de
0,73 (16/22). Le profil épidémiologique de ce groupe est caractérisé par une fréquence de

splénomégalie de 23% et des thromboses dans 14% des cas (TableauVII).

Les 22 autres cas étaient négatifs pour la mutation JAK2 V617F. La moyenne d’age est de
53,55 ans et un écart-type de 15,5 ans avec 64% des femmes et 36% des hommes, donc un sexe

ratio de 0,57. Ces patients ont aussi présentés des thromboses et une splénomegalie (TableauVII).

1.2.3. Etudes comparative des caractéristiques biologiques et anatomopathologiques entre
patients JAK2 V617F positifs et négatifs

L’analyse des tableaux V111 compilant ’essentiel des résultats de 1’étude comparative des

parametres biologiques entre patients JAK2 V617F positifs et négatifs, montre que :
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Dans le groupe PV JAK2 V617F positifs, 77.1% des patients présentaient une polyglobulie,
26.5% une hyperleucocytose et 10.5% une thrombocytose. Le groupe de phénotype PV JAK2
V617F négatif était marqué par des taux d’hémoglobine et d’hématocrite élevés (respectivement

21% et 16%) et une polyglobulie (5%).

Le frottis sanguin des patients PV JAK2V617F positifs a donné les résultats suivants : 10
patients (6%) présentaient une anomalie des plaquettes alors que 27(17%) n’avaient aucune
anomalie. Pour le groupe PV JAK2V617F négatifs, seulement 1 patient (2%) présentait une
anomalie des plaquettes et 6 (9%) ne présentaient aucune anomalie.

Le frottis médullaire des patients PV JAK2V617F positifs a donneé les résultats suivants: 4(24%)
patients présentaient une moelle de richesse normale et 1 seul (6%) présentait beaucoup de
meégacaryocytes. Alors que pour le groupe PV JAK2V617F négatifs, on note que 1 seul patient

(5%) présentait une moelle de richesse normale et 1 seul (5%) n’avait aucune anomalie a signaler.

Pour le groupe PV JAK2V617F positif, la BOM (Figure 38) montre que 30 (20.4%) étaient en
faveur d’une PV alors que pour les patients JAK2V617F négatifs (Figure 36) 9 (8%) étaient en

faveur d’une PV.

Dans le groupe de phénotype TE JAK2V617F positif, 67.4% présentaient une thrombocytose,

48.2% une hyperleucocytose et 38.8% une anémie.

Le groupe de phénotype TE JAK2 V617F négatif était marqué par une thrombocytose et une
hyperleucocytose (8%).

Pour le frottis sanguin des patients TE JAK2V617F positifs : 71(44%) patients présentaient une
anomalie des plaquettes et 14(9%) n’avaient aucune anomalie a signaler. Alors pour le groupe TE
JAK2V617F négatif, on note que 2 patients (3%) n’avaient aucune anomalie et 13(20%)

présentaient une anomalie des plaquettes.

Concernant le frottis médullaire du groupe TE JAK2V617F positif: 1 patient (6%) ne présentait
aucune anomalie et 2(12%) présentaient beaucoup de mégacaryocytes. Pour Le groupe TE
JAK2V617F négatif, on note que 2 patients (11%) pressentaient une moelle de richesse normale,

3(15%) présentant beaucoup de mégacaryocytes et 2(11%) n’avaient aucune anomalie a signaler.

La BOM (Figure 38) pour le groupe JAK2V617F positif a donné les résultats suivants: 32
biopsies (21.8%) en faveur d’une TE, alors que pour le groupe JAK2V617F négatif (Figure 36) :
21 étaient (20%) en faveur d’une TE.

41



Résultats et Discussion

Dans groupe de phénotype MFP JAK2V617F positifs, on note la présence d’une anémie
(15%), une thrombopénie (11.4%) et une leucopénie (9.1%).

Le groupe de phénotype MFP JAK2 V617F négatif était marqué par une anémie (21%), une

thrombopénie (51%) et une leucopénie (64%).

Concernant le frottis sanguin du groupe MFP JAK2V617F positif, on note que 4 patients (2%)
présentaient une anomalie des plaquettes et 5(3%) ne pressentaient aucune anomalie. Alors que
dans le groupe MFP JAK2V617F négatif, on a observé que 1 seul patient (2%) présentait une
anomalie des plaquettes et 2(3%) ne présentaient aucune anomalie.

Le frottis médullaire pour le groupe MFP JAK2V617Fpositif a révélé que 3 patients (18%)
présentaient une moelle de richesse normale, 2 (12%) présentaient beaucoup de mégacaryocytes
et 1 seul (6%) aucune anomalie. Pour le groupe MFP JAK2V617F négatif, les résultats montre que
3 patients (15%) présentaient une moelle de richesse normale et 1 seul (5%) n’avait aucune

anomalie.

Enfin la BOM (Figure38) pour le groupe JAK2V617F positif a révélé que 17 biopsies (11.6%)
étaient en faveur d’une MFP, dont 15 (88.2%) présentaient une fibrose: 1 (6.7%) de grade 1, 8
(53.3%) de grade 2, 4 (26.7%) de grade 3 et 2 (13.3%) de grade 4 (Figure39).

Alors que pour le groupe JAK2V617F négatif on note que 27 biopsies (25%) étaient en faveur
d’une MFP (Figure36), dont 23 présentaient une fibrose : 8 (35%) de grade 1, 7 (30%) de grade
2, 7 (30%) de grade 3 et 1 (4.3%) de grade 4 (Figure 37).

Le groupe de phénotype NMP non classés JAK2V617F positif était compose de 11.4% de
patients présentant une thrombopénie, 9.1% une leucopénie et 12.5% une anémie. Le groupe de
phénotype NMP non classés JAK2 V617F négatif était marqué par une thrombopénie et une

leucopénie (14%) ainsi que par une anémie (10%).

Les résultats du frottis sanguin pour le groupe NMP non classés JAK2V617F positif, montre
que 4(2%) présentaient une anomalie des plaquettes et 7(4%) ne présentaient aucune anomalie.
Alors que les résultats du groupe NMP non classes JAK2V617F négatif montrent qu’aucun patient

n’avait une anomalie des plaquettes.

Pour le frottis médullaire du groupe NMP non classes JAK2V617F, 1 seul patient (6%)
présentait une moelle de richesse normale. Alors que dans le groupe NMP non classés JAK2V617F
négatif, on note que 3 patients (15%) présentaient une moelle de richesse normale et 3(15%)

n’avaient aucune anomalie a signaler.
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La BOM du groupe JAK2V617F positif a révélé que 62 (42.2%) étaient en faveurd’un NMP
non classé (Figure 38) ; alors que pour le groupe JAK2V617F négatif (Figure 36) on note que 49

biospsies (46%) étaient en faveur d’un NMP non classés.

Tableau IV : Comparaison des caractéristiques épidémiologiques dans le groupe PV selon le
statut mutationnel JAK2 V617F.

JAK2 V617F JAK2 V617F
PV o ] Valeur P
Positif négatif
Nombre 87 20 /
Age Moyen 57,34 50,6 /
Femmes 32 (37%) 2 (10%) /
Hommes 55 (63%) 18 (90%) /
Erythrose 43 (33%) 10 (27%) _
Troubles
) 19 (15%) 7 (19%) 0,2
Visuels
Vertiges 32 (24%) 11 (30%) 0,2
HTA 37 (28%) 9 (24%) 1
*:P<0.05

TableauV : Comparaison des caractéristiques épidémiologiques et cliniques dans le groupe TE
selon le statut mutationnel JAK2 V617F.

TE JAK2 V617F positif IR V6_17F Valeur P
négatif
Nombre 132 35 /
Age Moyen 55,46 50,49 /
Hommes 87 (66%) 24 (69%) /
Femmes 45 (34%) 11 (31%) /
Thrombose 31 (17%) 2 (5%) ;
Splénomégalie 49 (26%) 9 (22%) 0,23
Céphalées 46 (24%) 10 (25%) 0,5
Fatigue 63 (33%) 19 (48%) 0,5

*:P<0.05
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Tableau VI : Comparaison des caractéristiques épidémiologiques et cliniques du groupe MFP
selon le statut mutationnel JAK2V617F.

MFP JAK2 V617F positif | JAK2 V617F négatif Valeur P
Nombre 17 29 /
Age Moyen 59 45,93 /
Femmes 8 (47%) 16 (55%0) /
Hommes 9 (53%) 13 (45%) /
Hémorragies 1 (4%) 6 (13%) 0,2
Splénomégalie 16 (73%) 22 (47%) 0,2
Fiévre 1 (5%) 9 (19%) 0,06
Amaigrissement 4 (18%) 10 (21%) 0,5
JAK2 V617F JAK2 V617F
NMP non classés positif négatif Valeur P
Nombre 38 22 /
Age Moyen 54,8 53,5 /
Femmes 22 (58%) 14 (64%) /
Hommes 16 (42%) 8 (36%0) /
Erythrose 5 (5%) 0 0,14
Thrombose 15 (14%) 12 (17%) 0,17
Splénomégalie 25 (23%) 12 (17%) 0,7
Céphalees 8 (7%) 5 (7%) 1
Hémorragies 5 (5%) 1 (1%) 0,39
HTA 7 (6%) 3 (4%) 0,73
Amaigrissement 7 (6%) 10 (14%) 0,73
Fatigue 16 (15%) 16 (22%) 0,03%
Hépatomégalie 10 (9%0) 8 (19%0) 0.55
Vertiges 11 (10%) 5 (7%) 0,76
*:P<0.05

Tableau VII: Comparaison des caractéristiques épidémiologiques et cliniques du groupe NMP

non classés selon le statu mutationnel JAK2V617
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Tableau VII11: Comparaison des parametres biologiques entre patients positifs et négatifs pour la mutation dans les différents groupes

Parametres biologiques

Anomalie de la

LDH coagulation B12 Fer
Mutation
Jakagroth‘ Elevé Non Présence Absence Elevé Non Basse Non Elevé non Bas Non
PV (1) 6 81 5 82 0 87 1 86 0 87 0 87
PV () 2 18 1 19 1 19 1 19 0 20 1 19
Valeur P 0.64 1 0.18 0.34 0.18
TE (1) 9 123 3 129 0 132 2 130 1 131 1 131
TE () 2 33 2 33 2 33 0 35 0 35 0 35
Valeur P 1 028 0,04* 1 1
MFP (+) 5 12 2 15 0 17 0 17 0 17 3 14
MFP () 2 27 0 29 0 29 0 29 0 29 1 28
Valeur P 0.08* 0.13 1 1 0.13
Non classé () 1 37 3 35 0 38 0 38 0 38 4 34
Non classé (-) 2 20 0 22 1 21 0 22 0 22 1 21
Valeur P 0.54 0.29 0.36 1 0.64
*: P <0.05
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Tableau VII11: Comparaison des parametres biologiques entre patients positifs et négatifs pour la mutation dans les différents groupes (Suite)

Parametres biologiques

Ferritine EPO D diméres
Mutation Jak2/eroupe Elevée Non Basse [Non Basse Non Présence | Absence
PV (+) 0 87 0 87 1 86 0 87
PV () 1 19 1 19 3 17 1 19
Valeur P 0.18 0.13 0.02* 0.18
TE (+) 9 123 3 129 1 131 1 131
TE (-) 2 33 2 33 0 35 0 35
Valeur P 1 0.28 1 1
MFP () 0 17 0 17 1 16 0 17
MFP (-) 0 29 0 29 0 29 0 29
Valeur P 1 1 0.36 1
Non classé (1) 0 38 0 38 0 38 0 38
Non classé (-) 0 22 0 22 0 22 0 22
Valeur P 1 1 1 1

*:P<0.05
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EPY ETE EMFP NMP non classé

Figure 36: Résultats de la biopsie ostéomédullaire pour les patients JAK2V617F négatifs.

mgradel mgrade?2 mgrade3 grade 4

Figure 37 : Répartition des patients de phénotype MFP JAK2V617F négatifs selon le grade de
la fibrose.
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EPV ETE EMFP ENMPnonclassés = NONCONCLUANTE

Figure 38 : Résultats de la biopsie ostéomédulaire pour les patients JAK2V617F positifs.

Hl 2 m3 4

Figure 39 : Répartition des patients de phénotype MFP JAK2V617F positifs selon le grade de
la fibrose.
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Résultats et Discussion

Il. DISCUSSION :
La discussion s’articulera en 5 parties :
1) Analyse des caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée
2) Analyse des caractéristiques cliniques et biologiques de la population étudiée

3) Analyse de la fréquence de la mutation JAK2 V617F dans la population étudiée et par type
de NMP

4) Analyse de la population JAK2 V617F positive

5 Analyse de la population JAK2 V617F négative

1.1 Analyse des caractéristiques epidemiologiques de la population étudiée :
11.1.1 Repartition selon leur origine géographique:

La différence d’échantillonnage entre les wilayas peut étre expliquée par le fait que la wilaya
d’Alger est considérée comme un centre de référence pour la prise en charge de ces pathologies.
Il est a noter aussi qu’il pourrait y avoir des cas qui ne sont pas prise en charge par d’autres

établissements de sante a travers le pays.

Selon le type de pathologie, les taux les plus éleves des cas incidents des NMP sont dans la
wilaya d’Alger avec 83 cas pour la TE et 48 cas pour la PV. Nous notons aussi 22 cas de MFP.
Dans la wilaya de Blida, la TE et la PV restent les pathologies ou nous observons le taux le plus
élevé (41 cas pour TE et 28 cas pour PV), suivi des NMP suspectés (14 cas) de la MFP. Pour la
wilaya de Bejaia, la PV est majoritaire suivie par la TE. Placée en 4éme position la wilaya de Sétif
compte 8 cas de TE et 6 cas pour laPV et la MFP, alors qu’un cas était classé dans le groupes NMP

non classés.

Nous constatons que la PV et la TE restent les deux Néoplasmes Myéloprolifératifs les plus
fréquents dans les différentes wilayas étudiées de 1’Algérie comme cela a été observeé
précédemment pour I’ensemble de la population, ce qui laisse penser qu’il n’y a pas d’influence
de la situation géographique sur I’incidence de ces deux pathologies. Ces observations sont en
accord avec les travaux de Titmarsh et al., (2014) qui ont montré que la différence est non
significative pour 'incidence annuelle de la PV et la TE entre I’Amérique du Nord et ’Europe

(0,94 et 1,05 et de 0,96 et 1,60). Pour la MFP, seulement 44 cas sont partagés entre les quatre
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wilayas d’Alger, de Blida, de Béjaia et de Sétif, ce qui peut étre expliqué par le fait que ce soit le
plus rare NMP, ce qui est en accord avec I’analyse de Titmarsh et al., (2014). En effet ces derniers
ont rapporté que I’incidence annuelle de la MFP était de 0,46 en Europe, 0,46 en Amérique du
Nord et 0,63 en Australie.

11.1.2 Répartition selon le sexe

Les résultats obtenus sont en corrélation avec les données bibliographiques. En effet, plusieurs
études ont rapporté une prédominance masculine dans la PV, avec une variation du sexe ratio selon
les pays et I’affection. Dans le groupe PV, le sexe ratio est de 1,3 en Algérie tandis qu’il est de 3
en France. Ces observations sont en accord avec les résultats des enquétes épidémiologiques
nationales sur la PV et la TE, qui rapportent une prédominance masculine pour la PV (sexe ratio
égal a 1,3) et une prédominance féminine dans la TE (sexe ratio de 0,61) incluant 187 patients, ce
quiconcorde avec les résultats de notre serie (sexe ratio de 0,52 de 167 patients). [(Djouadi., 2009)
; (Belakehal et all., 2014)]. Par ailleurs, les enquétes menées en Europe, en Amérique du Nord,
en Asie et en Australie, ont révélé que I’incidence des PV diffeére de fagon non significative entre
le sexe masculin et féminin, alors que la population féminine est prédominante dans les cas de TE
[(Johansson, 2004) ; (Titmarsh et al., 2014)]. Cette prédominance féminine est plus nette pour
les moins de 40 ans et explique I’'importance du diagnostic pour pallier aux problémes rencontrés

au cours des grossesses dans la TE [(Briére et Belluci, 2002) ; (Osca-Gelis et al., 2013)].

Pour la MFP, nos résultats concordent avec une étude francaise de Lefrére et al., en 2008 ou

aucune prédominance d’un sexe n’a été notée. (Lefrére et al., 2008)
11.1.3 Répartition selon les tranches d’age

Nos observations sont en accord avec les travaux de Mehta et al., en 2014 aux USA, qui ont
rapporté que les NMP concernent surtout les individus de plus de 60 ans (Mehta et al., 2014). Ces
mémes observations ont été confirmées par 1’étude multicentrique effectuées a partir de 64
registres de cancers en Europe et qui montrent que 1’incidence des NMP est plus élevée dans la
tranche d’age 60-69 ans avec une incidence de 11,8 par 100000 habitants par an. Alors qu’un faible
taux d’incidence de (0,1 et 0,3) par 100 000 habitants est observé pour les tranches d’age 0-14 ans
et 15-24 ans respectivement (Visser et al., 2012).

De plus, selon Monnereau et al., (2013) I’incidence des NMP est identique entre I’homme et
la femme jusqu’a 40 ans puis elle augmente de 1,3 et 1,1 a 16,6 et 12,2 a I’4ge de 85 ans. La

moyenne d’age de survenue de ces pathologies dans notre étude est de (57,01 ans dans la TE),
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(55,36 ans dans la PV) et (50,76 ans dans la MFP) comparée a 69 ans chez I’homme et 73 ans chez
la femme en France, alors qu’en Italie, I’Age moyen de survenue des cancers rares en général est

de 60 ans (Trama et al., 2012).

Pour les PV, latranche d’age des 50-59 ans compte le plus grand nombre de cas (28), suivie de
celle de 60-69 ans et 70-79 ans avec 26 cas et 19 cas respectivement. Ces observations difféerent
des résultats de Belakehal et coll. qui rapportent a I’échelle nationale un pic de fréquence de la PV
pour la classe d’age des 60-69 ans (Belakehal et al., 2014). Par ailleurs, nos observations vont
dans la méme sens que la littérature occidentale qui rapporte un age médian au diagnostic des PV
entre 65 et 74 ans (Johansson et al., 2004 ; Moulard et all., 2014).

Pour la TE, notre moyenne d’age est de 57,01 ans, moyenne comprise dans la fourchette d’age
rapportée dans la littérature mondiale, a savoir entre 64,3 et 73 ans (Phekoo et al., 2006 ;
Rohrbacher et al., 2008). Cependant, cette valeur est legérement superieure a la moyenne
rapportée par Djouadi en 2009 sur les 187 cas de TE recensés a 1’échelle nationale (55 ans). Une
prédominance pour la tranche d’age 70-79 ans (33 cas) est observée suivie par celle de 60-69 ans
avec 29 cas. Nos résultats sont en accord avec ceux de Djouadi en 2009, ou un pic de fréquence

des TE a été observé pour les plus de 70 ans (Djouadi, 2009).

L’age moyen des cas de MFP est de 50,76 ans, ce qui est en désaccord avec la littérature qui
rapporte un age au diagnostic entre 69 et 79 ans [(Phekoo et al., 2006) ; (Moulard et al., 2014)].
La classe d’age la plus importante est celle de 60-69 ans avec 14 cas. 4 et 5 cas sont notés

respectivement pour chacune des deux tranches d’ages 70-79 ans et 50-59 ans.
11.2 Analyse des caractéristiques cliniques et biologiques de la population étudiée :
11.2.1 Reépartition des patients selon les signes cliniques :

Ces résultats peuvent étre expliqués par le fait que la PV soit caractérisée par une érythrose qui
est parfois associée a une thrombose, une splénomégalie et une HTA. Dans la TE, la thrombose est
un signe clinique essentiel pouvant étre accompagné d’une splénomégalie et d’une asthénie. Dans
certains cas, elle est révélée par des thromboses veineuses splanchniques comme le syndrome de
Budd-Chiari. De plus, la MFP est caractérisée par des signes non spécifiques qui peuvent étre

retrouvés dans les deux autres NMP classiques (Griesshammer et al., 1999 ; Dupuy et al., 2009).

Pareillement a notre étude (19,8% thrombose), dans 1I’étude algérienne de Djouadi de 2009, la
majorité des patients atteints d’une TE étaient asymptomatiques (68,46%) et seuls 19%

présentaient une thrombose (Djouadi, 2009).
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Ensuite, des fréquences similaires ont été rapportées pour les hémorragies dans le groupe MFP
(15,20% dans notre série) et 14,40% dans son étude (Djouadi, 2009).

De plus, I’étude de 1’équipe de Belakehal a retrouvé une faible fréquence des thromboses
(7,43%) et de la splénomégalie (2%) dans la PV. Par ailleurs, nos observations de 1’érythrose
faciale du groupe PV sont en accord avec les travaux multicentriques de Belakehal et al., 2014 en
Algérie, qui ont rapporté que la moitié des patients présentaient cette pathologie et seuls 11%

d’entre eux étaient asymptomatiques (Belakehal et al., 2014).
11.2.2 Répartition des patients selon les signes biologiques:

Nos résultats peuvent étre expliqués par le faite que sur le plan biologique, la PV soit
caractérisée essentiellement par la présence d’une polyglobulie et des taux élevés d”hémoglobine
et d’hématocrite, alors que la TE est caractérisée essentiellement par la présence d’une
hyperplaquettose (Dupuy et al., 2009). Les patients MFP dans notre étude présentent une
leucopénie et thrombopénie.

Ces résultats nous laissent poser 1’hypothese que la mutation JAK2V617F est la cause
principale de ces pathologies, car comme expliqué dans la partie théorique, la protéine JAK2 est
activée par I’érythropoiétine (EPO) qui est essentielle pour la lignée rouge, la thrombopoiétine
(TPO) pour la lignée plaquettaire et le G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) pour la
lignée granuleuse. Ces trois cytokines, en se fixant sur leur récepteur spécifique, entrainent
I’activation de la voie de signalisation JAK/STAT, transmettant un signal de survie et de

prolifération cellulaire (Nadjmi, 2015).

Les NMP classiques non-Phi (PV, TE et MFP) sont des maladies clonales résultant de
’acquisition d’une mutation au sein d’une CSH, entrainant une surproduction anormale de cellules
myéloides. Les mutations responsables de ces myéloproliférations sont toutes responsables de
dérégulations de la voie des récepteurs aux cytokines / JAK2 / STAT, qui conférent aux cellules
tumorales une indépendance ou une hypersensibilité vis-a-vis des cytokines et un avantage de

prolifération et de survie (Chomel et al., 2009 ; James et al., 2005).

Une étude transversale, réalisée par 1’équipe de Padaro et coll., portant sur 15 patients suivis
pour : TE (N =5), PV (N =9) et MFP (N =1). Chez les patients atteints de TE, I’hyperplaquettose
et I’hyperleucocytose étaient présentes a des fréquences respectives de 60% et 40%. Dans la PV,
22,22% des patients avaient une hyperleucocytose. Les mémes pourcentages ont été notés dans les

deux groupes présentant une hémoglobine élevée et un taux d’hématocrite élevé. Par ailleurs, une
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hyperplaquettose a été retrouvee chez 44,44% des patients. Enfin, le patient atteint de MFP ne

présentait aucune anomalie biologique, ce qui ne correspond pas a notre étude (Nadjmi, 2015).

11.3 Analyse de la fréquence de la mutation JAK2 V617F dans la population étudiée et par
type de NMP

La mutation JAK2V617F a été retrouvée chez 72% des patients donc presque chez les trois

quarts de la population étudiée.

Comment donc une mutation unique peut-elle étre a l’origine de trois pathologies
distinctes ? Plusieurs études ont permis de proposer des réponses et d’établir un modéle de la
pathogenése liée a cette mutation. Chez beaucoup de patients atteints de PV et de MFP, la
fréquence des homozygotes V617F dans les polynucléaires neutrophiles est élevée, alors que dans
les TE, les cellules malignes sont le plus souvent hétérozygotes (Scott et al., 2006). Le mécanisme
conduisant a cette homozygotie ne consiste pas en une perte d’alléle, mais résulte d’une
recombinaison mitotique acquise en 9p24 (locus JAK2) (Kralovics et al., 2002). Chez la souris,
la surexpression du gene JAK2 muté dans la moelle osseuse est a 1’origine d’un phénotype de PV
(Wernig et al., 2008). Deux lignees de souris transgéniques ont été créées ; I'une exprimant moins
d’alleles V617F que d’alléles sauvages, et I’autre exprimant autant d’alléles mutés que d’alleles
sauvages. Dans le premier cas, le phénotype observé se rapproche d’une TE et dans le deuxiéme,
il ressemble a une PV (Tiedt et al., 2006). Toutes ces observations montrent I’importance du ratio
alleles JAK2 V617F/ alleles JAK2 sauvages dans la détermination du phénotype de la maladie. Ce
phénomeéne pourrait s’expliquer par le fait que les protéines JAK2 sauvages inhiberaient en partie
les effets des protéines JAK2 mutées, sans doute par compétition au niveau du récepteur (Chomel
et al., 2009).

Nos résultats concordent avec les résultats de la littérature. En effet, cette mutation a été décrite
dans environ deux tiers des patients atteints de NMP quel que soit I’affection, soit dans environ
65% des cas (Baxter et al., 2005 ; James et al., 2005 ; Kralovics et al., 2005).

Ces données confirment que cette mutation est retrouvée chez la majorité des patients atteins

d’un NMP classique.

Dans le groupe de PV, la mutation JAK2 V617F est détectée chez 87 patients ce qui correspond
a 81,3% des cas. Ce taux est supérieur a celui rapporté par ’expérience de Harieche et coll., au
centre Pierre et Marie-Curie (CPMC) a Alger, ou la fréquence de la mutation était de 68,75%

(11/16) chez les patients PV (Harieche et al., 2014). Cependant, ce méme taux est légérement
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inférieur aux données occidentales ou la mutation a été observée chez 95 a 97% des patients atteints
de PV (Baxter et al., 2005 ; Kiladjian et al., 2012).

La méme fréquence que la nbtre (81,4%) a été observée sur une population atteinte de PV en
Gréce d’aprés 1’étude menée par Speletas et coll., en 2007 (Speletas et al., 2007), ainsi qu’au
Maroc ou Benmoussa et coll., rapportent une fréquence de 89% (Benmoussa et al., 2009). En
Arabie Saoudite, la fréquence de la mutation est de 91% chez les patients PV (Mamdooh et al.,
2012), alors qu’elle est de 96% au Brésil (Monte-Mor et al., 2007). La variation de la fréquence
du clone muté entre les différentes études est liée a la taille de 1’échantillon, les critéres utilisés
pour le diagnostic ainsi que la sensibilité de la technique utilisée pour la détermination de la

mutation qui différe d’une étude a une autre.

Nous avons recensés un total de 132 patients atteints de TE au sein de notre population d’étude,
avec une fréquence de la mutation de 79,0%. Ce taux se rapproche des valeurs rapportées par les
travaux européens dans les TE (75%) selon les études [(Cho et al., 2009) ; (Suksomyos et al.,
2012)].

Concernant le groupe de MFP, la fréquence de la mutation JAK2 V617F dans notre série est de
37% ce qui est en accord avec la fourchette de fréquences citées dans la littérature [(Kraloviks et
al., 2005) ; (Tefferi et al., 2008)]. Néanmoins, 1’expérience de Harieche et coll., rapporte une
fréquence de 16,6% de patients positifs pour la mutation sur un total de 6 cas de MFP étudies
(Harieche et al., 2014).

La comparaison entre notre étude et I’expérience de Harieche et coll. est difficile car chaque
centre en Algérie utilise ses propres moyens et les techniques sont parfois différentes, mais
présentent toutefois quelques inconvénients, elles sont qualitatives et non quantitatives. Ce qui
peut expliquer la discordance dans les fréquences de la mutation JAK2 V617F recherchée dans les
NMP classiques (PV, TE et MFP).

11.4 Analyse de la population positive pour la mutation JAK2V617F :
11.4.1 Répartition de la population JAK2 V617F positive par origine geographique :

La fréquence de la population positive pour la mutation selon les wilayas suit celle de la
population générale vue précédemment, c’est-a-dire majoritaire dans les wilayas d’Alger suivie de
Blida et de Béjaia. Cette similitude peut étre expliquée par la distribution inégale de la population

entre ces wilayas. Nous pouvons aussi dire que la mutation n’est pas spécifique d’une région par
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rapport a une autre ; et non pas parce que la population étudiée est sous I’influence d’un méme

environnement ou bien d’un style de vie commun car elle n’appartienne pas a la méme ethnie.

Malgre cela, si nous déterminons le statut mutationnel dans chaque wilaya nous constatons que a
Sétif, sur un total de 21 cas de NMP, 16 d’entre eux possedent la mutation soit 76,19%, alors qu’a
Béjaia 75% (18/24) de la population est JAK2 VV617F positive. A Alger, 74,47% (140/188) des cas
de NMP sont porteurs de la mutation, alors qu’a Blida seulement 72,83% (67/92) des cas portent
’alléle muté. D’aprés ces résultats, nous pouvons dire que sur ’ensemble de la population NMP,
plus de la moitié posséde le clone muté dans toutes les wilayas mais la mutation est plus fréquente
dans la wilaya de Sétif comparée aux autres. Ceci peut étre lié a I’exposition des individus de cette

wilaya a des facteurs environnementaux ou a des facteurs de risque propres a cette région.
11.4.2 Répartition de la population JAK2 VV617F positive selon le sexe

Ces observations rejoignent celles décrites précédemment pour la population globale ou nous
notons un sex ratio de 0,89 en faveur d’une prédominance féminine. Ces résultats suggerent que la
présence de la mutation JAK2 V617F n’est pas spécifique d’un genre dans notre population.
Pourtant, cette prédominance féminine n’est pas toujours vraie et dépend des types de NMP, de la
période d’¢étude, et de I’enregistrement de la maladie qui est trés variable entre les différentes

enquétes épidémiologiques (Anderson et al., 2012 ; Moulard et al., 2014).
11.4.3 Reépartition de la population JAK2 V617F positive selon la tranche d’age

Nos résultats confirment les données de la littérature qui stipulent que ces pathologies touchent
beaucoup plus les adultes a partir de 60 ans [(Visser et al., 2012) ; (Mehta et al., 2014)].

La mutation est absente chez les deux cas agés 10 ans et 15 ans que nous avons répertoriés dans
notre série. Ce résultat est en accord avec les travaux de Reid et coll. (Reid et al., 1988). En
comparant les deux stratifications, de la population globale a celle de la population JAK2 V617F
positive, nous remarquons que la tendance des deux répartitions reste similaire quel que soit le statut

mutationnel.

11.4.4 Reépartition de la population JAK2 V617F positive selon les signes cliniques

Les thromboses artérielles et/ou veineuses sont des complications fréquentes de NMP non
classés, et peuvent méme en étre la premiére manifestation. Dans les cas positifs, elles concernent
environ 63% des patients au total et révelent la maladie chez 14% des patients. Dans les cas négatifs,

elles concernent 37% des patients, 17% d’eux ayant déja eu un événement thrombotique au
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diagnostic. Les thromboses veineuses sont plus fréquentes (15 cas ; 7 individus positifs pour la

mutation et 8 pour ceux qui sont négatifs).

Les hémorragies concernent 1 a 5% des patients NMP non classés, ce sur-risque hémorragique
se corrige sous traitement cytoréducteur efficace. Elles sont digestives, rétiniennes, membre
inférieures et de localisation variable. Il s’agit principalement de manifestations hémorragiques
simples (ménorragies) mais, moins fréqguemment, peuvent également survenir des hémorragies

potentiellement graves (méninges).

Cliniqguement, la survenue de NMP non classés se manifeste par 1’apparition d’une volumineuse
splénomégalie (25/38 cas pour les patients positifs et 12/22 cas pour les cas négatifs), une

hépatomégalie, ainsi que le développement de la fatigue.

11.4.5 Repartition de la population JAK2 V617F positive selon les signes biologiques

Les résultats des patients positifs pour la mutation JAK2V617F nous ont confirmé qu’elle est
responsable des affections myéloprolifératives. Cette mutation empéche 1’auto-inhibition du
domaine kinase par le domaine pseudo-kinase, ce qui entraine une activation constitutive de la

proteine JAK2 indépendamment de la liaison du facteur de croissance au récepteur.

Ainsi, en I’absence de cytokine, la mutation JAK2 V617F induit I’activation des voies de
signalisation STAT, MAPK/ERK et PI3K/AKT (Garcon et al., 2006). La voie STAT favorise la
prolifération, la différenciation et la survie des cellules cibles. La voie MAPK/ERK est également
impliguée dans la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. La voie PI3K/AKT joue

principalement un role dans la survie et le controle du stress cellulaire.

Ceci expligue pourguoi on observe une prolifération spontanée des précurseurs erythroides en
culture, en I’absence d’EPO. Cette propriété des progeniteurs érythroides mutés peut se tester en
culture, pour distinguer les polyglobulies de cause primitive (causées par une mutation conférant
une indépendance a I’EPO), des polyglobulies de cause secondaire (sans anomalie intrinseque des

cellules hématopoiétiques, sans indépendance a I’EPO).

A noter que parmi les polyglobulies primitives, on distingue la polyglobulie primitive acquise
(polyglobulie de Vaguez) et les polyglobulies primitives congénitales. Ces dernieres sont tres rares,

et représentées quasi-exclusivement par des mutations du récepteur a I’EPO (Guillemette, 2018).

La méme technique est également réalisable pour les progéniteurs mégacaryocytaires, afin

d’identifier les thrombocytoses primitives (causées par une mutation conférant une indépendance
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a la TPO), des thrombocytoses de cause secondaire (sans anomalie intrinseque des cellules
hématopoiétiques, sans indépendance a la TPO). La prolifération spontanée des progéniteurs
mégacaryocytaires semble méme plus souvent retrouvée que celle des progeniteurs érythroides
(Mondet et al., 2015).

Dans les PV, les TE ou les MFP, on retrouve une prolifération spontanée des progéniteurs
érythroides et mégacaryocytaires plus freguemment en cas de mutation JAK2 V617F ou de
mutation de CALR, par rapport aux mutations du MPL ou dans les NMP « triple négatifs » (Beer
et al., 2006) et (Pardanani et al., 2006).

Des ¢études ont d’ailleurs démontrés que la recherche en premiere intention de la mutation
JAK2V617F pourrait permettre d’éviter la réalisation d’analyse supplémentaire sur la moelle

osseuse (James et al.,2006 ; Staerk et al., 2007).

La présence de la mutation V617F du géne JAK2 chez la majorité des patients atteints de NMP
a ouvert la voie du développement de molécules « anti-JAK », la molécule JAK2 devenant une
cible thérapeutique (Quintas-Cardama et Verstovsek., 2013).

1.5 Répartition de la population négative pour la mutation selon les signes biologiques :

Dans cette partic on va essayer d’expliquer les résultats négative pour la mutation, malgre que ces

des patients dont leurs BOM été en faveur d’un des trois types de NMP.

Plusieurs situations peuvent entrainer une augmentation d’un ou plusieurs paramétres

érythrocytaires, sans étre de vraies polyglobulies :

- Les syndromes thalassémiques hétérozygotes, dans lesquels on observe une augmentation du
nombre de globules rouges, sans augmentation de ’hémoglobine ni de I’hématocrite, et associée

a une microcytose (Guillemette, 2018).

- L’hémoconcentration, dans laquelle on observe une augmentation de ’hématocrite en raison
d’une diminution du volume plasmatique, une augmentation modérée de 1’hémoglobine, en

général sans augmentation notable du nombre de globules rouges (Guillemette, 2018).

Ainsi que les fausses thrombocytoses sont en général liées a des erreurs d’automates, la
réalisation d’un frottis sanguin est donc suffisante pour pouvoir affirmer une thrombocytose vraie
(Guillemette, 2018). De plus, d’autres mutations ont été décrites dans les NMPs classiques en
dehors de la mutation JAK2V617F.
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Tous les exons de JAK2 ont été séquencés dans le but d’identifier les mutations en cause dans
les PV, TE et MFP JAK2 V617F négatifs. Ces efforts ont permis de mettre en évidence
desmutations de I’exon 12 du géne JAK2, présentes uniquement dans la PV, chez environ 3-4%
des patients JAK2 V617F négatifs . Ainsi, la quasi-totalité des patients porteurs d’une PV portent
une mutation touchant le géne JAK2 (Guillemette, 2018).

Apres la découverte de ces mutations, plusieurs équipes ont recherché des mutations dans les
récepteurs associés a la protéine JAK2, tels que I’EPO-R, MPL ou le GCSF-R. C’est ainsi que des
mutations gain-de-fonction de MPL ont été identifiées : MPL W515L et W515K, puis de
nombreuses autres substitutions dans le méme géne. Ces mutations entrainent I’activation du
récepteur MPL en I’absence du ligand, elles sont retrouvées dans environ 7-8% des MFP et 4%
des TE. Elles n’ont été retrouvées ni dans la PV, ni dans d’autres hémopathies myéloides

(Guillemette, 2018).

De nombreuses mutations de CALR ont été decrites depuis 2013. 1l a été démontré que les
mutations de CALR activent la voie JAK2/STAT en activant le récepteur MPL, et dans une
moindre mesure le G-CSF-R, par interaction entre le domaine d’interaction aux lectines de CALR
et les sites de glycosylation de la partie N-terminale de MPL. Chez I’Homme, elles ont été
rapportées principalement dans les TE et les MFP, mais également dans de rares cas d’ARSI-T (ou
SMD/SMP-RS-T). De rares cas de PV avec mutation de CALR avaient été décrits, mais ces cas ne
remplissaient pas tous les criteres nécessaires au diagnostic d’une vraie PV. Une large étude n’a
retrouvé aucun cas de mutation de la CALR associée a une vraie PV, sur 578 patients avec

polyglobulie inexpliquée sans mutation du géne JAK2 (Guillemette, 2018).

Comme mentionné dans la partie théorique, les protéines LNK et CBL sont des protéines
inhibitrices de la voie JAK2/STAT. Des mutations de LNK ont été décrites dans de rares cas de
NMP. Dans un certain nombre de cas, elles sont associées a d’autres mutations « drivers » telles
que JAK2 V617F. La protéine LNK normale se lie a la protéine JAK2 et entraine 1’inhibition de la
voie JAK2/STAT, que cette voie ait été activée par la liaison du ligand a son récepteur ou par des
mutations « drivers ». Les mutations de LNK retrouvées dans les NMP alterent cette fonction
inhibitrice. CBL est une protéine a activité ubiquitine ligase, qui ubiquitine et dégrade les protéines
a activité tyrosine kinase et leurs récepteurs, mais également une protéine adaptatrice
multifonctionnelle, impliquée dans la régulation de la transmission du signal. Des mutations de
CBL sont retrouvées dans de rares cas de PV, TE ou MFP, mais également dans certaines formes

frontieres SMD/SMP et certains SMD. Dans les NMP, elles sont associées a un phénotype
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particulier, avec monocytose et fibrose médullaire, et a un mauvais pronostic (Guillemette,
2018).

En dehors de ces mutations « drivers », responsables de la myéloprolifération, de nombreuses
mutations associées ont été décrites dans les NMP, et pourraient étre responsables de
I’hétérogénéité de ces pathologies. Il s’agit principalement de mutations impliquées dans
I’épigénétique (méthylation de ’ADN et modification des histones) ou 1’épissage de ’ARN
(Tefferi et al., 2009) et (Mahfoudhi et al., 2015).

Parmi les mutations impliquées dans 1’épigénétique, les mutations de TET2 (tet méthylcytosine
dioxygénase 2) sont les plus fréquentes : elles sont retrouvées dans 4 a 11% des TE, 15% des PV,
20% des MFP et jusqu’a 26% dans les LAM secondaires aux NMP. Ce sont des mutations perte-
de-fonction, qui favorisent 1’amplification des progéniteurs et des cellules souches
hématopoiétiques (CSH), et pourraient donc favoriser la prolifération des clones de CSH muteées
dans les NMP (Guillemette, 2018).
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Conclusion et Perspectives

Reéunis sous le terme de Néoplasmes Myéloprolifératifs classiques ou Philadelphie négatif,
la Polyglobulie de Vaquez, la Thrombocytémie Essentielle et la Myélofibrose Primitive ; sont
des hémopathies malignes qui touchent la lignée myéloide. Il parait qu’ils résultent des
dérégulations profondes impliquant les acteurs des grandes voies de signalisation cellulaire et

de la réponse a I’environnement cytokinique.

Dans ce travail de thése nous avons abordé les NMP sous différents angles, dans le but d’en
comprendre au mieux les mécanismes moléculaires et de mettre en relief I’implication des
mutations de JAK2 V617F. La mutation JAK2 V617F peut coexister avec d’autres évenements

génétiques dans les NMP, comme elle peut étre un événement secondaire de ces évenements.

La recherche de cette mutation constitue un nouvel outil diagnostique important dans les
NMP hors LMC, elle a conduit ’OMS a revoir et a adopter des nouveaux criteres. Elle est
actuellement faite en cas de suspicion d’un NMP et lorsqu’elle est positive, le diagnostic est

certain et donc il reste a classer I’hémopathie.

Dans notre étude la recherche de la mutation par PCR en temps reel Tagman a permis la
révélation de la mutation chez 44% TE, 28% PV, 12% MFP et 16% NMP non classés (ceci est
peut due au mangue de détermination de la BOM dans notre centre). En effet, les résultats
indiquent d’une part une prédominance masculine dans la PV, d’une autre part, une
prédominance féminine dans la TE et les NMP non classés et une quasi-égalité dans la MFP.
Des plus, les groupes PV, TE et NMP non classes surviennent chez les patients de plus de 50
ans alors que la MFP a été suspectée chez les sujets plus jeunes dans notre série. Sur le plan
clinique et biologique, les épisodes thrombotiques et I’hyperplaquettose ont été les plus
fréquemment retrouvés dans la TE, alors que pour la PV, nous avons noté un taux élevé de
I’érythrose et de lapolyglobulie. La MFP et les NMP non classés présentaient une prédominance
de la splénomégalie et pour les signes biologiques ; I’anémie et la thrombopénie

respectivement. La plupart des patients étaient d’origine géographique du nord de 1’ Algérie.

A partir de I’ensemble de nos résultats, nous suggérons qu’a l’avenir, pour lutter
efficacement contre les NMP, qui présentent lourdement sur I’économie du pays, il serait
souhaitable de mettre en ceuvre une stratégie diagnostique par des tests JAK2 en routine dans
les services hospitaliers et établir des registres de NMP pour mieux connaitre ces pathologies

considérées comme rares jusqu’a ce jour.
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Il faudrait aussi continuer a identifier et caractériser de nouvelles mutations de JAK2,
notamment des doubles mutations (CALR, MPL, EZH), en utilisant des techniques d’imagerie
et les molécules thérapeutiques dans les protocoles cliniques, qui nous permettrait de mieux
appréhender le role complexe de JAK2, et plus précisément de ses mutants, dans la signalisation
cellulaire, lors de son association avec les récepteurs aux cytokines.

Enfin, pour améliorer la prise en charge de ces patients, il serait intéressant d’élargir cette
¢tude a la recherche de facteurs de risques pour les NMP par I’augmentation de la population
d’étude. Tous ces axes de recherches seraient événement avantageusement compléter par la
création d’un lien avec une prédisposition génétique, ou un évenement, qui serait capable
d’induire des désordres suffisamment importants dans les progéniteurs hématopoiétiques pour

provoquer les dérégulations que nous observons.
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Annexe 1

Tableau 1 : Critéres diagnostiques simplifiés des NMP classiques établis par ’OMS en 2016

(Alter et al., 2016)

TE

PV

MFP

CRITERE MAJEURS

CRITERES MAJEURS

CRITERES MAJEURS

1. Nombre de plaquettes >
450 x 10'/L

2. Biopsie de la moelle
osseuse indiquant la
prolifération prédominante de
la lignée mégacaryocytaire
ainsi qu’une augmentation du
nombre de gros
mégacaryocytes matures
hyperlobés. (La BMO est
nécessaire, entre autres pour
éliminer la MF)

3. Ne pas satisfaire aux
critéres de ’OMS en matiére
d’anomalie moléculaire
BCRABL1, de diagnostic de la
LMC, de la PV, de la MF
primaire, des SMD et
d’autres néoplasies
myeéloides
4. Présence d’une mutation
JAK2, CALR ou MPL

1. Hb > 165 g/L (hommes), >
160 g/L (femmes) OU
Hématocrite > 49 % (hommes),
> 48 % (femmes) OU
augmentation de la masse
érythrocytaire*

2. Biopsie de la moelle osseuse
(pas faite d’emblée au Québec
en PV) indiquant une
hypercellularité anormale selon
I’age touchant les 3 lignées
(panmyélose), y compris une
prolifération érythroide,
granulocytaire et mégalocytaire
nette présentant des
mégacaryocytes polymorphes
matures (différences de taille)

3. Présence de la mutation
JAK2V617F ou de celle de
I’exon 12 de JAK2

1. Présence d’une prolifération
mégacaryocytaire et d’atypie,
accompagnées d’une fibrose

réticulinique et/ou d’une
fibrose collagéne de grade 2 ou 3
(MO essentielle pour déterminer
I’étendue de la fibrose)

2. Ne pas satisfaire aux criteres
de ’OMS en matiére de : TE,
PV, LMC BCR-ABL1],
syndromes myélodysplasiques ou
d’autres néoplasies myéloides.

3. Présence d’une mutation des
genes JAK2, CALR ou MPL, ou
présence d’un autre marqueur
clonal ou absence de MF réactive
en I’absence de ces mutations.

CRITERES MINEURS

Présence d’un marqueur clonal
ou absence de données
probantes indiquant une
thrombocytose réactive (tx par
certains médicaments,
pathologies inflammatoires)

CRITERES MINEURS

Taux d’érythropoiétine (une
cytokine/hormone pour les
précurseurs des érythrocytes
dans la moelle osseuse (c'est un
facteur de croissance))sérique
sous la normale (compensation
rénale en produisant moins
d’EPO)

CRITERES MINEURS

Présence d’au moins un des
symptomes suivants confirmée a
deux reprises consécutives :
a. Anémie non attribuable a
une comorbidité
b. Leucocytose > 11 x 109 /L
c. Splénomégalie palpable
d. Augmentation du taux de
LDH a une valeur supérieure
aux limites normales de
I’intervalle de référence
institutionnel

Exigences relatives au
diagnostic : Satisfaire aux 4
critéres majeurs OU aux 3
premiers criteres majeurs
ainsi qu’au critére mineur

Exigences relatives au
diagnostic : Les 3 critéres
majeurs OU les 2 premiers
critéres majeurs et le critere
mineur

Exigences relatives au
diagnostic : Les trois critéres
majeurs et au moins 1 critére
mineur

*Plus de 25 % supérieure a la
valeur théorique normale
moyenne




Annexe 1

1.Régulation de la voie JAK/STAT

Les trois classes de régulateurs négatifs les plus connues sont : les protéines SOCS (suppressor
of cytokine signaling), PIAS (« Protein Inhibitor of Activated STAT ») et PTP (« Protein
Tyrosine Phosphatases») (Najmi, 2015).

1.1 PTP (Protein Tyrosine Phosphatases) :

Les PTP peuvent, grace a leur domaine SH2, se fixer directement sur les JAKs ou sur les récepteurs
aux cytokines lorsqu’ils sont phosphorylés. Une fois recrutées, elles déphosphorylent JAK et ses
substrats réduisant ainsi leur activité. Certaines PTP sont nucléaires et peuvent directement désactiver
les STATSs (Valentino et Pierre, 2006).

Les premieres phosphatases identifiees comme régulant la voie JAK/STAT ont été les protéines de la
famille SHP, SHP1 et SHP2 (SH2-domain containing phosphatases) (Laabyech, 2013). (figure 1)

Fgure 1: Régulation négative de la voie JAK/STAT par les phosphotyrosine
phosphatases (Pike et Tremblay, 2016).
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1.2 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 (Laabyech, 2013). 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 (Kile et Alexander, 2001). Les protéines de cette

famille utilisent différents mécanismes pour exercer leur effet inhibiteur. (figure 2).

cytokine
/

- receptor
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx
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Figure 2: Régulation négative de la voie JAK / STAT par SOCS (Alston et Dix ,2019).

(1) dimérisation des récepteurs transmembranaires apparentés .Cela amene les protéines JAK
a proximité pour se phosphoryler entre elles et les résidus de tyrosine sur les récepteurs.

(2) Protéines STAT amarré aux phosphotyrosines sur des sous-unités du récepteur.
(3) JAKSs activent STAT par phosphorylation.

(4) STAT activées se détachent de leurs récepteurs se dimérisent et se translogquent vers le
noyau.

(5) STAT agissent comme des facteurs de transcription pour des dizaines de cibles, y compris
le SOCS.

(6) dans le cytoplasme, les protéines SOCS peuvent se lier a diverses phosphotyrosines sur les
récepteurs, bloquant les STAT de leurs sites d'accueil.

(7) Avec leur KIRdomaines, SOCS1 et SOCS3 peuvent inhiber l'activité kinase des protéines
JAK, empéchant la phosphorylation des STATS.

(8) SOCS boxs facilitent ubiquitination des protéines cibles liées au SOCS pour la
dégradation par le protéasome.
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1.3. Les PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) :

L’activité transcriptionnelle des STATSs peut étre aussi inhibée par des protéines inhibitrices des

STATSs activées appelées «PIAS». Rawling et al.,2004)(figure 3).

Block DNA binding

Act as co- p—
repressors !

Transctipllonal
activation

Promote sumoylation

Nature Reviews Immunology 3; 900-911 Transcription inhibition?

Figure 3: Mécanismes d’inhibition de la voie JAK /STAT par PIAS.(Ke et Bin, 2003)

a | PIAS1 et PIAS3 bloguent l'activité de liaison a I'ADN des dimeres STAT.

b | PIASX et PIASY pourraient agir en tant que co-répresseurs transcriptionnels de STAT en
recrutant d'autres protéines co-répressives telles que I'histone désacétylase (HDAC).

c | Les protéines PIAS peuvent favoriser la conjugaison de petits modificateurs liés a
I'ubiquitine (SUMO) a STAT1
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FICHE DE RENSEINGNEMENTS :

Detection de la mutation JAK2V617F par technique de PCR en temps réel

o Clinique :

ATCD PEISONNEIS firutiiuiiiiriis i ctier st sts et e ssssbs s s sss st dseb e e b s seb st bbb seb bt sbb b et sbstassnbabes
Asthénie Hépatomégalie Durée d’évolution des symptédmes :...................
Perte de poids Splénomégalie Type :

Fievre Localisation :
Sueurs nocturnes Thrombose(s)

Céphalées Hémorragie(s) Localisation :
Vertige Sd de Budd Chiari Localisation :
Troubles visuels Erythrose Localisation:
prurit Erythromégalie

Dyspnée Autres :

HTA

Crise de goutte

o Biologie : priere de joindre a la presente demande une FNS récente (< 1 semaine).

Frottis sanguin : LDH
Acide urique

Fer sérique

Frottis médullaire : Vit B12

Anomalie(s) du bilan de la
coagulation

Biopsie ostéomédullaire : Bilan SAPL

Recherche du transcrit
BCR-ABL

Autres :

& TralteMent{S) oottt s s s s st aaes
o Modalités du prélévement : priére de prélever le sang total sur deux tubes avec EDTA le jour
de la demande de I'examen.

Signature et cachet :
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Figure 19 : Préparation de mélange réactionnel.
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Figure 20 : Amplification.
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