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Titre : Rôle des cellules endothéliales avec mutation JAK2V617F et des polynucléaires 
neutrophiles dans la physiopathologie de la thrombose des néoplasies myéloprolifératives 
  
Résumé : Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des maladies hématologiques acquises 
de la cellule souche hématopoiétique (CSH) caractérisées par une prolifération accrue de cellules 
sanguines. Une mutation activatrice de la protéine JAK2 (JAK2V617F) a été identifiée chez plus 
de 50% des patients. La survenue de thromboses au niveau artériel et veineux constitue une des 
principales complications au cours de ces maladies. Au cours d’un premier axe de travail, nous 
avons souhaité étudier les conséquences sur la physiopathologie de la thrombose de la présence 
de la mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales (CE). Utilisant deux approches 
complémentaires, in vitro avec l’utilisation de cellules endothéliales veineuses, et in vivo avec 
l’utilisation d’un modèle murin permettant la présence de la mutation JAK2V617F dans le 
compartiment endothélial, nous avons démontré que la présence de CE JAKV617F favorisait la 
survenue de thrombose. Cette augmentation de la survenue de thrombose était médiée par une 
augmentation de l’adhésion des leucocytes au niveau des CE JAK2V617F, secondaire à une 
augmentation d’expression de P-Sélectine à leur surface. Ce travail a permis de mettre en 
évidence un nouveau mécanisme de la physiopathologie de la thrombose au cours des NMP 
JAK2V617F. Au cours d’un second axe de travail, nous avons étudié les polynucléaires 
neutrophiles (PNN) et le phénomène de NETose (formation de neutrophil extracellular traps ou 
NET) au cours des NMP. Nous avons démontré que la formation de NET était augmentée dans 
une cohorte de patients avec NMP, tout comme des marqueurs indirects de NETose (ADN 
plasmatique, MPO-ADN plasmatique). Nous avons mis en évidence que les taux de MPO-ADN 
plasmatique étaient plus élevés chez les patients avec antécédents de thrombose par rapport aux 
patients sans. Nous avons confirmé ces résultats à l’aide de deux modèles murins différents dans 
lesquels nous avons également retrouvé une formation de NET augmentée. Nous avons mis en 
évidence que cette formation de NET participait à la physiopathologie de la thrombose, 
l’administration de DNAse entraînant une réduction de la survenue de thrombose. Enfin, nous 
avons démontré que les plaquettes JAK2V617F stimulaient la production de NET par les PNN 
JAK2V617F, suggérant une collaboration de ces deux types cellulaires au cours de la 
physiopathologie de la thrombose des NMP. 
  
Mots clés : Néoplasies myéloprolifératives, Cellules endothéliales, Polynucléaires neutrophiles, 
Thrombose, NET, mutation JAK2V617F. 
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Title: Implication of JAK2V617F endothelial cells and neutrophils in the physiopathology 
of thrombosis during myeloproliferative neoplasms 
  
Summary: Myeloproliferative neoplasms (MPN) are acquired hematologic diseases of the 
hematopoietic stem cell (HSC) characterized by blood cell proliferation. An activating mutation 
of the protein JAK2 (JAK2V617F) has been identified in more than 50% of patients. The 
occurrence of arterial and venous thrombosis is one of the main complications during these 
diseases. We first studied the consequences of the presence of the JAK2V617F mutation in 
endothelial cells (EC) on the physiopathology of thrombosis. We used two complementary 
approaches, in vitro with the use of human venous endothelial cells, and in vivo with the use of a 
mouse model allowing the presence of the JAK2V617F mutation only in the endothelial 
compartment: the PDGFb-iCreERT2;JAK2V617F/WT model. We first observed that PDGFb-
iCreERT2;JAK2V617F/WT  mice displayed a higher propensity for thrombosis. This increased 
thrombus formation was mediated by an increased leukocyte adhesion in presence of 
JAK2V617F EC, secondary to an increase in P-Selectin expression at their surface. This work 
made it possible to highlight a new mechanism of the physiopathology of thrombosis during 
JAK2V617F MPN. Then we studied neutrophils and the phenomenon of NETosis (formation of 
neutrophil extracellular traps or NET) during MPN. We demonstrated that NET formation was 
increased in a cohort of patients with MPN, such as indirect markers of NETosis (plasmatic 
DNA and MPO-DNA). We found that plasma MPO-DNA levels were higher in patients with a 
history of thrombosis compared to patients without. We confirmed these results using two 
different mouse models in which we also found increased NET formation. We found that NET 
formation was involved in the physiopathology of thrombosis, as DNAse administration resulted 
in a reduction of thrombosis occurrence. Finally, we demonstrated that JAK2V617F platelets 
stimulated NET formation by JAK2V617F neutrophils, suggesting collaboration of these two 
cell types during the physiopathology of thrombosis during MPN. 
  
Key words: Myeloproliferative neoplasms, endothelial cells, neutrophils, thrombosis, NET, 
JAK2V617F mutation 
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1ère partie : Les néoplasies myéloprolifératives 
 

 

I. Généralités sur l’hématopoïèse et les cellules souches 
hématopoiétiques 
 

Le sang est composé de différents types cellulaires ayant différentes fonctions, de la 

production d’anticorps (lymphocytes B) au transport d’oxygène (globules rouges) en passant par 

l’hémostase (plaquettes) ou bien la défense anti-infectieuse (polynucléaires neutrophiles). 

Malgré des durées de vie variables selon le type cellulaire (120 jours pour les globules rouges, 7 

à 10 jours pour les plaquettes, 24 heures pour les polynucléaires neutrophiles), le nombre de 

cellules sanguines circulantes reste constant dans le sang périphérique, du fait d’un 

renouvellement perpétuel. Ce renouvellement continu et régulé prend sa source au niveau d’un 

faible nombre de cellules, les cellules souches hématopoiétiques (CSH), dotées de capacités 

d’auto-renouvellement et de prolifération qui vont donner naissance à toutes les cellules des 

différentes lignées sanguines. 

 

C’est ce processus qu’on nomme hématopoïèse (Figure 1). Dans la moelle osseuse, de 

manière schématique, on distingue trois grands types cellulaires :  

 

-‐   les cellules souches hématopoiétiques, douées de propriétés d’auto-renouvellement et de 

différenciation vers l’ensemble des lignées hématopoiétiques. Elles sont dites 

multipotentes et leurs capacités de prolifération sont faibles.  

-‐   les progéniteurs hématopoiétiques, qui n’ont pas de propriétés d’auto-renouvellement 

mais peuvent proliférer et se différencier. Ces cellules sont engagées dans l’une des 

différentes lignées cellulaires.  

-‐   les précurseurs, cellules en cours de maturation et sans capacités de prolifération.  

 

La différenciation terminée, les cellules sanguines matures passent dans la circulation sanguine 

pour jouer leur rôle.  
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Deux grandes lignées sont classiquement séparées :  

 

-‐   la lignée lymphoïde dans laquelle on retrouve les lymphocytes B, T et natural killer 

(NK).  

-‐   la lignée myéloïde dans laquelle on retrouve les globules rouges, les plaquettes, les 

polynucléaires (neutrophiles et éosinophiles) et les monocytes.  

 

L’hématopoïèse est un processus complexe finement régulé. Ce processus implique en 

premier lieu une régulation cellulaire représentée par des facteurs de transcription exprimés 

différentiellement selon le type cellulaire, le stade de l’hématopoïèse, la lignée cellulaire. Ces 

facteurs de transcription, up- ou down-régulés, conduiront notamment vers la différenciation 

cellulaire vers l’une ou l’autre des lignées en se fixant à l’ADN via des motifs spécifiques 

permettant in fine l’expression de gènes cibles. L’autre régulation en jeu est une régulation 

exogène assurée par des facteurs de croissance hématopoïétique, sécrétés par des cellules à 

distance (on parle de régulation endocrine), à proximité (régulation paracrine) ou par les cellules 

elles-mêmes (régulation autocrine). Ces facteurs se lient à des récepteurs spécifiques situés à la 

surface des cellules hématopoiétiques : on parlera alors de couple ligand-récepteur. On peut 

différencier les facteurs de régulation positive (comme le G-CSF, le M-CSF, la thrombopoïétine 

ou l’érythropoïétine) ou négative (comme le TGF-béta ou le TNF-alpha). Même s’il est plus 

commode de séparer en deux grands ensembles les acteurs de cette régulation, ceux-ci sont 

cependant intimement liés, la fixation d’un ligand sur son récepteur entraînant l’activation intra 

cellulaire de voies d’aval conduisant à une expression différentielle de facteurs de transcription, 

qui conduira à la mise en place de boucles de régulation positive ou négative sur la sécrétion des 

ligands exogènes, et cætera, ... 
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Figure  1  :  Schéma  de  l’hématopoièse  humaine    
Les   cellules   souches   hématopoiétiques   (CSH)   ont   des   capacités   d’auto-renouvellement   et   de  
prolifération.  Une  CSH  se  divise  de   façon  asymétrique  pour  donner  naissance  à  une  CSH  et  une  autre  
cellule  «  engagée  »  dans  un  processus  de  différenciation.  Schématiquement,   l’hématopoièse  se  scinde  
en   trois   compartiments   :   cellules   à   potentiel  multipotent,   à   potentiel   oligopotent,   et   cellules   à   potentiel  
unipotent.    
Abréviations   :   HSC,   hematopoietic   stem   cell   ;;   MPP,   multipotent   progenitor   ;;   CMP,   common   myeloid  
progenitor   ;;   MLP,   multilymphoid   progenitor   ;;   MEP,   megakaryocyte/eryhtroid   progenitor   ;;   GMP,  
granulocyte/myeloid   progenitor,   CLP,   common   lymphoid   progenitor;;   Ery,   erythrocytes;;   MK/Pla,  
megakaryocyte/platelet;;   Neutro,   neutrophils;;   baso,   basophils;;   eosino,   eosinophils;;   mast,   mastocytes;;  
mono/macro,   monocytes,macrophages;;   LB,   lymphocytes   B;;   LT,   lymphocytes   T;;   LNK,   lymphocytes  
natural  killer.    
Figure   adaptée   de   la   figure   de   Antoniani   et   co-auteurs   dans   l’article   «   Epigenetic   Regulation   of  
Hematopoiesis   :  Biological   Insights  and  Therapeutic  Applications  »,  Stem  Cells  Translational  Medicine,  
2016.    
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II.  Classification et caractéristiques cliniques des néoplasies 
myéloprolifératives 
 

Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) dites classiques comportent quatre entités 

cliniques : la leucémie myéloïde chronique (LMC) caractérisée par la présence du gène de fusion 

BCR-ABL et les NMP BCR-ABL négatif incluant la polyglobulie de Vaquez (PV), la 

thrombocytémie essentielle (TE) et la myélofibrose primitive (MFP). Les NMP BCR-ABL 

négatif sont les maladies les plus fréquentes parmi les néoplasies myéloprolifératives et sont 

caractérisées par la production excessive de cellules sanguines différentiées, matures et 

pleinement fonctionnelles. Toutes les NMP sont la conséquence d’une mutation acquise au 

niveau d’une cellule souche hématopoïétique (CSH) qui va proliférer de manière clonale. Cette 

prolifération clonale va s’accompagner d’une hyperplasie d’une ou plusieurs lignées.  

 

Trois lignées hématopoiétiques sont principalement touchées (Figure 2) : 

  

-‐   la lignée mégacaryocytaire/plaquettaire dans la TE,  

-‐   la lignée érythrocytaire dans la PV, 

-‐   les lignées mégacaryocytaire et granuleuse dans la MFP.  
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Figure  2  :  Schéma  de  l’hématopoièse  en  présence  de  la  mutation  JAK2V617F  
La  mutation  acquise  JAK2V617F  apparaît  dans  une  cellule  souche  hématopoiétique  (CSH),  conférant  un  
avantage  prolifératif  clonal  aux  CSH.  La  prolifération  prédominante  dans   la   lignée  érythroide  mène  à   la  
polyglobulie  de  Vaquez  (PV),  dans  la  lignée  mégacaryocytaire  à  la  thrombocytémie  essentielle  (TE),  dans  
la  lignée  mégacaryocytaire  et  neutrophile  à  la  myélofibrose  primitive  (MFP).  
 

 

Bien que les présentations cliniques de ces trois différentes NMP soient distinctes dans leurs 

formes typiques, le diagnostic précis peut parfois se révéler difficile, d’où la nécessité de critères 

diagnostiques précis comme ceux établis par l’Organisation Mondiale de la Santé, révisés 

dernièrement en 2016 (Arber et al., 2016) (Figure 3).  
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Figure  3  :  Classification  des  NMP  par  l’Organisation  Mondiale  de  la  Santé  (OMS),  révisée  en  2016  
Les   néoplasies   myéloprolifératives   (NMP)   comprennent   les   NMP   avec   mutation   JAK2V617F   :  
polyglobulie  de  Vaquez  (PV),  thrombocythémie  essentielle  (TE)  et  myélofibrose  primitive  (MFP).  En  2016,  
ont  été  ajoutées  les  notions  de  MFP  pré-fibrotique  et  MFP  fibrotique.    
Parmis   les   autres   NMP,   on   distingue   la   leucémie  myéloide   chronique   (LMC)   (avec   transcrit   de   fusion  
BCR-ABL),  la  leucémie  chronique  à  neutrophiles  (LCN),  la  leucémie  chronique  à  eosinophiles  (LCE).  Les  
autres  NMP  sont  classées  dans  le  groupe  «  inclassables  ».    
 

 
De plus, le diagnostic précis est rendu compliqué par l’existence dans un certain nombre de 

cas d’un continuum entre ces différentes entités (Rumi et al., 2014). Notamment, la TE peut 

progresser vers la MF ou évoluer en PV. La PV peut également évoluer vers la MF (Figure 4). 

Caractéristique de ce brouillement des frontières entre ces différentes maladies, ces dernières 

années ont vu émerger des entités « frontières » comme la myélofibrose préfibrotique (ou 

myélofibrose précoce) caractérisée au diagnostic par un phénotype de TE mais avec un risque 

plus élevé d’évolution vers la MF et un diagnostic plus sombre que la TE (Barbui et al., 2011a). 

 

Les NMP atypiques sont représentées par la LMC atypique, la leucémie chronique à 

neutrophiles (LCN) et la leucémie chronique à éosinophiles (LCN).  

 

Les NMP inclassables sont des entités cliniques rares ne pouvant être classifiées dans 

aucune des catégories précédentes.  
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Figure  4  :  Evolution  des  néoplasies  myéloprolifératives  (NMP)  
Il   y   a   un   continuum   entre   les   différentes   NMP   :   la   polyglobulie   de   Vaquez   (PV)   peut   évoluer   en  
thrombocytémie   essentielle   (TE),   et   ces   deux   maladies   peuvent   évoluer   en   myélofibrose   (MF)  
secondaire.  La  TE,  la  PV  et  la  MF  peuvent  évoluer  en  leucémie  aigue  myéloide  (LAM),  de  manière  plus  
fréquente  pour  la  MF.  
 

A. La thrombocytémie essentielle (TE) 
 

La thrombocytémie essentielle est caractérisée par une prolifération prédominante sur la 

lignée mégacaryocytaire/plaquettaire, entraînant au niveau sanguin la présence d’une 

thrombocytose (taux de plaquettes supérieur à 450G/L). L’âge moyen au diagnostic est de 50 ans 

avec une légère prédominance féminine. L’incidence de cette maladie est de 1,5 à 2 patients pour 

100 000 habitants par an (Tefferi and Barbui, 2017). L’entrée dans la maladie peut se faire par 

une prise de sang qui retrouvera une thrombocytose et fera réaliser des examens chez un patient 

asymptomatique. Dans un certain nombre de cas, un évènement thrombotique ou hémorragique 

peut constituer le mode d’entrée dans la maladie. Certaines fois, des symptômes cliniques liés à 

des troubles de la microcirculation sont présents : érythermalgie, céphalées, paresthésies des 

extrémités. Sur le plan clinique, on peut retrouver la présence d’une splénomégalie. Le 

diagnostic se fera donc sur des arguments biologiques (présence d’une thrombocytose parfois 

accompagnée d’une leucocytose à polynucléaires neutrophiles), moléculaires (présence d’une 

mutation JAK2, CALR ou MPL dans respectivement 58%, 23% et 4% des cas) et 

anatomopathologiques (aspect d’hyperplasie de la lignée mégacaryocytaire sans myélofibrose ou 

avec fibrose de grade I à la biopsie ostéo-médullaire).  

 

Les critères diagnostiques établis par l’OMS en 2008 (Vardiman et al., 2009) ont été révisé en 

2016 et comportent des critères majeurs qui sont les suivants :  
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-‐   thrombocytose supérieure à 450G/L 

-‐   biopsie ostéo-médullaire montrant une prolifération prédominante sur la lignée 

mégacaryocytaire avec des mégacaryocytes (MK) de taille augmentée et avec des noyaux 

polylobés sans fibrose réticulinique ou très rare (grade I).  

-‐   présence d’une mutation au niveau de JAK2, CALR ou MPL 

-‐   absence de critères pour une LMC, une PV, une MFP, un syndrome myélodysplasique ou 

une autre néoplasie myéloproliférative.  

 

Le critère mineur est :  

-‐   présence d’un marqueur de clonalité et absence de thrombocytose réactionnelle.  

 

Pour établir le diagnostic, il faut la présence des 4 critères majeurs ou la présence de 3 

critères majeurs et du critère mineur. Les critères établis en 2016 pour le diagnostic de TE 

diffèrent peu des critères précédemment établis en 2008. A noter l’ajout de la mutation CALR, 

découverte en 2013, et la mise en lumière de l’importance de bien différencier la TE de la MFP 

préfibrotique qui ont des pronostics différents.  

 

Les risques principaux de cette maladie sont la survenue d’évènements thrombotiques ou 

hémorragiques, la progression vers une myélofibrose, la transformation en leucémie aiguë.  

 

B. La Polyglobulie de Vaquez (PV) 
 

La Polyglobulie de Vaquez est caractérisée par une prolifération prédominante sur la lignée 

érythrocytaire, entraînant au niveau sanguin une élévation de l’hémoglobine ou de l’hématocrite. 

Son incidence est proche de celle de la TE avec la découverte de la maladie chez 1 patient pour 

100 000 habitants par an (Tefferi and Barbui, 2017). Cette maladie touche le plus souvent des 

patients âgés de plus de 50 ans (médiane de survenue de 60 ans), avec une prédominance 

masculine. Comme pour la thrombocytémie essentielle, l’entrée dans la maladie peut se faire via 

une prise de sang qui retrouvera une élévation de l’hémoglobine ou de l’hématocrite, parfois 

accompagnée d’anomalies des autres lignées myéloïdes (thrombocytose, hyperleucocytose à 

polynucléaires neutrophiles). D’autres fois, la maladie sera mise en évidence à l’occasion d’un 

évènement thrombotique ou hémorragique. Les symptômes présentés par les patients sont 

souvent plus « bruyants » qu’au cours de la thrombocytémie essentielle avec notamment la 

présence d’un prurit aquagénique, de symptômes liés à des anomalies de la microcirculation et à 
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l’hyperviscosité (céphalées, paresthésies, flou visuel, acouphènes). Parmi les signes cliniques, on 

peut retrouver une érythrocytose cutanéo-muqueuse évocatrice et parfois une splénomégalie. Le 

diagnostic se fera donc sur des arguments biologiques (présence d’une élévation de 

l’hémoglobine et/ou de l’hématocrite, parfois accompagnée d’une thrombocytose ou d’une 

leucocytose à polynucléaires neutrophiles), moléculaires (présence d’une mutation JAK2V617F 

ou d’une mutation JAK2 au niveau de l’exon 12 dans respectivement 96% et 2% des cas) et 

anatomopathologiques (aspect d’hyperplasie des lignées érythroblastique, granuleuse et 

mégacaryocytaire). Un taux d’érythropoïétine (EPO) bas, signe d’une tentative de freinage de la 

prolifération érythrocytaire, est souvent retrouvé.   

 

Les critères majeurs de la classification de l’OMS 2016 sont :  
 

-‐   un taux d’hémoglobine supérieur à 16,5g/dl chez l’homme et 16g/dl chez la femme, OU 

un hématocrite supérieur à 49% chez l’homme ou 48% chez la femme, OU une 

augmentation de la masse globulaire (>25% par rapport à la normale) 

-‐   une hypercellularité des trois lignées myéloïdes à la biopsie ostéo-médullaire avec 

présence de mégacaryocytes de tailles différentes  

-‐   la présence de la mutation V617F ou de l’exon 12 de JAK2 

 

Le critère mineur est :  

-‐   un taux d’érythropoïétine (EPO) inférieur à la normale 

 

Pour établir le diagnostic, il est nécessaire de remplir les 3 critères majeurs ou les 2 premiers 

critères majeurs et le critère mineur.  

 

Des modifications substantielles de la classification sont donc apparues entre 2008 et 2016.  

Premièrement, les critères de taux d’hémoglobine et d’hématocrite ont été abaissés dans le 

souci de distinguer les TE avec mutation JAK2 des PV dites « masquées » (Barbui et al., 

2014a)(Barbui et al., 2014b). Cela s’est traduit par une diminution des taux discriminatifs de 

taux d’hémoglobine (de 18,5g/d à 16,5 g/dl pour les hommes, de 16,5 g/dl à 16 g/dl pour les 

femmes) et d’hématocrite (de 51 à 49% chez les hommes). L’abaissement des seuils 

d’hémoglobine et d’hématocrite pourrait amener à des investigations plus importantes chez des 

patients avec PV « potentielles » avec à l’inverse la possibilité de diagnostic de PV chez un plus 

grand nombre de patients, comme l’a montré une étude récente (Misawa et al., 2017). Les 

patients avec PV « masquées » sont donc des patients avec thrombocytose, présence d’une 
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mutation JAK2V617F mais sans polyglobulie selon la classification OMS 2008. C’est la mesure 

de la masse sanguine et/ou la réalisation d’une BOM qui permettra de les différencier des 

patients avec TE. A même risque thrombotique que les patients avec PV, ces patients seraient 

plus à risque d’évolution vers une LA ou une MF (Barbui et al., 2014a).  

 

L’autre modification majeure est la « promotion » de critère mineur en critère majeur de 

l’aspect anatomo-pathologique retrouvé à la BOM. Le but principal de cette modification étant 

d’évaluer la fibrose médullaire au diagnostic, présente chez plus de 20% des patients. La 

présence d’une fibrose médullaire est un facteur de risque d’évolution en MF, sans toutefois que 

l’évolution en LA ou la survie globale soit impacté (Barbui et al., 2012a). La classification de 

2016 précise toutefois qu’il est possible de surseoir à la réalisation de cette biopsie ostéo-

médullaire en présence de taux d’hémoglobine très élevés (>18,5g/dl chez l’homme ou 16,5g/dl 

chez la femme), de taux d’hématocrite très élevés (>55,5% chez l’homme ou 49,5% chez la 

femme) ou en présence d’une anomalie moléculaire (critère majeur 3) associée à une diminution 

du taux d’EPO (critère mineur). Enfin, il est à noter que le diagnostic de PV peut se faire en 

l’absence de mutation de JAK2 (V617F ou de l’exon 12), bien que ce soit rarissime. Enfin, le 

critère de pousse spontanée des progéniteurs érythroides a été retiré de cette nouvelle 

classification. 

 

Comme au cours de la TE, les risques principaux sont celui de la thrombose au niveau 

artériel ou bien veineux, ainsi que l’évolution vers une myélofibrose secondaire ou une leucémie 

aiguë. 

 

C. La myélofibrose primitive (MFP) 
 

La myélofibrose primitive est caractérisée par une prolifération prédominante sur les 

lignées mégacaryocytaire et granuleuse, une fibrose médullaire et une hématopoïèse extra-

médullaire, au niveau splénique ou hépatique. C’est une pathologie rare qui atteint 

préférentiellement des hommes, âgés de plus de 60 ans (médiane d’âge de survenue : 64 ans) et 

dont le pronostic est le plus sévère parmi toutes les NMP. On distingue la myélofibrose primitive 

de la myélofibrose secondaire à une TE ou une PV (Tefferi, 2017).   

La fibrose médullaire est responsable de cytopénies avec la prévalence fréquente d’une 

anémie. Les signes cliniques sont donc parfois liés à cette anémie (asthénie, dyspnée, pâleur 

cutanéomuqueuse). La mise en place d’une hématopoïèse extra-médullaire va entraîner une 
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splénomégalie, fréquente, et une hépatomégalie, plus rare. Ces organomégalies peuvent se 

retrouver à l’examen clinique avec des symptômes tels qu’une pesanteur au niveau de 

l’hypochondre gauche ou droit et la palpation du foie ou de la rate, parfois très volumineuse. Des 

signes généraux sont présents chez environ un tiers des patients : asthénie, amaigrissement, 

anorexie, fièvre, sueurs nocturnes.  

Sur le plan biologique, la numération formule sanguine retrouvera la présence d’une 

leucocytose accompagnée d’une ou plusieurs cytopénies et parfois d’une myélémie, voire de 

cellules immatures (CD34+) circulantes. Le frottis sanguin peut parfois mettre en évidence la 

présence de globules rouges déformés, en forme de larmes, appelés dacryocytes, ce qui est un 

signe évocateur de la maladie.  

Sur le plan moléculaire, les mutations conductrices responsables sont une mutation V617F 

de JAK2 dans 53% des cas, une mutation de CALR dans 33% des cas, et une mutation de MPL 

dans 7% des cas (Tefferi, 2017).  

L’analyse anatomopathologique de la moelle retrouvera des mégacaryocytes dysplasiques 

et une fibrose médullaire caractérisée par la présence de fibres de collagène et de réticuline 

(grade II ou III). Il est parfois mis en évidence des signes de néoangiogénèse augmentée, 

secondaire à la sécrétion de cytokines pro-angiogéniques d’origine mégacaryocytaire et 

monocytaire (TGF-b, FGF, VEGF, PDGF). Enfin, on retrouve fréquemment une ostéosclérose.  

 

Les critères diagnostiques selon la classification de l’OMS 2016 comportent également des 

critères majeurs et des critères mineurs.  

 

Les critères majeurs sont :  

-‐   présence à la biopsie ostéo-médullaire d’une prolifération de la lignée 

mégacaryocytaire avec atypies, associé à une fibrose constituée de fibres de collagène 

et/ou de réticuline de grade II ou III.  

-‐   absence de critères pour une LMC, une PV, une MPF, un syndrome myélodysplasique 

ou une autre néoplasie myéloproliférative. 

-‐   présence d’une mutation JAK2, CALR ou MPL OU si absence d’une de ces mutations, 

présence d’un marqueur de clonalité (mutation de ASXL1, EZH2, TET2, IDH1/2, 

SRSF2, SF3B1) OU absence de fibrose réticulinique secondaire (à un processus 

infectieux, auto-immun ou inflammatoire, à une leucémie à tricholeucocytes, à un 

néoplasie lymphoïde, à une néoplasie métastasée, à un processus toxique).  

 



 33  

Les critères mineurs sont :  

-‐   une anémie après exclusion d’une autre cause d’anémie 

-‐   une leucocytose (taux de globules blancs supérieur à 11 G/L) 

-‐   une splénomégalie (à la palpation) 

-‐   une leucoérythroblastose 

-‐   une élévation du taux de lactate déshydrogénase (LDH) 

 

Le diagnostic de MFP nécessite la présence des 3 critères majeurs et d’un critère mineur.  

 

Parmi les modifications apportées par la classification OMS de 2016, il est à noter 

l’apparition de critères diagnostiques pour la MFP pré-fibrotique. La plupart des patients avec 

MFP pré-fibrotique ayant une thrombocytose (Barosi et al., 2012), il est nécessaire de pouvoir 

les différencier des patients atteints de TE. La différenciation entre la MFP et la MFP pré-

fibrotique se fait à l’examen de la biopsie ostéo-médullaire. Les critères anatomopathologiques 

de MFP pré-fibrotique sont, comme dans la MFP, la présence d’une prolifération 

mégacaryocytaire mais sans présence de fibrose (grade I au maximum) associée à la présence 

d’une cellularité augmentée, d’une prolifération de la lignée granuleuse et une lignée 

érythrocytaire souvent diminuée. En dehors du critère « leucoérythroblastose », les critères 

mineurs entre la MFP et la MFP pré-fibrotique sont les mêmes. En pratique, la MFP pré-

fibrotique est un mode de présentation de la MFP (Barosi et al., 2012) avec un pronostic 

intermédiaire entre les patients avec TE et les patients avec MFP (Barbui et al., 2011a). Ces 

différences de pronostic justifient donc l’établissement d’une distinction entre MFP et MFP pré-

fibrotique.  

 

Les complications au cours de la MFP sont d’ordre hémorragiques et infectieuses en phase 

cytopénique, avec également des complications liées à l’anémie et à la nécessité de transfusions 

itératives (hémosidérose), des complications liées à la splénomégalie (hypersplénisme, 

hémodilution, compressions locales). Moins fréquentes qu’au cours de la TE et de la PV, on 

retrouve des complications thrombotiques. Enfin, le risque principal est celui de la 

transformation en LA qui peut toucher 20% des cas.   
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III. Anomalies biologiques et moléculaires des NMP non-LMC 
(ou BCR-ABLnégatif) 

 

A. La mutation JAK2V617F 
 

a. La protéine JAK2 
 

JAK2 fait partie de la famille des Janus Kinase (JAK). Les autres membres de cette famille 

sont JAK1, JAK3 et TYK2. Ce sont des protéines cytoplasmiques à activité tyrosine-kinase. 

Fixées aux récepteurs aux cytokines de type 1 et 2 qui sont dépourvus d’activité enzymatique, 

elles permettent la transduction du signal. Chez les mammifères, JAK1, JAK2, TYK2 sont 

ubiquitaires alors que JAK3 est principalement présente au niveau hématopoïétique. Ces 

protéines sont composées de 7 domaines, présentant des similarités de séquence, appelés JH1-

JH7 (JAK homology), et organisés en 4 grands domaines. En N-terminal, on trouve le domaine 

FERM (composé des sous-domaines JH5, JH6, et JH7) qui permet la liaison à la région « box 1 » 

située au niveau du récepteur de kinase associé. JH3 et JH4 composent le domaine d’homologie 

à SH2 (Src Homology 2), structurellement important pour la spécificité d’interaction avec le 

récepteur et pour la liaison à des résidus tyrosine phosphorylés d’autres protéines. En C-terminal, 

on retrouve deux domaines conservés : le domaine kinase JH1 et le domaine pseudo-kinase JH2, 

qui régule négativement le domaine JH1. Le domaine JH1 est le domaine à activité tyrosine-

kinase, qui permet donc la phosphorylation des protéines. Ce domaine possède également un site 

catalytique, ou boucle d’activation, permettant son activation. Cette activation se fait au niveau 

de la tyrosine Y1007 (seule ou en association avec Y1008) (Feng et al., 1997). Le domaine JH2, 

dépourvu d’activité catalytique, joue un rôle inhibiteur du domaine JH1(Lindauer et al., 

2001)(Sanz et al., 2011) (Figure 5).  
 

Figure   5   :   Structure   des   protéines   JAK   -   La   protéine   JAK   comporte   sept   domaines   structuraux  
nommés  JH  («  JAK  homology  »)  conservés  entre  les  espèces.  En  N-terminal,  les  domaines  JH7,  JH6,  et  
JH5  constituent   le  domaine  FERM,  permettant   la   liaison  de   la  protéine  au   récepteur  de  cytokines.  Les  
domaines  JH3  et  JH4  constituent  le  domaine  SH2  (Src  Homology  2),  permettant  la  liaison  de  la  protéine  
aux  résidus  tyrosine  phosphorylés  d’autres  protéines.  Le  domaine  JH2  est  le  domaine  pseudo-kinase  qui  
joue  le  rôle  d’inhibition  sur  le  domaine  kinase  JH1.  Le  domaine  JH1  est  le  domaine  tyrosine  kinase  de  la  
protéine,  permettant  la  phosphorylation  de  résidus  tyrosine  d’autres  protéines.    
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b. Les voies de signalisation en aval de JAK2 
 

Les récepteurs aux cytokines sont composés d’un domaine extra-cellulaire spécifique du 

ligand, d’un domaine transmembranaire ainsi que d’un domaine intra-cellulaire, domaine 

responsable de la transduction du signal. On classe les récepteurs aux cytokines en deux types,  

fonction de leur structure tridimensionnelle : (i) les récepteurs de type 1 qui signalent via une 

seule sous-unité et qui peuvent eux-mêmes être subdivisés en quatre sous-groupes : récepteurs 

homodimériques (comme EPO-R, TPO-R), récepteurs hétérodimériques possédant la sous-unité 

« ßc » (comme GM-CSFR), récepteurs hétérodimériques possédant la sous-unité « gp-130 » 

(comme IL6-R), récepteurs hétérodimériques possédant la sous-unité « gamma-C » (comme IL2-

R), (ii) les récepteurs de type 2 qui signalent via deux sous-unités et qui regroupent notamment la 

famille des récepteurs aux interférons (Baker et al., 2007). Au cours des NMP, ce sont 

principalement les lignées mégacaryocytaire, granuleuse et érythrocytaire qui sont atteintes. Les 

principaux récepteurs impliqués seront donc le récepteur à la thrombopoïétine (ou MPL), à 

l’érythropoïétine (EPO-R), au G-CSF (G-CSFR).  

 

Ces récepteurs sont caractérisés par la présence :  

 

-‐   au niveau de leur domaine extracellulaire : de quatre résidus cystéine conservés, d’un 

domaine WSXWS, et de domaines fibronectine de type III. 

-‐   au niveau de leur domaine intracellulaire : de boxs 1 et 2.  

 

L’interaction entre JAK2 et le récepteur se fait entre le domaine FERM de JAK2 et la box 1 du 

récepteur. JAK2 se fixe au niveau du récepteur et joue un rôle de protéine chaperonne au niveau 

du réticulum endoplasmique, favorisant sa stabilité et sa montée à la surface cellulaire via la voie 

canonique (réticulum endoplasmique, appareil de Golgi, vésicules, membrane plasmique). La 

fixation de la cytokine au récepteur induit une modification conformationnelle ainsi qu’une 

homodimérisation ou oligomérisation du récepteur. Cela a pour conséquences un rapprochement 

des protéines JAK2, une autophosphorylation au niveau des tyrosines Y1007 et Y1008, ainsi 

qu’une trans-phosphorylation de tyrosines conservées au niveau des domaines intra-cellulaires 

des récepteurs, permettant le recrutement de protéines avec un domaine SH2, comme celles de la 

voie de signalisation STAT, MAPK et PI3K/AKT. Le recrutement de ces protéines permet 

l’activation de voies de signalisation menant à la survie, la prolifération et la différenciation des 

cellules (Figure 6).  
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Figure  6  :  La  signalisation  des  récepteurs  aux  cytokines  via  la  voie  JAK2  
En   absence   de   ligand,   les   protéines   JAK2   sont   liées   au   domaine   cytoplasmique   du   récepteur   aux  
cytokines  dans  un  état  inactif.  La  fixation  de  la  cytokine  sur  son  récépteur  entraîne  une  modification  de  la  
conformation   de   celui-ci,   permettant   le   rapprochement   des   protéines   JAK2.   Ce   rapprochement   est  
accompagné   par   l’activation   et   la   transphosphorylation   des   protéines   JAK.   Une   fois   activées,   les  
protéines   JAK2   phosphorylent   le   récépteur,   permettant   le   recrutement   des   protéines   STAT,   PI3K   et  
adaptatrices  à  son  niveau.  Les  protéines  STAT,  en  dimère,  migrent  au  niveau  du  noyau  jouant  un  rôle  de  
facteurs   de   transcription.   Les   voies   MAP   kinase   et   PI3K/AKT   sont   également   activées,   induisant   la  
prolifération,  la  survie  et  la  différenciation  cellulaire.    
Figure   adaptée   de   la   figure   de   James   et   ses   co-auteurs   dans   l’article   «   A   JAK2   mutation   in  
myeloproliferative  disorders:  pathogenesis  and  therapeutic  and  scientific  prospects»,  Trends  in  Molecular  
Medicine,  2006.  
 

c. La mutation JAK2V617F 
 

En 2005, la découverte d’une anomalie récurrente au cours des NMP BCR-ABL négatifs a 

permis une meilleure compréhension de la physiopathologie de ces maladies ainsi qu’une aide 

diagnostique considérable : il s’agit de la mutation JAK2V617F, mutation acquise et clonale 

située au niveau du gène codant pour la protéine à activité tyrosine kinase JAK2 (James et al., 

2005)(Kralovics et al., 2005)(Baxter et al., 2005)(Levine et al., 2005). La mutation 

JAK2V617F est la mutation retrouvée le plus fréquemment au cours des NMP BCR-ABL -, dans 

plus de 95% des cas de PV, et 50 à 60% des cas de TE et MFP. Cette mutation résulte du 
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remplacement d’une guanine en thymidine, entraînant la substitution d’une valine en 

phénylalanine en position 617, dans le domaine pseudokinase de JAK2, le domaine JH2. En 

conséquence de cette mutation JAK2V617F, survient une rigidification de l’hélice alpha C du 

domaine JH2, favorisant la transphosphorylation du domaine JH1 et l’activation constitutive de 

JAK2 (Bandaranayake et al., 2012) (Figure 7). JAK2V617F induit donc une activation 

constitutive, en l’absence de cytokines, des voies de signalisation d’aval telles les voies STAT 

1/3/5, MAPK et PI3K. L’activité kinase de JAK2V617F nécessite cependant la présence d’un 

récepteur homodimérique aux cytokines pour être constitutionnellement active. En effet, il a été 

montré que JAK2V617F induisait une prolifération indépendante de la présence de facteurs de 

croissance de cellules hématopoiétiques murines « Ba/F3 », uniquement en association avec la 

coexpression d’un récepteur homodimérique des cytokines de type 1 (tels que le récepteur de 

l’EPO, le récepteur de la TPO ou le récepteur du G-CSF).  

L’hypothèse est que la présence d’un récepteur est nécessaire pour que deux tyrosines 

kinase JAK2V617F puissent se fixer à ce récepteur, se rapprocher et s’activer par trans-

phosphorylation, même en l’absence d’un ligand au niveau du récepteur (Lu et al., 2008).  

 
Figure  7  :  Mutation  V617F  de  la  protéine  JAK2  
La  mutation  JAK2V617F  survient  en  position  617  de  la  protéine  JAK2,  avec  une  substitution  d’un  acide  
aminé  valine  en  phénylalanine.  Cette  mutation  est  située  dans  le  domaine  pseudo-kinase  JH2,  qui  inhibe  
la  fonction  kinase  du  domaine  JH1.  La  présence  de  la  mutation  V617F  induit  une  diminution  d’inhibition  
du  domaine  JH2  sur   le  domaine  JH1,  et  par  conséquent  une  auto-activation  constitutive  de   la  protéine  
kinase  JAK2.    
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L’implication de la mutation JAK2V617F dans la physiopathologie des NMP BCR-ABL- 

ainsi que son pouvoir oncogénique ont été confirmés à l’aide d’études réalisées in vivo dans des 

modèles murins. Les premiers modèles murins utilisés étaient des modèles rétroviraux dans 

lesquels des souris étaient greffées avec des cellules hématopoiétiques préalablement transduites 

avec un rétrovirus apportant la mutation JAK2V617F. Ces souris développent dans un premier 

temps une polyglobulie évoluant secondairement vers une myélofibrose accompagnée d’une 

anémie sévère, rappelant ce qui est constaté chez les patients avec PV (James et al., 

2005)(Lacout et al., 2006)(Bumm et al., 2006). Par la suite, des modèles transgéniques ont été 

développés permettant de réguler le niveau de JAK2V617F, en fonction du promoteur utilisé 

pour l’expression de la mutation. Notamment, il a été montré que le ratio entre JAK2V617F et la 

version endogène WT de JAK2 était déterminante pour le phénotype retrouvé chez la souris : 

développement d’une maladie de type PV lorsque JAK2V617F est exprimé à des niveaux 

similaires à ceux de JAK2 endogènes, et maladie de type TE lorsque JAK2V617F est exprimé à 

des niveaux inférieurs à ceux de JAK2 endogènes (Tiedt et al., 2008). Ces données ont permis 

de prouver le caractère oncogénique de la mutation JAK2V617F, c’est-à-dire que la présence de 

la mutation JAK2V617F au sein du compartiment hématopoiétique était suffisante à induire le 

développement d’une néoplasie myéloproliférative chez la souris. Dans les années qui ont suivi, 

d’autres modèles murins de knock-in JAK2V617F ont été développés permettant de confirmer 

les résultats précédents et de différencier différents phénotypes en fonction des promoteurs 

utilisés et des niveaux de JAK2V617F exprimés. Il a notamment été montré que l’expression de 

JAK2V617F murin à l’état hétérozygote entraînait un phénotype de type PV (Marty et al., 

2010), que la présence de JAK2V617F entraînait une amplification des compartiments 

hématopoiétiques précoces (Hasan et al., 2013), et que l’expression de JAK2V617F humain 

mimait une TE modérée à l’état hétérozygote et une PV à l’état homozygote (Li et al., 2014). De 

manière intéressante, ces résultats de modèles murins recoupent ce qui est retrouvé chez les 

patients. En effet, la plupart des patients atteints de PV ou de MF post-PV ou post-TE portent la 

mutation à l’état homozygote, tandis que les patients atteints de TE sont le plus souvent 

hétérozygotes pour la mutation (Scott et al., 2006). 

 

B. La mutation exon 12 de JAK2 
 

Dans les suites de la découverte de la mutation JAK2V617F, il a été constaté que certains 

patients présentaient des phénotypes évocateurs de PV, sans présence de la mutation 

JAK2V617F. Il a donc été entrepris de séquencer tous les exons de JAK2 chez ces patients avec 
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phénotype évocateur de PV mais sans mutation JAK2V617F retrouvée, ce qui a permis de mettre 

en évidence des mutations gains-de-fonction de JAK2 au niveau de l’exon 12 chez environ 3% 

des patients JAK2V617F négatif (Scott et al., 2007). Ces mutations ne surviennent pas au niveau 

du domaine JH2 de JAK2, mais dans une région directement adjacente à celui-ci, entraînant une 

perturbation de l’inhibition du domaine kinase par le domaine pseudo-kinase. Contrairement à la 

mutation JAK2V617F provoquée par la substitution d’un seul nucléotide, 37 mutations ont été 

répertoriées actuellement au niveau de l’exon 12 (Scott, 2011). Ces mutations ont les mêmes 

conséquences au niveau cellulaire que la mutation JAK2V617F, entraînant une activation 

constitutive des voies d’aval de JAK2. Sur le plan clinique, les patients avec mutation de l’exon 

12 sont diagnostiqués à un âge plus jeune que les patients avec mutation JAK2V617F et 

présentent des taux d’hémoglobine plus élevés avec des taux de plaquettes et de globules blancs 

souvent normaux (Scott, 2011).  

 

C. La mutation du gène MPL codant pour le récepteur à la thrombopoïetine 

 

En 2006, a été mise en évidence une nouvelle mutation au cours des NMP BCR-ABL - : 

une mutation gain-de-fonction de MPL, gène codant pour le récepteur à la TPO, située au niveau 

515, et appelée MPL W515L (Pikman et al., 2006). D’autres mutations au niveau de MPL ont 

par la suite été rapportées : W515 K/R/A/G/S ou bien S204P et Y591N (Pardanani et al., 

2006a)(Defour et al., 2016)(Cabagnols et al., 2016). Toutes entraînent une dimérisation du 

récepteur MPL, en l’absence de ligand, et son activation constitutive. Ces mutations de MPL 

sont retrouvées dans 1 à 3% des TE, et 5 à 8% des MFP (Pardanani et al., 2006b). Sur le plan 

clinique, au cours de la TE, les patients avec mutation MPL W515L/K ont souvent un âge plus 

élevé, une atteinte micro-circulatoire plus fréquente, des taux d’hémoglobine plus bas et une 

thrombocytose supérieure par rapport aux patients avec mutation JAK2V617F (Vannucchi et 

al., 2008). Au cours de la MFP, la présence de la mutation MPL W515L/K entraîne une anémie 

plus sévère et des besoins transfusionnels plus réguliers par rapport aux patients avec mutation 

JAK2V617F (Guglielmelli et al., 2007). 

 

D. La mutation du gène codant pour la calréticuline (CALR) 
 

En 2013, deux équipes ont mis en évidence de nouvelles mutations au niveau du gène CALR, 

codant pour la calréticuline (Klampfl et al., 2013)(Nangalia et al., 2013). La protéine est une 

molécule soluble du cytoplasme retrouvée surtout au niveau du réticulum endoplasmique, et dont 
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la structure comporte 3 domaines (N-P-C) et deux extrémités (N-terminale et C-terminale) 

(Figure 8). La calréticuline est une molécule chaperonne du réticulum endoplasmique impliquée 

dans la conformation des protéines et l’homéostasie du calcium. Des mutations de CALR ont été 

mises en évidence chez environ 25 à 30% des patients avec TE et MFP, et chez plus de 50% des 

patients avec TE et MFP sans présence de JAK2V617F. Jusqu’à présent, un très grand nombre 

de mutations ont été mises en évidence au niveau de CALR (> 50) mais deux grandes mutations 

prédominent : CALRdel52 ou mutation de type I caractérisée par la délétion de 52 paires de 

bases, et CALRins5 ou mutation de type II, caractérisée par l’insertion de 5 paires de base. Au 

cours de la TE, on retrouve un relatif équilibre de la répartition des deux types de mutations : 

mutation de type I dans 51% des cas, de type II dans 39% des cas. Par contre, au cours de la 

MFP, la mutation de type I prédomine avec une prévalence de 70%, et 13% concernant la 

mutation de type II (Cabagnols et al., 2015). Ces mutations entraînent un décalage du cadre de 

lecture, et la génération d’une nouvelle protéine mutante dotée une nouvelle séquence peptidique 

C-terminale. Cette nouvelle protéine mutante a la particularité d’avoir une extrémité C-terminale 

chargée négativement et dépourvue du motif KDEL, motif permettant la rétention de la protéine 

au niveau du réticulum endoplasmique. De manière intéressante, il a été montré que les protéines 

mutantes CALRdel52 et CALRins5 activaient le récepteur c-MPL et la voie JAK/STAT, via une 

interaction entre le domaine d’interaction aux lectines de la protéine CALR et les sites de 

glycosylation de MPL (Marty et al., 2016)(Balligand et al., 2016)(Nivarthi et al., 2016)(Araki 

et al., 2016)(Chachoua et al., 2016). Sur le plan clinique, les patients avec mutation CALR ont 

une thrombocytose plus importante, un taux d’hémoglobine et de leucocytes plus bas, ainsi 

qu’un risque de thrombose plus faible que les patients avec mutation JAK2V617F (Klampfl et 

al., 2013)(Tefferi et al., 2014a). De plus, les patients avec TE et mutation CALR de type 2 ont 

une thrombocytose plus importante que les patients avec mutation CALR de type 1 (Tefferi et 

al., 2014a). Au cours de la MFP, il a été montré que les patients avec mutation CALR de type 1 

avaient une survie plus importante que les patients avec mutation CALR de type 2 (Tefferi et 

al., 2014b).  
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Figure  8  :  Mutation  de  la  Calréticuline  (CALR)  au  cours  de  la  thrombocytémie  essentielle  et  de  la  
myélofibrose  primitive  
La   protéine   CALR   contient   un   domaine   avec   activité   chaperonne   et   un   domaine   responsable   de   la  
régulation  du  calcium.  Les  mutations  CALR  surviennent  à  l’extrémité  C-terminal  de  la  protéine,  menant  à  
une  perte  de  l’extrémité  KDEL  et  une  altération  de  la  fonction  régulatrice  du  calcium.    
Figure  adaptée  de   la   figure  de  Vainchenker,  Constantinescu  et  Plo  dans   l’article  «  Recent  advances   in  
understanding  myelofibrosis  and  essential  thrombocytemia  »,  F1000  Research,  2016.    
 

E. Les autres mutations retrouvées au cours des NMP BCR-ABL négatif 
 

En dehors des mutations conductrices retrouvées au cours des NMP décrites ci-dessus, 

d’autres mutations ont été décrites au cours de ces maladies. D’une part, ces mutations ne sont 

pas responsables de la myéloprolifération mais peuvent modifier le phénotype de la maladie. 

D’autre part, ces mutations ne sont pas spécifiques des NMP, car on peut les retrouver dans 

d’autres maladies hématologiques comme les syndromes myélodysplasiques ou les leucémies 

aigues. En premier lieu, des mutations au niveau de facteurs de régulation épigénétique ont été 

décrites : mutations de TET2 (Delhommeau et al., 2009), de DNMT3A, ASXL1, EZH2, IDH1/2 

(Lundberg et al., 2014). Deuxièmement, des mutations au niveau de gènes de machinerie de 

l’épissage ont également été rapportées : SF3B1 ou SRSF2. Enfin, certaines mutations ont été 

retrouvées comme associées à la transformation leucémique : TP53, RUNX1 ou IKZF1.  
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2ème partie : Les complications thrombotiques au cours des NMP 
BCR-ABL négatif 

 
 

I. Aspects épidémiologiques 
 

Les thromboses artérielles et veineuses sont les complications les plus fréquentes au cours 

des NMP BCR-ABL négatif, et sont responsables d’une morbidité et d’une mortalité 

importantes. La survenue de thromboses dépend cependant du type de NMP avec un risque allant 

decrescendo de la PV, vers la TE puis la MFP.  

Au cours de la PV, il a été montré que le taux de thrombose avant le diagnostic oscillait 

entre 23 et 34% tandis que l’incidence au cours du suivi allait de 10 à 20% (GISP, 

1995)(Landolfi et al., 2007)(Barbui et al., 2015a). L’étude ECLAP, ayant inclus un nombre 

majeur de patients, retrouvait par ailleurs une mortalité cardio-vasculaire représentant 41% de la 

mortalité totale. Cette mortalité cardio-vasculaire était représentée par les coronaropathies (15% 

des décès), l’insuffisance cardiaque congestive (8% des décès), la survenue d’accidents 

vasculaires cérébraux (8% des décès) et d’embolies pulmonaires (8% des décès) (Landolfi et al., 

2004).   

Au cours de la TE, le taux de thrombose avant le diagnostic est aux alentours de 20%, 

tandis qu’au cours du suivi, l’incidence de survenue de thrombose est d’environ 10% (Carobbio 

et al., 2011)(Montanaro et al., 2014). Le statut mutationnel est important à prendre compte pour 

le risque thrombotique avec un risque plus élevé en cas de mutation JAK2V617F par rapport à la 

présence d’une mutation MPL, et par rapport à la présence d’une mutation CALR. Ainsi, l’étude 

de Klampfl et al. a montré que le taux de thrombose à 10 ans chez les patients avec TE 

JAK2V617F positif était de 21%, tandis que celui retrouvé chez les patients avec mutation 

CALR était de 11% (Klampfl et al., 2013). Les études de Rotunno et al. (Rotunno et al., 2014), 

Palandri et al. (Palandri et al., 2015) et Bertozzi et al. (Bertozzi et al., 2016a) ont confirmé ces 

résultats avec des taux de thrombose chez les patients avec TE CALR allant de 3,5 à 14,9% 

contre 11 à 20,6% chez les patients avec TE JAK2V617F.  

Au cours de la MFP, la survenue d’évènements thrombotiques semble moins importante, 

même si l’étude de l’incidence est rendue compliquée par des facteurs confondants comme la 

transformation volontiers plus précoce en leucémie aiguë ou la survenue d’un décès précoce 

(Barbui et al., 2010). Avant le diagnostic, le taux de thrombose est d’environ 7%, tandis que 

l’incidence au cours du suivi est d’environ 10% (Cervantes et al., 2006)(Barbui et al., 

2010)(Barosi et al., 2012). 
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Dans toutes les NMP, le risque thrombotique est prédominant dans le territoire artériel par 

rapport au territoire veineux, que ce soit concernant les thromboses survenues avant le diagnostic 

ou bien les thromboses survenant au cours du suivi. Ainsi, au cours de la PV et de la TE, 

l’atteinte thrombotique est artérielle dans environ 70% des cas (Policitemia (gisp), 

1997)(Landolfi et al., 2007)(Barbui et al., 2015a)(Montanaro et al., 2014)(Carobbio et al., 

2011). Au cours de la MFP, ce taux semble plus faible (20%) même si le nombre d’études 

l’ayant analysé est plus restreint (Barbui et al., 2010)(Barosi et al., 2012). 

En dehors des thromboses des gros vaisseaux artériels ou veineux, les patients avec NMP 

BCR-ABL négatif rapportent souvent des troubles secondaires à des atteintes de la micro-

circulation : céphalées, vertiges, acouphènes, paresthésies, érythermalgies (Elliott and Tefferi, 

2004).  

Une particularité importante à souligner est la survenue de thromboses dans des territoires 

inhabituels au cours de ces maladies avec notamment la survenue de thromboses dans le 

territoire splanchnique, de thromboses veineuses cérébrales ou d’occlusions de la veine centrale 

de la rétine. A propos des thromboses splanchniques, il a été montré qu’une thrombose 

splanchnique survenait chez 0,3 à 7,8% des patients avec PV et 1 à 7,3% des patients avec TE 

(Sekhar et al., 2013).  A l’inverse, une méta-analyse récente a montré que 40% des patients avec 

syndrome de Budd-Chiari (thrombose de la veine cave inférieure et/ou de(s) veine(s) sus-

hépatique(s)) et 30% des patients avec thrombose de la veine porte avaient une NMP (Smalberg 

et al., 2012), et que la mutation JAK2V617F était retrouvée sans présence d’une NMP associée 

dans 17% des syndromes de Budd-Chiari et 15% des thromboses portes. Ces données soulignent 

l’intérêt et la nécessité de rechercher la présence d’une mutation JAK2V617F et une NMP en cas 

de survenue de thrombose du territoire splanchnique. La présence d’une mutation CALR au cours 

de ces thromboses est bien plus rare (1% des cas) (Sekhar et al.)(Ho and Hong, 2017)(Turon 

et al., 2015) et sa recherche doit être probablement limitée en cas de critères évoquant une TE 

et/ou une MFP (thrombocytose, splénomégalie) (Poisson et al., 2017). Enfin, la présence d’une 

mutation de MPL (Iurlo et al., 2015)(Bergamaschi et al., 2008) ou de l’exon 12 de JAK2 (Jadli 

et al., 2012)(Fiorini et al., 2008) est également rare (3% des cas) et leur recherche ne doit pas 

être faite en première ni seconde intention dans ces situations. A propos des thromboses 

veineuses cérébrales, il est à noter que la recherche de la mutation JAK2V617F peut être 

intéressante. En effet, l’identification de la mutation JAK2V617F a été retrouvée dans 0 

(Colaizzo et al., 2007), 4,8% (Stefano et al., 2007) ou 6,6% (Passamonti et al., 2012) des cas, 

avec un taux de 4,5% de positivité dans les 11 séries de patients publiés (Ianotto, Thèse de 

sciences, 2017). La survenue de thromboses dans ces sites inhabituels souligne la 
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physiopathologie particulière, complexe, et partiellement méconnue des mécanismes de survenue 

de thrombose au cours des NMP BCR-ABL-.  

 

II. Rappels sur la physiopathologie de la thrombose 
 

A. Rappels sur l’hémostase physiologique 
 

L’hémostase est le processus biologique permettant la restauration de l’intégrité vasculaire 

et l’arrêt du saignement survenant lors d’une blessure du vaisseau. Ce processus aboutit à la 

formation d’un caillot de fibrine et implique deux grands acteurs : les plaquettes et le système de 

la coagulation qui permet la génération de fibrine ; fibrine qui constitue un réseau enserrant les 

plaquettes, mais également les globules rouges et les leucocytes (Figure 9).  

Figure  9  :  Schéma  de  l’hémostase  humaine  
En  cas  d’atteinte  de  l’intégrité  du  vaisseau,  les  plaquettes  sont  recrutées  au  niveau  du  site  de  l’atteinte  et  
vont   adhérer   au   sous-endothélium   exposé   via   l’interaction   entre   des   récepteurs   de   surface   et   des  
protéines   du   sous-endothélium   :   interaction   entre   la   glycoprotéine   (Gp)   Ib-IX-V   et   le   facteur   vWF,   la  
GpIIb-IIIa  et   le   facteur  vWF,   la  Gp  VI  et   le  collagène,  des   intégrines  avec   la   fibronectine  et   la   laminine  
(non  figurées  sur  le  schéma).  L’adhésion  des  plaquettes  mène  à  leur  activation  puis  à  leur  agrégation.  La  
formation  du  clou  plaquettaire  constitue   la  première  étape  de   l’hémostase,  dite  hémostase  primaire.  Le  
clou   plaquettaire   est   ensuite   stabilisé   par   la   fibrine,   générée   après   activation   de   la   cascade   de   la  
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coagulation,   via   l’exposition   du   facteur   tissulaire   puis   l’activation   du   facteur   VII,   du   facteur   X   et   la  
génération  de  thrombine.    
Figure  adaptée  de   la   figure  de  Engelmann  et  Massberg  dans   l’article  «  Thrombosis  as  an   intravascular  
effector  of  immunity  »,  Nature  Review  Immunology,  2013. 

 
 

a. Implication des plaquettes 
 

Les plaquettes sont de petites cellules anucléées générées à partir des mégacaryocytes au 

niveau de la moelle osseuse, et vraisemblablement également au niveau pulmonaire (Lefrançais 

et al., 2017). Des millions de plaquettes sont produites chaque jour, circulant au niveau 

périphérique, et jouant un rôle de sentinelles en cas d’atteinte vasculaire. Lorsque l’intégrité du 

vaisseau est altérée, les plaquettes sont recrutées au niveau du site de l’atteinte et vont adhérer au 

sous-endothélium exposé via l’interaction entre des récepteurs de surface et des protéines du 

sous-endothélium : interaction entre la glycoprotéine (Gp) Ib-IX-V et le facteur vWF, la GpIIb-

IIIa et le facteur vWF, la Gp VI et le collagène, des intégrines avec la fibronectine et la laminine. 

L’adhésion des plaquettes va entraîner leur activation, tout comme la présence locale d’agonistes 

solubles (ADP, vasopressine, sérotonine, thrombine, épinéphrine). L’adhésion plaquettaire peut 

également se faire en l’absence d’exposition du sous-endothélium via la voie du facteur tissulaire 

(FT), et de manière indépendante de la GpVI et du facteur vWF. Dans cette voie, le FT forme un 

complexe avec le facteur VIIa, initiant la cascade de la coagulation, et aboutissant à la génération 

de thrombine. La thrombine clive le récepteur PAR-1 présent à la surface des plaquettes, 

provoquant une activation des plaquettes. Cette activation va se traduire premièrement par une 

contraction plaquettaire, caractérisée par une sphérisation de la cellule, une émission de 

pseudopodes ainsi qu’une réorganisation du cytosquelette. Deuxièmement, l’activation 

plaquettaire va mener à la dégranulation plaquettaire avec sécrétion de molécules solubles jouant 

un rôle autocrine et paracrine : ADP, sérotonine, thromboxane A2. Enfin, l’activation entraîne un 

changement de conformation de la Gp IIb-IIIa, augmentant l’affinité de cette glycoprotéine pour 

ses ligands, le fibrinogène et le facteur vWF. L’interaction entre la Gp IIb-IIIa de haute affinité 

et le fibrinogène d’une part, et entre la Gp IIb-IIIa et le facteur vWF d’autre part, va permettre la 

formation de ponts inter-plaquettaires et donc l’agrégation des plaquettes entre elles et avec le 

sous-endothélium. La formation d’un caillot plaquettaire constitue la première étape de 

l’hémostase, dite hémostase primaire. En parallèle de l’activation plaquettaire, va se mettre en 

place la cascade de la coagulation, qui va permettre un renforcement ainsi qu’une stabilisation du 

caillot déjà formé. En dehors de la formation d’un caillot plaquettaire, les plaquettes jouent 

également un rôle majeur dans cette cascade de la coagulation, en constituant une surface 

d’activation des facteurs de la coagulation, lorsqu’après activation et retournement de la 
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membrane plasmique (phénomène de flip-flop), elles expriment à leur surface des 

phospholipides indispensables aux réactions de la cascade de la coagulation.  

 

b. Rôle de la cascade de la coagulation 
 

Le facteur tissulaire (FT) est exprimé de manière constitutive au niveau des fibroblastes 

et péricytes de l’adventice de la paroi vasculaire. Le FT est également exprimé à la surface des 

cellules endothéliales activées, des monocytes, et des microparticules circulantes. Même si le FT 

est exprimé à la surface de cellules sanguines circulantes au cours de certains processus 

pathologiques, l’endothélium est pensé comme une barrière entre le FT présent au niveau de la 

paroi vasculaire et le facteur VII présent dans le sang circulant, de manière à prévenir l’initiation 

de la coagulation en l’absence de blessure vasculaire. L’initiation de la cascade de la coagulation 

se déclenche à partir de l’exposition du FT, sous forme activée. Le FT peut également être activé 

par une enzyme, la protéine disulfide isomérase (PDI), sécrétée par les plaquettes et les cellules 

endothéliales (Cho et al., 2008). Le FT va se lier au facteur VII, permettant la génération du 

complexe FT-FVIIa. Ce complexe a trois substrats, le facteur VII, le facteur IX et le facteur X, 

qui vont être activés. Le facteur IXa va se lier au facteur VIII pour générer le complexe tenase 

(FIXa-FVIII), qui va à son tour également activer le facteur X. Le facteur Xa, généré via le 

complexe FIXa-FVIII ou le complexe FT-FVIIa, va se lier au facteur V, pour former le 

complexe prothrombinase, entraînant la formation de thrombine à partir de pro-thrombine. Au 

cours de cette première phase, le taux de génération de thrombine en présence de facteur V non 

activé est extrêmement faible, inférieure à 1% du taux de génération de thrombine en présence 

de facteur Va (Nesheim et al., 1979)(Orfeo et al., 2004). De même, le facteur VIII, en forme 

non activée, entraîne la génération d’un complexe tenase (FIXa-FVIII) de faible efficacité. Une 

fois formée en faibles quantités, la thrombine va convertir le facteur V en facteur V activé, et le 

facteur VIII en facteur VIII activé. Les complexes tenase (FIXa-FVIIIa) et prothrombinase (FXa-

FVa) vont alors agir de manière pleinement efficace et générer de larges quantités de thrombine : 

c’est la phase d’amplification de la cascade de la coagulation. La thrombine va également activer 

le facteur XIa, participant à l’amplification de la voie endogène de la coagulation. Une fois 

formée, la thrombine convertit le fibrinogène en fibrine, permettant une augmentation de la 

stabilité du thrombus et la formation d’un thrombus constitué. L’activation du facteur VII par le 

facteur tissulaire constitue le départ de la voie dite extrinsèque de la coagulation. La voie 

intrinsèque ou endogène joue également un rôle au cours de la cascade de la coagulation : cette 

voie est une voie d’amplification mais ne participe pas à l’initiation de la coagulation in vivo 

(Furie and Furie, 1992). Elle est déclenchée par la liaison du kininogène de haut poids 
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moléculaire (KHPM) et du facteur XII à des surfaces chargées négativement, et notamment les 

phospholipides présents à la surface des plaquettes. Au cours de son activation, le facteur XII est 

converti en facteur XII activé, qui à son tour active le facteur XI en facteur XI activé, qui active 

le facteur IX en facteur IX activé. Le facteur IXa va se lier au facteur VIIIa, le complexe FIXa-

VIIIa activant le facteur X (Figure 10).  

 

 
Figure  10  :  Schéma  de  la  cascade  de  la  coagulation  
L’initiation   de   la   cascade   de   la   coagulation   se   déclenche   à   partir   de   l’exposition   du   FT,   sous   forme  
activée.  Le  FT  va  se  lier  au  facteur  VII,  permettant  la  génération  du  complexe  FT-FVIIa.  Ce  complexe  a  
trois  substrats,  le  facteur  VII,  le  facteur  IX  et  le  facteur  X,  qui  vont  être  activés.  Le  facteur  IXa  va  se  lier  au  
facteur  VIII  pour  générer  le  complexe  tenase  (FIXa-FVIII),  qui  va  à  son  tour  également  activer  le  facteur  
X.  Le   facteur  Xa,  généré  via   le   complexe  FIXa-FVIII   ou   le   complexe  FT-FVIIa,   va  se   lier  au   facteur  V,  
pour  former  le  complexe  prothrombinase,  entraînant  la  formation  de  thrombine  à  partir  de  pro-thrombine.  
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Une   fois   formée   en   faibles   quantités,   la   thrombine   va   convertir   le   facteur   V   en   facteur   V   activé,   et   le  
facteur  VIII  en  facteur  VIII  activé.  Les  complexes  tenase  (FIXa-FVIIIa)  et  prothrombinase  (FXa-FVa)  vont  
alors  agir  de  manière  pleinement  efficace  et  générer  de   larges  quantités  de   thrombine   :   c’est   la  phase  
d’amplification  de  la  cascade  de  la  coagulation.  
Figure   adaptée   de   la   figure   de   Barbara   Furie   et   Bruce   Furie   dans   l’article   «   Mechanism   of   thrombus  
formation  ».  
  

c. Régulation des mécanismes d’hémostase 
 

Afin qu’il n’y ait pas de génération de thrombine et de fibrine à distance du site de blessure 

vasculaire, des mécanismes de régulation de la cascade de la coagulation existent. L’anti-

thrombine joue un rôle en inhibant la thrombine, mais également en inhibant le complexe 

prothrombinase et le facteur XIa. La thrombine est également captée à la surface des cellules 

endothéliales par la thrombomoduline (TM). Le complexe thrombine/thrombomoduline active la 

protéine C (PC) en protéine C activée (PCa). La PCa va se lier à son cofacteur, la protéine S 

(PS), permettant une inhibition du facteur Va et du facteur VIIa. Enfin, le tissue factor pathway 

inhibitor (TFPI), synthétisé par les cellules endothéliales, se lie au complexe FT-FVIIa afin 

d’inhiber la génération de facteur Xa.  

Enfin, des mécanismes d’élimination du thrombus existent, via la dégradation de la fibrine 

au cours de la fibrinolyse. Des molécules activatrices de la fibrinolyse existent, qui exercent leur 

action via la transformation du plasminogène en plasmine : ce sont l’activateur tissulaire du 

plasminogène (tPA) et l’urokinase (u-PA). La plasmine permet ensuite la dégradation de la 

fibrine. A l’inverse, des molécules inhibitrices vont exercer une action anti-fibrinolyse : ce sont 

l’alpha-2-antiplasmine, inhibiteur spécifique de la plasmine, et l’inhibiteur de l’activateur du 

plasminogène de type 1 ou PAI-1.  

 

B. Rappels sur les mécanismes de la thrombose artérielle et veineuse 
 

a. Mécanismes de thrombose artérielle 
 

La thrombose artérielle survient le plus souvent en présence d’une athérosclérose sous-

jacente, et peut être considérée comme une « poussée » inflammatoire dans le cadre d’une 

maladie inflammatoire artérielle chronique.   

 

 1) Survenue d’une lésion d’athérosclérose 
 

La survenue d’une lésion d’athérosclérose est déclenchée par une agression endothéliale 

et l’accumulation de liprotéines de faible densité (low-density lipoproteins ou LDL) et de dérivés 
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réactifs de l’oxygène (ROS) au sein de la paroi artérielle, LDL soumis ultérieurement à 

oxydation et modification. A l’état basal, l’endothélium exerce un effet « anti-adhésif » via 

différentes voies : expression d’ecto-ADP-ase inhibant l’ADP, sécrétion d’oxyde nitrique (NO) 

et de prostaglandine I2 (PGI2) inhibant l’activation plaquettaire, expression de thrombomoduline 

(TM) et du récépteur EPCR (endothelial protein-C receptor) permettant l’activation de la 

protéine C en protéine C activée. La présence de ces différents composants à l’état basal permet 

une inhibition de l’activation plaquettaire et de la génération de thrombine. En présence 

d’agression endothéliale médiée par un environnement inflammatoire et par l’incorporation de 

LDL et de dérivés réactifs de l’oxygène au sein de la paroi artérielle, les cellules endothéliales 

activées vont exprimer à leur surface différentes molécules d’adhésion : facteur von Willebrand 

(vWF), VCAM-1, ICAM-1, P-et E-Selectine. L’expression de P-Sélectine et de vWF permet 

l’attachement et le « rolling » des plaquettes à la surface des CE. L’expression de ICAM-1 et 

VCAM-1 permet l’attachement des monocytes circulants. Les monocytes attachés vont dans un 

second temps migrer à travers l’endothélium, se différencier en macrophages sous la dépendance 

du facteur de croissance M-CSF (macrophage colony-stimulating factor), et incorporer les LDL 

oxydés présents au niveau sous-endothélial. L’accumulation de LDL au sein des macrophages va 

conduire à la formation de cellules spumeuses au niveau de l’intima. En cas de développement 

chronique de la plaque d’athérosclérose, vont se déposer au niveau de l’intima, des fibres de 

collagène, participant à la stabilisation de la plaque d’athérosclérose. Une évolution rapide de la 

plaque ainsi formée peut survenir, entraînant une instabilité de la plaque : développement d’un 

centre nécrotique, augmentation de volume de la plaque et amincissement du dépôt de collagène. 

Une érosion ou une fissuration de la plaque va alors entraîner une mise en contact du sous-

endothélium avec le flux sanguin, menant au développement d’un thrombus. Le plus souvent, ce 

n’est pas un seul évènement de rupture de plaque qui va mener à un thrombus occlusif, mais 

l’accumulation de phénomènes de ruptures et de réparations de plaque. Cet enchaînement de 

ruptures et de réparations va entraîner une sténose du vaisseau atteint ainsi qu’une augmentation 

du flux sanguin à son niveau participant également à la progression de la plaque et à la 

majoration de la sténose.  

 

 2) Evènements cellulaires menant à la thrombose artérielle 
 

Comme lors de l’hémostase physiologique, lorsque le sous-endothélium est mis en 

contact avec le flux sanguin, les protéines de matrice sont alors exposées : facteur von 

Willebrand, fibres de collagène, fibronectine, laminine. L’exposition de ces protéines du sous-

endothélium va mener à l’adhésion plaquettaire via différentes voies : liaison du vWF au 
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complexe GPIb-V-IX, liaison du collagène à la GPVI et à l’intégrine alpha-2-beta-1, liaison de la 

fibronectine à l’intégrine alpha-5-beta-1. L’adhésion des plaquettes va entraîner leur activation, 

puis la formation de liaisons inter-plaquettaires. Cette première étape aboutit à la constitution 

d’un thrombus riche en plaquettes ou « thrombus blanc ». A partir de la première étape de liason 

et d’activation plaquettaire, va se mettre en place une activation des voies de la coagulation. En 

effet, la surface des plaquettes activées, riche en phospholipides, constitue une surface 

d’assemblage des principaux complexes de la coagulation. Cette activation de la coagulation va 

aboutir à la formation de fibrine et de thrombine et à la mise en place d’un thrombus riche en 

fibrine et en globules rouges. Enfin, les leucocytes circulants vont se lier aux plaquettes déjà 

fixées sur l’endothélium. Notamment, les neutrophiles circulants sont recrutés au niveau de la 

lésion, relarguent des protéines granulaires (azurocidine, cathepsine G), participant également à 

l’activation de l’endothélium. Une description plus détaillée du rôle des PNN dans la thrombose 

artérielle est effectuée dans la suite de la thèse.  

En conclusion, la survenue d’une thrombose artérielle est un processus complexe, faisant 

intervenir de nombreux composants cellulaires, au cours d’un processus inflammatoire chronique 

de la paroi artérielle. Le compartiment endothélial constitue un des piliers majeurs de cette 

physiopathologie. En effet, son activation mène au recrutement cellulaire et à l’initiation du 

développement du thrombus. De plus en plus étudiés, les PNN participent également de cette 

physiopathologie, via notamment leur recrutement au niveau des plaquettes et l’activation 

endothéliale qu’ils entraînent (Figure 11).  
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Figure  11  :    Schéma  des  mécanismes  participant  à  la  survenue  de  thrombose  artérielle  
1.  Les  dérivés  réactifs  de  l’oxygène  (reactive  oxygene  species,  ROS)  et  les  lipoprotéines  de  faible  densité  
(LDLc)   s’accumulent   au   niveau   du   sous-endothélium,   aboutissant   à   une   activation   des   cellules  
endothéliales  (CE).  Dans  un  second  temps,  les  monocytes  migrent  au  niveau  de  l’intima,  se  différencient  
en  macrophages  qui  intègrent  les  LDL,  et  deviennent  des  cellules  spumeuses.  Ce  processus  aboutit  à  la  
formation  d’une  plaque  d’athérosclérose  qui  évolue  le  plus  souvent  de  façon  chronique.    
2.  Lors  de  la  rupture  de  la  plaque,  les  protéines  d’adhésion  du  sous-endothélium  sont  mises  en  contact  
avec   le   flux   sanguin.   Les   plaquettes   adhérent   au   sous-endothélium,   sont   activées   puis   adhèrent   entre  
elles,  aboutissant  à  la  formation  d’un  thrombus  riche  en  plaquettes.    
3.  L’activation  des  voies  de  la  coagulation  ainsi  que  le  recrutement  de  leucocytes  au  site  de  thrombose  
aboutissent  à  la  formation  d’un  thrombus  riche  en  fibrine  et  en  globules  rouges.    
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b. Mécanismes de thrombose veineuse 
 

La thrombose veineuse survient en absence de mise à nu de l’endothélium. La première 

étape de la formation d’un thrombus veineux est l’activation du compartiment endothélial, 

médiée par la diminution du débit sanguin et la stase sanguine. L’hypoxie entraîne également 

une activation endothéliale (Pinsky et al., 1996). Comme dit plus haut, le compartiment 

endothélial exerce une activité « anti-coagulante » via différents mécanismes : expression de 

TM, d’ecto-ADP-ase, sécrétion de NO et de PGI2, expression de protéoglycanes (Esmon and 

Esmon, 2011) (Figure 12).  

 
Activées, les cellules endothéliales vont exprimer à leur surface la P-Sélectine qui va lier 

les leucocytes via le couple P-Selectine/PSGL1. Cette liaison des leucocytes, monocytes et PNN, 

aux cellules endothéliales, constitue une étape cruciale de la physiopathologie de la thrombose 

veineuse. Les plaquettes sont également recrutées au niveau de l’endothélium, via la liaison de la 

GPIb au facteur von Willebrand exprimé à la surface des cellules endothéliales, mais surtout via 

leur liaison aux leucocytes déjà recrutés (von Brühl et al., 2012). Suite à l’adhésion des 

leucocytes à l’endothélium, la coagulation est activée via différents mécanismes : activation du 

facteur XII par les neutrophil extracellular traps (NET) émis par les PNN, activation de la voie 

extrinsèque par le facteur tissulaire exprimé au niveau des monocytes, des PNN et des micro-

vésicules circulantes, inhibition de protéines anticoagulantes par les NET (Massberg et al., 

2010). Les plaquettes recrutées au niveau des leucocytes vont également activer ceux-ci, 

favorisant l’émission de NET, et participant à la mise en place d’un « cercle vicieux » qui va 

concourir à la mise en place du thrombus (von Brühl et al., 2012) (Figure 13).  
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Figure  12  :    Rôle  anticoagulant  du  compartiment  endothélial    
1.  La   thrombine  se   lie  à   la   thrombomoduline   (TM)  qui   inhibe  sa  capacité  à  activer   le   fibrinogène  et   les  
plaquettes,  et   lui  permet  d’activer   la  protéine  C  (PC)  en  protéine  C  activée  (PCA).  L’activation  de  la  PC  
est  potentialisée  par  le  récepteur  endothélial  à  la  protéine  C  (EPCR),  qui  protège  également  la  PCA  de  la  
dégradation.   La   PCA   est   dissociée   de   l’EPCR   et   intéragit   avec   la   protéine   S   (PS)   afin   de   catalyser  
l’inactivation  des  facteurs  Va  et  VIIIa.    
2.  L’anti-thrombine  (AT)  se  fixe  à  la  thrombine  (T)  et  à  d’autres  facteurs  (IXa  and  Xa)  afin  de  les  inhiber.  
La  liaison  de  l’AT  aux  protéoglycanes  liés  à  l’endothélium  accélère  la  réaction  d’inhibition  de  la  thrombine  
par  l’AT.    
3.   Les   cellules   endothéliales   sécrétent   de   l’oxyde   nitrique   (NO)   et   de   la   prostaglandine   I2   (PGI2)   qui  
inhibent  les  plaquettes  circulantes.    
Figure   adaptée   de   la   figure   de   Esmond   C.   et   Esmond   N.   dans   l’article   «   The   link   between   vascular  
features  and  thrombosis  »  dans  Annual  Reviews  of  Physiology,  2011.    
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Figure  13  :  Schéma  des  mécanismes  participant  à  la  survenue  de  thrombose  veineuse  
En  cas  de  stase  sanguine,  de  réduction  du  flux  sanguin  ou  d’hypoxie,  les  cellules  endothéliales  (CE)  sont  
activées   et   expriment   à   la   surface   de   la   P-Sélectine   et   du   facteur  Willebrand   (vWF).   Les   leucocytes,  
monocytes  et  polynucléaires  neutrophiles  (PNN)  se  lient  aux  CE  via  la  P-Sélectine  et  sont  les  premières  
cellules  recrutées  au  site  de  thrombose.  Dans  un  second  temps,   les  plaquettes  se  lient  aux  leucocytes.  
L’activation  de  la  voie  extrinsèque  de  la  coagulation  est  médiée  par  l’expression  de  facteur  tissulaire  (FT)  
par  les  monocytes,  les  PNN,  et  les  microvésicules  (MV)  circulantes.  L’activation  de  la  voie  intrinsèque  de  
la  coagulation  est  médiée  par   l’activation  du   facteur  XII  par   les  neutrophil   extracellular   trap   (NET).  Les  
plaquettes  activent  les  PNN,  qui  relarguent  des  NET.  Les  NET  activent  les  CE  et  les  plaquettes.    
Figure   adaptée   de   la   figure   de   Mackman   N.   dans   l’article   «   New   insights   in   mechanisms   of   venous  
thrombosis  »,  The  Journal  of  Clinical  Investigation,  2012.  
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III. Facteurs de risque et physiopathologie de la thrombose dans 
les NMP BCR-ABL négatif 

 

La physiopathologie de la thrombose au cours des NMP BCR-ABL – est complexe. Des 

facteurs cliniques (âge, antécédents de thrombose, facteurs de risque cardio-vasculaires), des 

taux élevés de cellules sanguines (leucocytose, thrombocytose, érythrocytose) participent à cette 

physiopathologie. Mais, surajoutées aux modifications quantitatives des cellules sanguines 

circulantes, entrent également en jeu des anomalies qualitatives de ces cellules avec une 

activation accrue, la présence augmentée de facteurs plasmatiques « pro-coagulants » et des 

altérations du flux sanguin notamment en cas d’hématocrite élevé comme rencontré lors de la 

PV. Enfin, l’endothélium joue également probablement un rôle dans la physiopathologie de la 

thrombose au cours des NMP. La Figure 17 récapitule ce qui était connu, au début de ce travail 

de thèse, sur la physiopathologie de la thrombose dans les NMP. (Figure 14).  
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Figure  14  :  Physiopathologie  de  la  thrombose  au  cours  des  néoplasies  myéloprolifératives  (NMP)  
avec  mutation  JAK2V617F  
Différents  compartiments  cellulaires  sont   impliqués  dans   la  physiopathologie  de   la   thrombose  des  NMP  
JAK2V617F.   Il   a   été   montré   que   les   plaquettes   étaient   activées   chez   les   patients   avec   NMP,   avec  
augmentation  d’expression  à   leur  surface  de   facteur   tissulaire   (FT),  de  P-Sélectine.  Dans   le  plasma  de  
patients  avec  NMP,  des  taux  augmentés  de  thromboxane  A2  (TXA2),  CD40  ligand  et  P-Selectine  soluble  
ont   été   mis   en   évidence.   Les   globules   rouges   jouent   également   un   rôle   :   en   cas   d’augmentation   de  
l’hématocrite,   ils  entraînent  un  déplacement  des  plaquettes  au  contact  de   l’endothélium,  et  ces  cellules  
sont  également  activées  (surexpression  de  Lu/BCAM).  Il  a  été  montré  que  les  polynucléaires  neutrophiles  
et  les  monocytes  étaient  activés  :  augmentation  à  leur  surface  d’expression  de  facteur  tissulaire,  CD11b,  
augmentation   des   taux   plasmatiques   d’élastase   neutrophile   (NE)   et   de   myélopéroxydase   (MPO).   Les  
cellules   endothéliales   sont   activées   avec,   chez   les   patients,   augmentation   de  marqueurs   plasmatiques  
d’activation   endothéliale   :   thrombomoduline   (TM),   facteur   von  Willebrand   (vWF),   P-   et   E-Selectine,   et  
augmentation   du   taux   de   cellules   endothéliales   circulantes   (CEC).   Enfin,   des   facteurs   plasmatiques  
jouent  certainement  un   rôle  dans  cette  physiopathologie  avec  augmentation  du   taux  de  microparticules  
(MP),   diminution   des   taux   de   protéine  C   et   protéine   S,   présence   plus   fréquente   d’une   résistance   à   la  
protéine  C  activée.  
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A. Age et antécédent de thrombose 
 

Le premier facteur de risque de thrombose reconnu au cours des NMP est l’âge supérieur 

ou égal à 60 ans. Au cours de la TE, une des plus larges séries réalisées a inclus 891 patients et 

retrouvait un hazard-ratio (HR) à 1,50 (IC : 1,0-2,25, p= 0,049) d’avoir un évènement 

thrombotique chez les patients de plus de 60 ans (Carobbio et al., 2011). Une autre étude 

montrait que le taux de thrombose chez les patients de plus de 60 ans était de 15,1/100 

patients/an, contre 6,3/100 patients/an chez les patients âgés de 40 à 60 ans, et 1,8/100 

patients/an chez les patients de moins de 40 ans (Cortelazzo et al., 1990). Au cours de la PV, 

l’étude du GISP en 1995, réalisée sur 1213 patients, montrait que le taux global de thrombose 

était de 5,1/100 patients/an pour les patients âgés de plus de 70 ans, contre 1,8/100 patients/an 

chez les patients âgés de moins de 40 ans (GISP, 1995). La série de Marchioli et de ses co-

auteurs, ayant inclus 1638 patients, montrait que le risque de thrombose était 8,6 fois supérieur 

chez les patients âgés de plus de 60 ans (Marchioli et al., 2013).  

Le second facteur de risque reconnu de thrombose au cours des NMP est d’avoir déjà un 

antécédent de thrombose. Que ce soit au cours de la TE ou de la PV, de nombreuses études ont 

mis en évidence ce facteur de risque. A titre d’exemple, au cours de la TE, l’étude réalisée par 

Carobbio et ses collègues retrouvait un HR à 1,93 (IC : 1,27-2,91, p= 0,002) d’avoir un 

évènement thrombotique en cas d’antécédent de thrombose (Carobbio et al., 2011). L’étude 

réalisée par Palandri et ses co-auteurs, réalisée sur 389 patients, montrait que les patients avec un 

antécédent de thrombose avait un risque de 70% d’avoir un nouvel évènement thrombotique, 

contre 4% pour les patients sans antécédents de thrombose (Palandri et al., 2008). Au cours de 

la PV, l’étude ECLAP retrouvait un HR de 4,85  de présenter un évènement thrombotique chez 

les patients avec antécédent thrombotique (Landolfi et al., 2004).  

 

B. Rôle des cellules sanguines 
 

a. Rôle des plaquettes 
 

 1) Implication du nombre de plaquettes 
 

Au cours de la TE, même si un nombre de plaquettes inférieur à 400G/L figure parmi les 

critères de réponse établis par l’European Leukemia Net (Barosi et al., 2013), les résultats des 

études cliniques sont contradictoires concernant l’association entre le chiffre de plaquettes et le 
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risque de thrombose. Même si des études précoces suggéraient un effet protecteur sur le risque 

de thrombose d’un abaissement du nombre de plaquettes (Cortelazzo et al., 1995)(Regev et al., 

1997), des études ultérieures ont montré qu’une diminution de ce nombre n’était pas protectrice 

vis-à-vis du risque thrombotique (Campbell et al., 2012b)(Carobbio et al., 2010). Pour 

exemple, dans l’essai prospectif PT-1 (Primary-Thrombocytemia 1), l’analyse de 776 patients 

avec TE n’a pas montré de corrélation entre un nombre de plaquettes élevé et un risque de 

thrombose accru. Au contraire, cette étude a montré un risque hémorragique plus important (HR 

= 3,7, IC : 1,7-8,2) dans les périodes durant lesquelles le nombre de plaquettes était supérieur à 

450G/L. En cas de plaquettes supérieures à 1250 G/L, ce risque hémorragique était estimé à 10 

fois supérieur par rapport au risque en présence d’un nombre de plaquettes dans les valeurs 

normales (Campbell et al., 2012b). En effet, la présence d’un nombre de plaquettes élevé 

(>1500G/L) est associé à un sur-risque hémorragique, via l’acquisition d’un syndrome de 

Willebrand acquis (Budde et al., 1993), même si des anomalies du facteur Willebrand peuvent 

se retrouver en présence d’un nombre de plaquettes inférieur à 600G/L (Lancellotti et al., 2015). 

Ces données suggèrent que diminuer le nombre de plaquettes en dessous de 400 G/L n’est pas la 

priorité au cours de la TE, et qu’un chiffre supérieur à 1250G/L nécessite probablement la mise 

en place d’un traitement cytoréducteur devant le risque hémorragique accru (Barbui et al., 

2011b).   

Au cours de la PV, un chiffre de plaquettes inférieur à 400G/L fait également partie des 

critères de réponse ELN 2013 (Barosi et al., 2013) mais les données apportées par les études 

cliniques sont plus contradictoires. L’analyse des données de l’essai ECLAP par Di Nisio et ses 

co-auteurs n’a pas montré de risque augmenté de thrombose chez les patients avec un nombre de 

plaquettes supérieur à 500 G/L (Di Nisio et al., 2006). A l’inverse, une étude analysant la valeur 

pronostique des critères de réponse à l’ELN a montré que les patients ayant un nombre de 

plaquettes inférieur à 400G/L au cours du suivi (= réponse complète selon les critères ELN) 

avaient un risque de thrombose diminué par rapport aux patients ayant un taux de plaquettes 

supérieur à 400G/L (Alvarez-Larran et al., 2012).  

 

 2) Anomalies qualitatives des plaquettes 
 

Les premières études réalisées sur les plaquettes au cours des NMP ont premièrement 

montré des anomalies d’agrégation spontanée ou d’auto-agrégation (Vreeken and van Aken, 

1971)(Preston et al., 1974) en faveur d’une activation plaquettaire. Cependant, à l’inverse de ces 

résultats, d’autres études ont mis en évidence des anomalies de réponse plaquettaire secondaires 

à des anomalies des phospholipides membranaires (Castaldi et al., 1982)(Baker and 
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Manoharan, 1988), des niveaux diminués de molécules d’adhésion à leur surface (GPIb, GPIIb-

IIIa, GPVI) ainsi qu’une diminution du contenu plaquettaire en granules denses (Russell et al., 

1981)(Pareti et al., 1982)(Landolfi et al., 1995)(Schafer, 1984) en faveur d’une diminution de 

fonctionnalité plaquettaire au cours des NMP. Cependant, les études les plus récentes sont en 

faveur d’une activation des plaquettes au cours de ces maladies. Au cours de la TE, il a ainsi été 

montré une augmentation d’expression à leur surface de plusieurs protéines cruciales pour 

l’hémostase primaire et la coagulation comme la P-sélectine (Falanga et al., 2005)(Arellano-

Rodrigo et al., 2006) (CD62P) ou le facteur tissulaire (Falanga et al., 2007) (CD142), ainsi 

qu’une augmentation du taux agrégats leuco-plaquettaires circulants (Falanga et al., 

2005)(Arellano-Rodrigo et al., 2006). Autre argument en faveur d’une activation plaquettaire 

au cours des NMP, il a été montré que les patients avec TE avaient des taux circulants de P-

sélectine soluble, de CD40 ligand (Arellano-‐Rodrigo et al., 2008), de béta-thromboglobuline, 

de facteur plaquettaire 4 (platelet factor 4 ou PF4), et de thromboxane A2 (TXA2) augmentés au 

niveau plasmatique. Cette augmentation de TXA2 plasmatique s’accompagnait d’un taux 

augmenté de thromboxane B2 (TXB2) sanguin (Santilli et al., 2008) et urinaire (Landolfi et al., 

1992)(Jensen et al., 2000). Etant donné que les plaquettes fournissent une surface catalytique 

nécessaire à la génération de thrombine, celle-ci a été étudiée chez des patients avec TE et PV et 

il a été montré que la génération de thrombine était augmentée chez les patients par rapport aux 

témoins, et plus particulièrement chez les patients avec présence de la mutation JAK2V617F 

(Panova-‐Noeva et al., 2011). De plus,  une équipe a récemment montré que les plaquettes (mais 

également les globules rouges, les polynucléaires neutrophiles et les lymphocytes) de patients 

avec TE exprimaient plus de phosphatidylsérine (PS), participant ainsi à une augmentation de 

génération de facteur X activé, de thrombine et de fibrine (Tong et al., 2018). Enfin, il a été 

montré chez les patients avec TE et PV un taux plus élevé de plaquettes immatures, ou plaquettes 

réticulées (Panova-Noeva et al., 2011), qui possèdent un pouvoir hémostatique accru 

(Harrison, M.S.C. Robinson, I.J. Mac, 1997). Il semble que les patients avec mutation 

JAK2V617F aient une activation plaquettaire accrue par rapport aux patients JAK2WT, au 

regard de certains paramètres analysés : augmentation de la génération de thrombine (Panova-

Noeva et al., 2011), augmentation d’expression à leur surface de facteur tissulaire et de P-

Selectine (Arellano-Rodrigo et al., 2006) (Alvarez-Larrán et al., 2008) (Falanga et al., 2007), 

augmentation du taux de plaquettes immatures circulantes (Panova-Noeva et al., 2011).  

 

L’étude des fonctions plaquettaires chez les patients avec NMP se heurte cependant à 

l’hétérogénéité retrouvée entre différents patients, notamment concernant les antécédents 
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thrombotiques, les traitements antiagrégants, ou la charge allélique qui influe certainement sur 

l’activation cellulaire. Ainsi, plusieurs études ont analysé les fonctions plaquettaires dans des 

modèles murins de NMP, permettant d’obtenir une homogénéité de charge allélique et de 

paramètres sanguins. Les résultats de ces études apparaissent cependant contradictoires.  

Lamrani et ses collègues ont analysé les fonctions plaquettaires en utilisant deux modèles 

murins de NMP : un constitutif, le modèle VavCre/JAK2V617F, et un inductible, le modèle 

SCLCreERt/JAK2V617F (Lamrani et al., 2014). Etant donnée la survenue d’une recombinaison 

dans les cellules endothéliales dans ces modèles murins, les auteurs ont effectué des 

transplantations de CSH des souris VavCre/JAK2V617F et SCLCreERt/JAK2V617F dans des souris 

wild-type. Le modèle de greffe VavCre/JAK2V617F permet le développement d’une NMP rapide, 

mimant la PV au début, puis évoluant rapidement vers un phénotype évoquant la MFP. Le 

modèle de greffe SCLCreERt/JAK2V617F permet également le développement d’une NMP, mais à 

progression moins rapide que le modèle VavCre/JAK2V617F. Dans leurs études, les auteurs 

retrouvent des résultats contradictoires avec, chez les souris VavCre/JAK2V617F, une 

augmentation du temps de saignement in vivo, une diminution de la formation de thrombi in 

vitro (utilisation de chambres de flux coatées au collagène), une diminution d’expression de la 

GPVI, une diminution des multimères de hauts poids moléculaires du facteur vWF, une 

diminution de réponse des plaquettes à différents agonistes, mais cependant une augmentation de 

la formation de thrombi in vivo dans un modèle d’atteinte vasculaire par chlorure de fer avec la 

constatation d’une instabilité des thrombi formés. Les résultats sont du même ordre chez les 

souris SCLCreERt/JAK2V617F, avec une apparition moins rapide du déficit en GPVI que chez les 

souris VavCre/JAK2V617F.  

Les résultats de Lamrani et al. sont concordants avec les résultats d’une étude publiée la 

même année par Etheridge et ses co-auteurs (Etheridge et al., 2014). Dans cette étude, ceux-ci 

utilisaient un modèle murin Tie2Cre/FF1 permettant l’expression de la mutation JAK2V617F 

dans les cellules hématopoiétiques et les cellules endothéliales, ainsi qu’un modèle murin 

PF4Cre/FF1, mégacaryocytaire-spécifique. Dans le modèle Tie2Cre/FF1, ils montraient une 

diminution de formation de thrombi in vivo associée à une augmentation du temps de 

saignement, allant dans le sens d’anomalies de l’hémostase. Les auteurs ne retrouvaient pas de 

différences d’expression des principales intégrines à la surface des plaquettes (β3, αIIb, β1, et 

α2) ni de différences d’agrégation plaquettaire entre les modèles Tie2Cre/FF1, PF4Cre/FF1 et 

les souris contrôles. Dans un second temps, les auteurs utilisèrent deux seconds modèles : un 

modèle de greffe de moelle de souris Tie2Cre/FF1 dans des souris WT (permettant la présence 

de la mutation JAK2V617F dans le compartiment hématopoiétique) et un modèle de greffe de 



 61  

moelle de souris WT dans des souris Tie2Cre/FF1 (permettant la présence de la mutation 

JAK2V617F dans le compartiment endothélial). Utilisant ces deux modèles, les auteurs 

suggéraient que les anomalies d’hémostase retrouvées initialement étaient secondaires au 

compartiment endothélial : pas de différence de thrombose artérielle ni de temps de saignement 

dans le modèle purement hématopoiétique, et diminution de la survenue de thrombose artérielle 

sans différence de temps de saignement dans le modèle purement endothélial. Enfin, les auteurs 

analysaient le facteur von Willebrand et retrouvaient une diminution de répartition des 

multimères de haut poids moléculaire (HPM) dans les souris Tie2Cre/FF1 (ainsi qu’une 

diminution d’agrégation à la ristocétine) en faveur d’un syndrome de Willebrand acquis. Cette 

anomalie de répartition des multimères de HPM n’était pas retrouvée dans les deux modèles de 

greffe. Cependant, les auteurs retrouvaient une diminution de l’agrégation à la ristocétine dans le 

modèle purement endothélial, suggérant une implication des cellules endothéliales dans cette 

anomalie du facteur Willebrand.  

Les résultats de ces deux études sont contradictoires avec ceux d’une étude publiée un an 

plus tôt par Hobbs et al (Hobbs et al., 2013). Dans cette étude, les auteurs, utilisant un modèle 

murin mimant la TE retrouvée chez les patients (modèle MxlCre;JAK2), apportaient des 

arguments en faveur d’une activation plaquettaire : augmentation de réponse à différents 

agonistes (thrombine, collagène), augmentation de la formation de thrombi in vitro, diminution 

du temps de saignement in vivo.  

Enfin, plus récemment, une autre équipe a réalisé une étude sur différents modèles murins : 

un modèle murin entraînant la survenue d’une thrombocytose sans mutation JAK2V617F 

(modèle Yall;MPL-/-) et deux modèles déjà décrits ci-dessus, les modèles VavCre et MxlCre 

avec transplantation de la moelle de ces souris dans des souris wild-type. Sur le plan du 

phénotype thrombotique, les auteurs utilisaient différents modèles de thrombose. Dans un 

modèle de thrombose induite par injection de collagène et adrénaline, ils montraient que la survie 

des trois modèles était diminuée, du fait de la survenue de multiples thrombi. Dans un modèle de 

thrombose artérielle par chlorure de fer, la survenue de thrombose était augmentée dans le 

modèle Yall;MPL-/-, sans l’être dans les modèles VavCre et MxlCre. Enfin, dans un modèle de 

sténose de la veine cave inférieure, ils ne retrouvaient pas de différence concernant la taille ou le 

poids du thrombus dans les trois différents modèles par rapport aux contrôles, avec cependant 

une composition des thrombi plus riche en plaquettes que les souris contrôles. Sur le plan du 

phénotype hémorragique, les auteurs retrouvaient des résultats concordants avec l’étude de 

Lamrani et de ses co-auteurs avec, chez les souris Yall;Mpl-/- et VavCre, des temps de 

saignement augmentés et une diminution des multimères de haut poids moléculaire du facteur 
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Willebrand, en faveur d’un syndrome de Willebrand acquis. En revanche, les fonctions 

plaquettaires en elles-mêmes n’étaient pas modifiées dans les différents modèles avec des 

réponses d’agrégation identiques aux souris contrôles en présence de différents agonistes (ADP, 

collagène, thrombine) (Strassel et al., 2015). 

 

Il est donc difficile d’établir des conclusions à partir des résultats de ces études sur 

modèles murins. Les fonctions plaquettaires, et plus largement hémostatiques, sont probablement 

très dépendantes du phénotype « myéloprolifératif » de la maladie présentée par les souris. De 

plus, les études de Etheridge et Hobbs utilisaient des modèles murins avec expression de la 

version humaine de JAK2V617F, contrairement à l’étude de Lamrani et de ses co-auteurs, sans 

que nous connaissions les conséquences de la présence d’une protéine humaine dans des modèles 

murins. Il ne semble en tout cas pas que les fonctions plaquettaires soient altérées dans les 

différents modèles murins analysés mais les données disponibles suggèrent plus volontiers la 

présence d’un syndrome de Willebrand acquis, comme retrouvé chez les patients.  

 

Au total, les plaquettes semblent activées chez les patients avec NMP, avec une 

augmentation d’expression des molécules d’adhésion à leur surface et des marqueurs 

d’activation plasmatiques augmentés. Cette activation plaquettaire participe très certainement à 

la physiopathologie de la thrombose au cours de ces maladies.  
 

b. Rôle des leucocytes 
 

 1) Implication du nombre de leucocytes 
 

Les études ayant analysé l’influence du nombre de leucocytes sur le risque de thrombose 

artérielle et veineuse au cours de la TE et de la PV apportent des résultats contradictoires.  

Au cours de la TE, des études ayant inclus un grand nombre de patients ont montré qu’un 

nombre de leucocytes élevé au diagnostic était un facteur de risque de thrombose, que ce soit 

dans les territoires artériels et veineux, ou artériel seul (Campbell et al., 2012b)(Alvarez-‐

Larrán et al., 2013)(Carobbio et al., 2011)(Palandri et al., 2011)(Passamonti et al., 2009) 

(Carobbio et al., 2008a)(Carobbio et al., 2008b)(Carobbio et al., 2007)(Wolanskyj et al., 

2006)(Buxhofer-‐Ausch et al., 2016). Il est à noter que le chiffre seuil de globules blancs retenu 

était très variable entre les études, allant de 8,4G/L (Buxhofer-‐Ausch et al., 2016) à 15G/L 

(Wolanskyj et al., 2006). Il a également été montré qu’un nombre de globules blancs élevé était 

un facteur de risque de récurrence de thrombose chez les patients jeunes (De Stefano et al., 
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2009). A l’inverse, ces résultats n’ont pas été confirmé dans d’autres études (Barbui et al., 

2012b)(Girodon et al., 2010)(Passamonti et al., 2008)(Chim et al., 2005)(Montanaro et al., 

2014) notamment dans celles ayant inclus un grand nombre de patients, comme l’étude de 

Montanaro et al. avec 1144 patients, ou l’étude de Barbui et al. ayant inclus 891 patients.  

Au cours de la PV, les données issues de l’essai ECLAP ont montré qu’un nombre de GB 

supérieur à 15G/L était associé à un risque plus élevé de thrombose majeure (HR : 1,71, IC : 

1,10-2,75) et d’infarctus du myocarde (HR : 2,84, IC : 1,25-2,46) sans augmentation du risque de 

thrombose veineuse (Landolfi et al., 2007). Cependant, une autre étude parue en 2010, ayant 

inclus 338 patients, ne mettait pas en évidence la présence d’une leucocytose supérieure à 11G/L 

comme facteur de risque de thrombose (Passamonti et al., 2010).  

En conclusion, il est difficile de se faire une idée franche sur l’influence de la leucocytose 

sur le risque de thrombose. Il semblerait cependant que ce risque soit plus important au niveau 

du territoire artériel.  

 
 2) Anomalies qualitatives des leucocytes 

 

Les polynucléaires neutrophiles représentent le compartiment le plus important des 

leucocytes et jouent un rôle central dans la réponse inflammatoire et l’activation du système de 

coagulation. Au cours de la TE et de la PV, des arguments plaident pour une activation accrue 

des polynucléaires neutrophiles. Il a notamment été retrouvé chez les patients avec TE, PV et 

MFP une augmentation à leur surface d’expression du CD11b, marqueur d’activation du PNN 

(Falanga et al., 2005)(Alvarez-Larrán et al., 2008). De même, il a été montré que les PNN de 

patients avec TE avaient une expression augmentée de facteur tissulaire, protéine jouant un rôle 

dans le déclenchement de la voie extrinsèque de la coagulation (Falanga et al., 2007). Dans 

cette même étude, les auteurs retrouvaient une augmentation d’expression à la surface des PNN 

de marqueurs d’activation du PNN : CD14 et LAP (leucocyte alcaline phosphatase), plus 

particulièrement chez les patients avec mutation JAK2V617F. Il a été également montré des taux 

circulants d’agrégats leuco-plaquettaires augmentés (CD11b-CD42b et CD11b-CD62P) chez les 

patients avec TE, témoignant d’interactions entre leucocytes et plaquettes augmentées au cours 

des NMP. Les patients avec mutation JAK2V617F avaient des taux augmentés par rapport aux 

patients sans mutation (Falanga et al., 2005). Enfin, en faveur d’une activation accrue des PMN 

au cours des NMP, il a été montré des taux circulants d’élastase et de myélopéroxydase, 

protéines relarguées par les PNN en cas d’activation, augmentés dans le plasma des patients avec 

PV et TE (Falanga et al., 2000). Récemment, l’équipe de Thomas Fischer a étudié l’expression 

des intégrines β1 (ou VLA-4) et β2 (ou LFA1) chez des patients avec NMP JAK2V617F (Gupta 
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et al., 2017) et dans un modèle murin Vav;Cre;JAK2V617F (Edelmann et al., 2018). Les 

auteurs ont premièrement montré que l’adhésion des cellules mononuclées (CMN) de patients 

avec NMP JAK2V617F était augmentée en présence d’un support coaté avec VCAM-1 (ligand 

de VLA4 ou β1-intégrine) et en présence de VCAM-1 soluble. Dans ce même article, les auteurs 

montraient que la protéine Rap1 était activée dans les CMN de patients, et que son inhibition 

menait à une diminution de leur adhésion, suggérant une activation de Rap1 médiée par 

JAK2V617F et menant à une augmentation de l’intégrine β1 à la surface des CMN (Gupta et 

al., 2017). Dans un second article publié récemment, la même équipe a utilisé un modèle murin 

Vav;Cre;JAK2V617F. Dans cette étude, les auteurs confirment ce qui était retrouvé chez les 

patients avec une augmentation des taux de β1- et β2- intégrine dans les PNN des souris 

Vav;Cre ;JAK2V617F et une adhésion des PNN augmentée en présence de VCAM-1 et ICAM-1. 

Les auteurs montrent également que cette augmentation d’expression des intégrine β1 et β2 est 

médiée par l’activation des voies PI3K et CalDAG-GEFI, et une activation de la protéine Rap1. 

Enfin, les auteurs montrent que l’inhibition de l’intégrine β2 entraîne une diminution de la 

survenue de thrombose dans un modèle de sténose de la veine cave inférieure. Les résultats de 

ces deux études confirment l’existence d’une activation des PNN en présence de JAK2V617F, 

avec une augmentation d’expression des β1 et β2 intégrines à leur surface, menant à une 

augmentation de leur adhésion et une participation dans la physiopathologie de la thrombose des 

NMP (Edelmann et al., 2018). De manière intéressante, ces résultats dans les PNN confirment 

ce que l’équipe de De Grandis et co-auteurs avaient retrouvé dans les érythrocytes avec mutation 

JAK2V617F, c’est-à-dire une activation de la protéine Rap1 médiée par la mutation 

JAK2V617F.  

Au total, ces données démontrent que les polynucléaires neutrophiles sont activés au cours 

des NMP.  A noter cependant, qu’au début de ce travail, aucune donnée n’était disponible sur le 

rôle des polynucléaires neutrophiles et du phénomène de NETose dans la physiopathologie de la 

thrombose des NMP.  

 

Les monocytes jouent un rôle important dans l’initiation de la thrombose veineuse 

profonde (von Brühl et al., 2012), et participent à la formation de la plaque d’athérosclérose 

(Swystun and Liaw, 2016). Moins étudiées au cours des NMP, des arguments plaident 

cependant pour une activation de ces cellules lors de ces maladies : augmentation d’expression 

de CD11b à leur surface au cours de la MFP (Alvarez-Larrán et al., 2008), augmentation des 

agrégats entre monocytes et plaquettes (Kaplar et al., 2000), augmentation d’expression de 

facteur tissulaire à leur surface au cours de la PV (Kornberg et al., 1997).  
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c. Rôle des globules rouges 
 

 1) Implication du taux d’hématocrite 
 

Les premières données indiquant que le risque de thrombose au cours de la PV est 

proportionnel au niveau d’hématocrite remontent à 1978, avec l’étude de Pearson et Wheterley-

Mein. Dans cette étude portant sur 68 patients, les auteurs montraient que le risque thrombotique 

à 10 ans était de 0,2% si l’hématocrite était inférieur à 44%, contre 0,92% si l’hématocrite était 

compris entre 45 et 49%, et 7,5% en cas d’hématocrite supérieur à 60% (Pearson and 

Wetherley-Mein, 1978). Dans les années qui ont suivi, les études cliniques ont retrouvé des 

résultats contradictoires. En 2007, l’analyse des données issues de l’étude ECLAP ne montraient 

pas de sur-risque de thrombose en cas d’hématocrite supérieur à 50% (Di Nisio et al., 2006). En 

2010, une étude rétrospective portant sur 226 patients montrait qu’il y avait un risque accru de 

thrombose (HR : 1,17, IC : 1,04-1,31) en cas d’hématocrite supérieur à 48% (Crisà et al., 2010) 

tandis qu’en 2012, une étude portant sur 261 patients suivis sur une durée médiane de 7 ans ne 

retrouvait pas comme facteur de risque d’avoir une thrombose le fait d’avoir un hématocrite 

supérieur à 45% (Alvarez-Larran et al., 2012). Même si les données fondamentales incitaient 

chacun à vouloir abaisser le seuil d’hématocrite chez les patients avec PV, il a fallu attendre 

2013 et la réalisation d’une étude prospective randomisée pour confirmer la pertinence 

d’atteindre un niveau d’hématocrite inférieur à 45% chez les patients avec PV. Dans cette étude, 

les patients étaient randomisés en deux bras d’étude : un bras avec un objectif d’hématocrite 

inférieur à 45%, un bras avec un objectif d’hématocrite compris entre 45 et 50%. Les auteurs 

retrouvaient un risque de décès secondaire à un évènement cardio-vasculaire ou thrombotique 

plus élevé chez les patients avec un hématocrite supérieur à 45% (HR : 3,91, IC : 1,45-10,53) et 

un risque d’évènement cardio-vasculaire également augmenté (HR : 2,69, IC : 1,19-6,12) 

(Marchioli et al., 2013), confirmant l’objectif de 45% comme niveau d’hématocrite à atteindre 

et à maintenir au cours de la PV.  La présence d’un taux d’hématocrite élevé a des conséquences 

rhéologiques, bien que celles-ci soient différentes selon le territoire vasculaire. En présence d’un 

flux sanguin à bas débit, comme c’est le cas dans le territoire veineux, un taux d’hématocrite 

élevé va principalement induire une hyperviscosité, un ralentissement du flux et une hypoxémie 

relative des territoires atteints. Au niveau des petits vaisseaux, peut survenir une obstruction 

vasculaire entraînant les signes d’hyperviscosité retrouvés au cours de la PV. En présence d’un 

flux sanguin à haut débit, comme c’est le cas dans le territoire artériel, cet hématocrite élevé va 

induire un déplacement des plaquettes en périphérie du vaisseau, à proximité de l’endothélium, 

favorisant les interactions entre les plaquettes et les cellules endothéliales induisant une 
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activation plaquettaire accrue mais également des interactions plaquettes-plaquettes augmentées 

(Pearson, 1997)(Turitto and Weiss, 1983)(Turitto and Weiss, 1980). Le rôle de l’hématocrite 

et de la masse globulaire dans la survenue de thrombose au cours des NMP JAK2V617F a été 

étudié dans un article récent. Dans cet article, les auteurs étudient la pleckstrine-2 (Plek2), 

protéine impliquée dans la dynamique des filaments d’actine et jouant un rôle au cours de 

l’érythropoièse (Zhao et al., 2014). Les auteurs montrent que la PleK2 est activée par 

l’érythropoiétine (EPO) via la voie JAK/STAT5, et surexprimée dans un modèle murin 

Vav;Cre;JAK2V617F ainsi que chez les patients avec NMP JAK2V617F. De manière 

intéressante, les auteurs montrent également que la délétion de PleK2 dans le modèle 

Vav;Cre;JAK2V617F conduit à une diminution de la masse globulaire, une diminution de la 

survenue de thrombose et à une amélioration de la survie des souris. Cet article révèle donc une 

nouvelle cible potentielle (PleK2) en amont de la voie JAK/STAT au cours des NMP avec 

mutation JAK2V617F et confirme le rôle crucial d’une masse globulaire élevée dans la 

physiopathologie de la thrombose des NMP (Zhao et al., 2017).  

 

 2) Anomalies qualitatives des globules rouges 
 

Il existe également au cours de la PV des anomalies qualitatives des globules rouges. Il a 

notamment été montré que les globules rouges de patients avec PV adhéraient plus aux cellules 

endothéliales in vitro, en conditions statiques et en conditions de flux (Wautier et al., 2007). 

Dans leur étude, Wautier et ses co-auteurs montraient que cette augmentation d’adhésion était 

médiée par une phosphorylation accrue d’une protéine de membrane du GR, Lu/BCAM 

(erythroid Lutheran/Basal cell-adhesion molecule), permettant l’interaction de Lu/BCAM avec la 

laminine au niveau des cellules endothéliales. La même équipe confirma quelques années plus 

tard que la mutation JAK2V617F était responsable de cette phosphorylation accrue de 

Lu/BCAM, via notamment la voie Rap1/AKT, et de manière indépendante du récepteur à l’EPO 

(De Grandis et al., 2013).  

 

C. Rôle des cellules endothéliales 
 

De manière physiologique, l’endothélium facilite l’écoulement du flux sanguin en 

fournissant une surface anti-thrombotique inhibant l’adhésion plaquettaire ainsi que l’activation 

de la cascade de la coagulation. Des études ont apporté des arguments en faveur d’une activation 

du compartiment endothélial au cours des NMP. Il a été retrouvé chez les patients avec TE 
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(Falanga et al., 2007), PV (Falanga et al., 2000)(Santilli et al., 2008), MFP (Alvarez-Larrán 

et al., 2008) et tous NMP (Jensen et al., 2002) des taux circulants augmentés de 

thrombomoduline en faveur d’une activation du compartiment endothélial au cours de ces 

maladies. Autre marqueur d’activation endothéliale, le facteur von Willebrand (vWF) a été 

retrouvé augmenté chez les patients avec TE et PV (Falanga et al., 2000), tout comme les 

sélectines E et P-Selectine (Belotti et al., 2011)(Cella et al., 2010). Les cellules endothéliales 

ont la capacité de relarguer du nitrite d’oxyde (NO) exerçant un rétrocontrôle négatif sur la 

propagation du thrombus. Le NO est un produit radical libre issu de l’oxydation de la L-arginine 

en L-citrulline par des NO synthases. Le NO dérivé des cellules endothéliales permet la 

relaxation de la paroi vasculaire en réponse au « shear stress », l’inhibition de l’adhésion et de 

l’activation plaquettaire, et la diminution de l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales 

(Freedman and Loscalzo, 2003). Il a été montré que les patients avec TE avaient des taux 

circulants de NO diminués par rapport aux patients contrôles, et que les patients avec un 

traitement par hydroxyurée avaient des taux de NO augmenté par rapport aux patients non 

traités, suggérant que l’hydroxyurée participerait à l’inhibition de la survenue de thrombose via 

un effet sur la voie du NO (Cella et al., 2010)(Piccin et al., 2017). Enfin, des taux de cellules 

endothéliales circulantes (CEC), cellules endothéliales « détachées » de l’endothélium lors de 

situations d’agression ou de stress, ont été retrouvés augmentés chez les patients avec NMP, que 

ce soit à l’état de repos ou à l’état activé (Treliński et al., 2010)(Alonci et al., 2008)(Belotti et 

al., 2011)(Torres et al., 2013). Autre mécanisme récemment décrit, l’action de l’héparanase 

semble également importante dans la physiopathologie de la thrombose des NMP. L’héparanase 

est une enzyme qui clive les chaînes latérales des héparanes sulfates à la surface des cellules. Il a 

été montré que l’héparanase interagissait avec le TFPI (augmentation des taux de TFPI et 

dissociation du TFPI) (Nadir et al., 2008) à la surface des cellules endothéliales et augmentait 

l’activité pro-coagulante du facteur tissulaire avec activation du facteur V en présence de facteur 

VII activé (Nadir et al., 2006)(Nadir et al., 2010). Dans un article récent, la même équipe a 

retrouvé une expression augmentée d’héparanase et de TFPI au niveau de biopsies ostéo-

médullaires de patients avec NMP, en particulier chez les patients avec TE JAK2V617F. Dans ce 

même article, les auteurs retrouvaient une expression d’héparanase et une activité pro-coagulante 

de celle-ci augmentée dans des cellules transduites avec la mutation JAK2V617F. Cette 

augmentation d’héparanase était diminuée en présence d’un inhibiteur de JAK (ruxolitinib) et 

d’hydroxyurée (Kogan et al., 2016). Ces données suggèrent donc un mécanisme supplémentaire 

participant à la physiopathologie de la thrombose des NMP. Enfin, cité plus haut, l’article de 

Tong et de ses co-auteurs a montré que des cellules endothéliales mises en contact avec de 
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cellules sanguines de patients avec TE exprimaient des taux augmentés de phosphatdyl-sérine 

(PS), participant à une génération accrue de facteur X activée et de thrombine (Tong et al., 

2018).  

 

D. Rôle des facteurs plasmatiques 
 

Les microparticules (MP) circulantes sont des fragments de membrane cytoplasmique de 

taille comprise entre 0,1 et 1 µm, relargués par les cellules sanguines et les cellules endothéliales 

en cas d’activation ou d’apoptose. Les MP possèdent un pouvoir pro-coagulant via notamment la 

présence à leur surface de facteur tissulaire et de phospholipides (phosphatidylsérine). Des 

études ont suggéré leur participation dans la physiopathologie de la thrombose associée au 

cancer (Geddings and Mackman, 2013), ainsi qu’au cours des maladies cardio-vasculaires 

(Boulanger et al., 2017). Des taux circulants augmentés de MP ont été retrouvés au cours des 

NMP dans de nombreuses études, sans cependant qu’il n’y ait eu de lien établi entre les taux de 

MP et les antécédents thrombotiques des patients, ni de différences selon le type de NMP 

(Trappenburg et al., 2009)(Charpentier et al., 2016)(Kissova et al., 2015). Il a également été 

montré que les MP de patients avec NMP entraînaient une génération de thrombine accrue 

(Marchetti et al., 2014)(Duchemin et al., 2010), via une inhibition de la génération de 

thrombine par la thrombomoduline diminuée (Duchemin et al., 2010). Enfin, deux études ont 

montré que les taux de microparticules circulantes étaient augmentés en présence de la mutation 

JAK2V617F (Charpentier et al., 2016)(Marchetti et al., 2014). 

Des marqueurs d’activation de la coagulation (complexe thrombine anti-thrombine, D-

Dimères, fragment de la prothrombine) ont été retrouvés augmentés chez les patients avec NMP 

(Falanga et al., 2007)(Arellano-‐Rodrigo et al., 2008). La protéine C (PC), sérine protéase 

activée par la thrombine liée à la thrombomoduline endothéliale, est un acteur anticoagulant 

majeur chez l’homme. Lorsqu’elle est activée, la protéine C activée (PCA), couplée à son 

cofacteur, la protéine S (PS), inhibe l’activation de la coagulation via l’inactivation des facteurs 

de coagulation V et VIII. Une résistance à cette inactivation par la protéine C activée ou RPCA, 

héréditaire ou acquise, est associée à un risque de thrombose accrue, en particulier lors de 

situations à risque, comme la grossesse, un traitement par oestro-progestatifs, ou la présence 

d’un cancer. Des niveaux abaissés de PC et de PS peuvent participer à une RPCA. Il a été 

retrouvé une diminution des taux de PC et PS, ainsi qu’une RPCA chez les patients avec NMP 

(Bucalossi et al., 1996), et ce de manière plus fréquente chez les patients avec antécédents de 

thrombose (Arellano-Rodrigo et al., 2006), et chez les patients avec mutation JAK2V617F 



 69  

(Arellano-‐Rodrigo et al., 2008). Il a également été montré une inactivation de la protéine S plus 

importante chez les patients avec TE, participant de ce fait à une activation accrue de la 

coagulation au cours de la TE (Dienava-Verdoold et al., 2012).  

 

 

E. Rôle du statut mutationnel 
 

Devant des données fondamentales suggérant une activation cellulaire médiée par la 

mutation JAK2V617F, participant à la physiopathologie de la thrombose, la question se pose de 

savoir si le statut mutationnel est prédictif de la survenue de thrombose.  

Au cours de la PV, étant donnée la proportion élevée de patients avec mutation 

JAK2V617F, se pose essentiellement la question de l’influence de la charge allélique 

JAK2V617F et de l’impact d’une autre mutation (mutation de l’exon 12) sur le risque 

thrombotique. Concernant l’influence de la mutation de l’exon 12, peu de données sont 

disponibles. Une étude parue en 2011 portant sur 106 patients a montré que l’incidence de 

thrombose était similaire chez les patients avec mutation de l’exon 12 et patients avec mutation 

JAK2V617F, avec un taux de thrombose de 1,9/100 patients/an (Passamonti et al., 2011). Une 

étude récente a confirmé ces résultats, en comparant 33 patients avec mutation de l’exon 12 et 

une cohorte de 364 patients avec mutation JAK2V617F. Dans cette étude, les auteurs 

retrouvaient des taux de thrombose au diagnostic et au suivi, au niveau artériel et veineux, 

identiques entre les deux groupes (Tefferi et al., 2017). Concernant l’influence de la charge 

allélique sur le risque thrombotique, les données disponibles sont contradictoires. Une étude 

portant sur 173 patients a montré que les patients ayant une charge allélique supérieure à 75% 

avait un sur-risque de thrombose par rapport aux patients dont la charge allélique était inférieure 

à 75% (Vannucchi et al., 2007). Une autre étude parue en 2015 incluait dans son analyse 

statistique des patients avec PV et TE, et montrait que les patients avec une charge allélique 

supérieure à 20% avait un sur-risque de thrombose (risque relatif à 7) au niveau veineux mais 

pas artériel (Borowczyk et al., 2015). A l’inverse, d’autres études ne retrouvaient pas de 

corrélation entre la charge allélique JAK2V617F et le risque de thrombose artérielle ou veineuse 

(Passamonti et al., 2008)(Silver et al., 2011)(Koren-Michowitz et al., 2012). Au total, la 

charge allélique JAK2V617F au diagnostic ne semble pas être un marqueur de risque de 

thrombose au cours du suivi au cours de la PV, d’autant qu’il est possible que cette charge 

allélique évolue au cours du temps.  
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Au cours de la TE, la présence d’une mutation JAK2V617F est associée à un risque de 

thrombose augmenté comparativement à l’absence de mutation JAK2V617F. A titre d’exemple, 

l’étude de Carobbio publiée en 2011 a montré que la présence de JAK2V617F était associée à un 

risque augmenté de thrombose majeure (HR : 2,04 ; IC : 1,19-3,48) et de thrombose artérielle 

(HR : 2,57 ; IC : 1,27-5,19) mais pas de thrombose veineuse (HR : 1,43 ; IC : 0,65-3,11) 

(Carobbio et al., 2011). De même, une revue systématique de la littérature a montré que les 

patients avec TE JAK2V617F + avaient un risque de thrombose multiplié par 2 (OR : 1,92 ; IC : 

1,45-2,53) par rapport aux patients sans mutation JAK2V617F (Lussana et al., 2009). 

Concernant la valeur de charge allélique JAK2V617F, celle-ci semble avoir une influence plus 

importante qu’au cours de la PV. En effet, plusieurs études n’incluant que des patients avec TE 

ont montré qu’une charge allélique JAK2V617F élevée était associée à un risque de thrombose 

augmenté (Antonioli et al., 2008)(Pich et al., 2012)(Kittur et al., 2007)(Borowczyk et al., 

2015). Il est cependant difficile de déterminer un cut-off de charge allélique JAK2V617F à partir 

des données disponibles, celui-ci variant de 12,5% (Pich et al., 2012)  à 50% (Antonioli et al., 

2008) dans les études. Concernant les mutations MPL et CALR, des études ont montré que le 

risque thrombotique était moins important en présence d’une mutation CALR ou MPL, que ce 

soit au diagnostic ou au suivi. Ainsi, dans l’article de Klampfl et de ses collègues, il était 

retrouvé une incidence cumulative de thrombose à 10 ans à 11% chez les patients avec mutation 

CALR contre 21% chez les patients avec mutation JAK2V617F, et 9,3% chez les patients avec 

mutation MPL (Klampfl et al., 2013). Ces résultats ont été confirmés dans des études ultérieures 

(Gangat et al., 2014)(Bertozzi et al., 2016b). A titre d’exemple, en 2014, dans une étude 

portant sur 717 patients avec TE, les auteurs retrouvaient confirmaient une incidence moindre de 

thrombose chez les patients avec TE CALR+ par rapport aux patients avec TE JAK2V617F + 

(incidence de thrombose à 15 ans de 10,5% versus 25,1%) (Rumi et al., 2014).  

Au cours de la MFP, une étude portant sur 707 patients avec MFP retrouvait une 

association entre le statut JAK2V617F positif et la survenue de thrombose (HR : 1,92 ; IC : 1,10-

3,34), particulièrement lorsque ce statut JAK2V617F positif était associé à une leucocytose 

(HR : 3,13 ; IC : 1,26-7,81) (Barbui et al., 2010).  Comme au cours de la TE, il est également 

retrouvé une incidence de thrombose moins importante chez les patients avec mutation CALR et 

MPL par rapport aux patients avec mutation JAK2V617F. Une étude portant sur 617 patients a 

montré une incidence de thrombose à 10 ans de 13,6% (IC : 6,9-22,7%) chez les patients 

CALR+, versus 18,3% (IC : 13,3-24,1%) chez les patients avec mutation JAK2V617F (Rumi et 

al., 2014). Des résultats similaires ont été retrouvés en 2015 parmi une cohorte de 418 patients 

avec MFP au sein de laquelle il était mis en évidence une incidence cumulative d’évènements 



 71  

cardio-vasculaires à 0,80% patients/année en présence de mutation CALR contre 0,85% 

patients/année en présence de mutation MPL et 2,52% patients/année en présence de mutation 

JAK2V67F (Finazzi et al., 2015).  

 

 

F. Rôle des facteurs de risque cardio-vasculaires 
 

Au cours de la TE, la présence de facteurs de risque cardio-vasculaires semble associée à 

un risque plus élevé de thrombose artérielle. Dans l’étude ayant permis l’établissement du score 

pronostique IPSET-Thrombosis et incluant la notion de facteurs de risque cardio-vasculaires 

dans celui-ci, Barbui et ses co-auteurs retenaient comme facteurs de risque le tabagisme, 

l’hypertension artérielle et le diabète (Barbui et al., 2012c).  

Au cours de la PV, les résultats concernant l’impact de la présence de facteurs de risque 

cardio-vasculaires sont plus contradictoires. En 2013, une étude portant sur 1545 patients avec 

PV ne retrouvait pas d’association entre la présence de diabète et d’hypertension artérielle et la 

survenue d’évènements thrombotiques (Tefferi et al., 2013). Deux études récentes publiées par 

la même équipe confirmaient ces résultats en ne retrouvant pas d’association entre la présence de 

facteurs de risque cardio-vasculaires et la survenue de thrombose (Alvarez-‐Larrán et al., 

2015)(Alvarez-Larrán et al., 2017). A l’inverse, une étude récente ayant étudié spécifiquement 

le facteur « hypertension artérielle » chez des sujets avec PV à bas risque (âge inférieur à 60 ans 

sans antécédents de thrombose) retrouvait un sur-risque de thrombose chez les patients avec 

hypertension artérielle (2,05% patients/année chez les patients avec HTA versus 0,85% 

patients/année chez les patients sans HTA). Les auteurs suggèrent dans cette étude que la 

présence d’une HTA au cours de la PV serait le témoin d’une hyperviscosité sanguine, entraînant 

une augmentation des résistances artérielles (Barbui et al., 2017).  

En conclusion, il semblerait que la présence de facteurs de risque cardio-vasculaires entraîne un 

sur-risque de thrombose au cours de la TE, mais pas de la PV. Les analyses des études sont 

cependant rendues difficiles par le fait que les facteurs de risque pris en compte ne sont pas 

homogènes entre les études. Quoiqu’il en soit, il paraît logique d’adopter une attitude au moins 

similaire à celle adoptée chez les patients sans NMP, c’est-à-dire dépister et prendre en charge 

les facteurs de risque cardio-vasculaires chez les patients avec NMP. 
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IV. Stratification du risque de thrombose au cours des NMP 
BCR-ABL négatif 

 

La stratification des patients permettant de déterminer leur risque de thrombose ou 

d’hémorragie est basée sur les facteurs de risque de thrombose décrits précédemment, et de cette 

stratification découle la prise en charge thérapeutique.  

De manière schématique, concernant les patients avec TE et PV, les deux principaux 

risques sont l’âge supérieur à 60 ans et un antécédent de thrombose. Les patients seront classés 

en patients à « faible risque » de thrombose en l’absence d’un de ces deux critères et ne 

nécessiteront la plupart du temps pas de traitement cytoréducteur. En cas de présence d’au moins 

un des deux critères, les patients seront classés à « haut risque » de thrombose et dans ce cas-là 

un traitement cytoréducteur sera débuté.  

D’autres classifications ont été proposées, notamment au cours de la TE, non utilisées pour 

le moment en pratique clinique.  

 

A. Au cours de la TE 
 

Il existe deux scores pronostiques de thrombose au cours de la TE. 

Le premier est issu des recommandations de l’European Leukemia Net et comprend trois 

facteurs de risque : l’âge supérieur ou inférieur à 60 ans, la présence d’un antécédent de 

thrombose ou d’hémorragie, la présence d’un taux de plaquettes supérieur à 1500 G/L. Un 

patient est considéré à faible risque de thrombose en cas d’âge inférieur à 60 ans, d’absence 

d’évènement thrombotique ou hémorragique et d’un taux de plaquettes inférieur à 1500G/L. Un 

patient est considéré à haut risque de thrombose en cas d’âge supérieur à 60 ans ou d’antécédent 

d’évènement thrombotique ou hémorragique. La présence d’un taux de plaquettes >1500G/L 

place le patient dans un groupe à haut risque hémorragique, ce qui nécessitera également le début 

d’un traitement cytoréducteur (Barbui et al., 2011b).   

Le second score pronostique, nommé IPSET-Thrombosis (International Prognostic Score 

of Thrombosis for Essential Thrombocythemia) ajoute deux facteurs de risque de thrombose à 

ceux retenus dans le premier score : la présence de la mutation JAK2V617F et la présence de 

facteurs de risque cardio-vasculaires. Ceci car, comme dit plus haut, ces facteurs ont été associés 

à un risque plus élevé de thrombose (Carobbio et al., 2011),(Barbui et al., 2012c). Un poids en 

points est attribué à chacun des items (1 point pour l’âge et la présence de facteurs de risque 

cardio-vasculaires, 2 points pour l’antécédent de thrombose et la mutation JAK2V617F) et ce 



 73  

score définit trois groupes : patients à faible risque de thrombose (0-1 point), patients à risque 

intermédiaire (2 points), patients à haut risque (supérieur ou égal à 3 points). En 2015, ce score 

pronostique a été légèrement révisé à partir d’une cohorte de 1019 patients pour définir quatre 

groupes : risque très bas, risque bas, risque intermédiaire et risque élevé (Barbui et al., 2015b). 

Enfin, ce score révisé a été validé de manière externe en 2016 sur une cohorte de 585 patients par 

l’équipe de Tefferi (Haider et al., 2016), mais non validé dans des études prospectives.  

 

B. Au cours de la PV 
 

Il existe un seul score pronostique de thrombose au cours de la PV défini par la présence 

des facteurs de risque de thrombose que sont un âge supérieur à 60 ans et un antécédent de 

thrombose. La présence d’un de ces deux facteurs classe le patient en « haut risque » de 

thrombose et il est alors recommandé de débuter un traitement cytoréducteur.  

 

C. Au cours de la MFP 
 

Il n’existe pas de score pronostique de thrombose spécifique au cours de la MFP et les 

critères pris en compte pour définir les patients à haut risque de thrombose sont les mêmes qu’au 

cours de la TE et de la PV, soit un âge supérieur à 60 ans et un antécédent de thrombose.  
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V. Prise en charge thérapeutique du risque thrombotique au 
cours de la TE et de la PV 

 

Au cours de la TE, la survie est proche de celle de la population ajustée pour l’âge et le 

sexe avec une médiane de survie de 20 ans (Tefferi et al., 2014c). Le risque d’évolution en 

myélofibrose secondaire est compris entre 4 et 11%, et celui de transformation en leucémie aiguë 

(LA) estimé à 2% à 15 ans (Cerquozzi and Tefferi, 2015). Au cours de la PV, la médiane de 

survie est de 14 ans (Tefferi et al., 2014c) avec un risque d’évolution en myélofibrose 

secondaire compris entre 6 et 14%, et un risque de transformation en LA compris entre 5,5 et 

18,9 (Cerquozzi and Tefferi, 2015). En revanche, au cours de ces deux NMP, le risque de 

thrombose durant l’évolution est important.  

L’objectif principal du traitement au cours de la TE et de la PV est donc la prévention des 

complications thrombotiques et hémorragiques. L’objectif secondaire est de contrôler, s’ils sont 

présents, les symptômes liés à l’atteinte microcirculatoire. 

 La prise en charge thérapeutique repose donc sur le risque de thrombose de chaque patient 

défini par les critères décrits ci-dessus.  

 

A. Place de l’aspirine 
 

Au cours de la PV, un traitement par aspirine est recommandé dans quasiment toutes les 

situations, patients à bas risque ou haut risque de thrombose, en dehors d’une situation à risque 

hémorragique ou d’un traitement anticoagulant en cours (Barbui et al., 2011b). Ces 

recommandations ont été émises à la suite de la publication des données de l’essai ECLAP qui a 

montré le bénéfice en terme de prévention de la survenue de thrombose d’un traitement par 

aspirine à la dose de 100 mg par jour (Landolfi et al., 2004). Dans cet essai clinique ayant inclus 

1638 patients, les patients étaient séparés en deux bras : un bras observationnel et un bras 

« traitement par aspirine ». Les auteurs ont montré qu’un traitement par aspirine entraînait une 

diminution du taux de thromboses totales (6,7 versus 15,5%), et du taux de thromboses mineures 

(4 versus 8,3%). Ils retrouvaient également une significativité sur le critère composite « taux 

d’infarctus du myocarde ou d’accident vasculaire cérébral ou décès + thrombose veineuse 

profonde et embolie pulmonaire » (5,1 versus 10,9%).  

Au cours de la TE, les recommandations sur la prescription d’aspirine ont été calquées sur 

celles émises au cours de la PV, même si aucune étude prospective n’a été réalisée. Une étude 

rétrospective publiée en 2010 a analysé 300 patients avec TE de faible risque, en comparant les 
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patients sans aspirine versus les patients avec aspirine. Les auteurs ne retrouvaient pas de 

différence significative de survenue de thrombose entre les deux bras, avec un excès de 

saignements (sans différence statistiquement significative) dans le bras aspirine. Cependant, dans 

le sous-groupe des TE avec mutation JAK2V617F, les auteurs montraient un bénéfice de 

l’aspirine sur la survenue de thrombose veineuse, et non artérielle (Alvarez-Larran et al., 

2010). Dans les TE à haut risque, la même équipe publia en 2013 une étude rétrospective à 

propos de 247 patients, en comparant l’attitude « cytoréduction seule » versus « cytoréduction + 

aspirine ». Les auteurs ne retrouvaient pas de différence significative en terme de survenue de 

thrombose (cytoréduction seule : 24,8 évènements/1000 patients/an versus cytoréduction + 

aspirine : 14,4 évènements/1000 patients/an) mais une différence significative en terme de 

saignement (1,4 versus 14,4 évènement/1000 patients/an). Dans le sous-groupe de patients âgés 

de plus 60 ans, les auteurs retrouvaient cependant une différence significative concernant la 

survenue de thrombose. Ils recommandaient donc la prescription d’aspirine chez les patients 

avec TE à haut risque âgés de plus de 60 ans (Alvarez-‐Larrán et al., 2013). Enfin, en 2016, la 

même équipe publia les données issues de l’analyse d’une série de 433 patients avec TE à bas 

risque, dont 162 avec mutation de CALR et 281 avec mutation de JAK2. Dans cet article, les 

auteurs montrent que chez les patients avec mutation CALR, la prescription d’aspirine n’entraîne 

pas de bénéfice en terme de thrombose, mais entraîne un sur-risque de saignement. Chez les 

patients avec mutation JAK2V617F, ils retrouvent des résultats similaires à leur étude de 2010, 

c’est-à-dire un bénéfice en terme de survenue de thrombose veineuse (Alvarez-Larran et al., 

2016). Chez les TE à haut risque du fait d’un antécédent de thrombose, une étude publiée en 

2008 et incluant des patients avec PV et TE ayant présenté un évènement thrombotique a analysé 

l’effet d’un traitement par aspirine sur la récidive d’évènement thrombotique. Dans cette étude, 

les auteurs montraient qu’un traitement par aspirine (en plus d’un traitement cytoréducteur) ne 

diminuait pas le risque de récidive en cas de premier évènement artériel, avec une réduction du 

risque seulement en cas de premier évènement veineux (De Stefano et al., 2008).  

 

Au total, chez les patients avec TE à bas risque, il semble indiqué de prescrire de l’aspirine 

à faible dose chez les patients avec mutation JAK2V617F. Chez les autres, l’observation seule 

est possible. Chez les patients avec TE à haut risque, même si des équipes recommandent de 

prescrire de l’aspirine en absence ou en présence de mutation JAK2V617F, les données 

disponibles dans la littérature incitent à bien évaluer le rapport bénéfice/risque hémorragique de 

cette prescription. 
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a. Aspirine et syndrome de Willebrand acquis 
 

En cas de thrombocytose majeure (supérieure à 1000G/L) ou d’évènement hémorragique, 

il est recommandé de rechercher un syndrome de Willebrand acquis, caractérisé par une absence 

ou une diminution des multimères de facteur Willebrand de haut poids moléculaire secondaire à 

une protéolyse accrue par l’ADAMTS13. Pour cela, il faut doser l’activité cofacteur de la 

ristocétine du facteur vWF qui sera abaissée, le dosage du facteur VIII ou antigénique du vWF 

pouvant être normaux, ou même augmentés (Lancellotti et al., 2015). Un syndrome de 

Willebrand acquis peut se voir en l’absence de thrombocytose majeure, et devant une 

symptomatologie hémorragique chez un patient avec TE ; il faudra donc le rechercher (Elliott 

and Tefferi, 2004). Dans ces situations, il faudra donc discuter de l’intérêt et du rapport 

bénéfice/risque du traitement par aspirine et probablement le suspendre en cas d’activité 

cofacteur de la ristocétine du facteur vWF inférieure à 30% (Tefferi and Barbui, 2017). 

 

b. Une place pour l’aspirine à double-dose au cours de la PV et de la TE ? 
 

Des données fondamentales ont montré que l’aspirine à double-dose pouvait avoir un 

intérêt dans la prise en charge des NMP. Une étude parue en 2012 a montré, chez des patients 

avec TE, que l’aspirine à la dose de 200mg/jour entraînait une inhibition de l’agrégation 

plaquettaire supérieur à l’aspirine à la dose de 100 mg/jour (Dillinger et al., 2012). Une autre 

étude a suggéré qu’au cours de la TE, la mégacaryopoïèse accélérée était responsable d’une 

production de plaquettes non affectées par l’aspirine, entraînant de ce fait une production de 

thromboxane A2 augmentée. L’aspirine à double-dose pourrait donc avoir une place au cours de 

cette maladie, du fait d’une physiopathologie particulière (Pascale et al., 2012). Les mêmes 

auteurs suggèrent une surveillance de l’efficacité du traitement par aspirine via un dosage de 

thromboxane B2, avec un seuil de mauvaise efficacité en cas de taux supérieur à 4 ng/ml 

(Patrono et al., 2013). De ces données fondamentales, Tefferi et Barbui, dans des articles 

récents, introduisent l’aspirine à double-dose dans leur algorithme de prise en charge de la PV et 

de la TE (Tefferi et al., 2018a) (Tefferi et al., 2018a). Ainsi, au cours de la PV à faible risque, 

les auteurs suggèrent une prescription d’aspirine en cas de symptômes micro-vasculaires non 

contrôlés ou bien de patients à haut risque de thrombose, c’est-à-dire des patients avec des 

facteurs de risque cardio-vasculaires ou une leucocytose. Chez les patients à haut risque, ils 

suggèrent la prescription d’aspirine à double-dose en cas d’antécédent de thrombose artérielle. 

Au cours de la TE, les mêmes auteurs ont publié un algorithme de prise en charge basée sur le 

score pronostique IPSET-Thrombosis révisé, comportant donc 4 catégories : patients à très bas 
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risque, patients à bas risque, patients à risque intermédiaire et patients à haut risque. Dans cet 

article, les auteurs suggèrent un bénéfice de prescription d’aspirine à double-dose chez les 

patients à bas risque (selon IPSET-thrombosis, i.e patients sans antécédents de thrombose, âgés 

de moins de 60 ans mais avec mutation JAK2V617F) et avec facteurs de risque cardio-

vasculaires, ainsi que chez les patients à haut risque (i.e patients avec antécédents de thrombose 

ou âgés de plus de 60 ans avec mutation JAK2V617F) et antécédent de thrombose artérielle.  

Même si la prescription d’aspirine à double-dose semble tentante chez les patients à haut 

risque vasculaire, notamment artériel, devant les données physiopathologiques disponibles, on 

peut s’interroger sur les conséquences en terme de risque hémorragique d’une telle prescription. 

Ceci notamment devant les données disponibles avec le traitement par aspirine à faible dose.  

 
B. Place des phlébotomies (ou saignées) au cours de la PV 

 

Chez les patients avec PV, il a été clairement démontré un bénéfice à maintenir un taux 

d’hématocrite inférieur à 45%, en terme de survenue d’évènements cardio-vasculaires et de 

mortalité liée aux évènements cardio-vasculaires (Marchioli et al., 2013). Chez les patients à 

bas et haut risque de thrombose, les phlébotomies ont donc leur place pour atteindre cet objectif.  

 
C. Place des anti-vitamine K (AVK) 

 

Les anti-vitamine K sont recommandés dans le traitement des épisodes thrombotiques 

veineux. En cas de survenue d’un épisode thrombotique veineux chez un patient avec NMP, se 

pose la question de la poursuite au long cours du traitement par AVK en prévention de la 

récidive de thrombose.  

 

a. Dans les thromboses de tous territoires 
 

De Stefano et ses co-auteurs ont publié en 2008 une étude rétrospective ayant inclus 494 

patients avec TE ou PV et antécédent de thrombose artérielle (68%) ou veineuse (31%) ou les 

deux (1,4%). L’objectif de cette étude était d’analyser l’effet des traitements anticoagulant, 

antiagrégant plaquettaire et cytoréducteur sur la récidive de thrombose. Les auteurs montrent 

qu’un traitement cytoréducteur (CR) seul a un effet protecteur sur la récidive de thrombose 

(réduction du risque de 44%) et qu’une association avec un traitement anticoagulant ou anti-
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agrégant plaquettaire a une meilleure efficacité qu’un traitement CR seul. Ils montrent également 

que la prescription d’un traitement par AVK au long cours a un effet protecteur sur la récidive de 

thrombose veineuse (réduction du risque de de 68% contre 58% pour l’aspirine), sans effet 

protecteur concernant la thrombose artérielle (De Stefano et al., 2008). La même équipe publia 

en 2016 une étude analysant 206 patients avec TE ou PV et antécédent de TVP ou EP. Dans cette 

étude, les auteurs montrent qu’un traitement par AVK était protecteur vis-à-vis de la récurrence 

de thrombose (4,7 évènements/100 patients/an versus 8,9 évènements/100 patients/an), et qu’un 

traitement au long cours diminuait le risque de re-thrombose par rapport à un arrêt de traitement 

précoce (5,3 évènements/100 patients/an versus 12,8 évènements/100 patients/an). Ils ne 

retrouvaient pas de différence significative en terme de saignements. Enfin, en 2015, une autre 

équipe publia une analyse portant sur 150 patients avec NMP et antécédents de thrombose 

veineuse ou artérielle. Dans cette étude, les auteurs montraient que le taux de récurrence sous 

traitement par AVK était de 4,5 évènements/100 patients/an, cependant significativement 

inférieur au taux de récurrence retrouvé en cas d’arrêt du traitement par AVK (12 

évènements/100 patients/an) (Hernandez-Boluda et al., 2015).  
 

b. Dans les thromboses splanchniques 
 

Comme dit plus haut, les thromboses splanchniques sont des sites de prédilection de la 

thrombose veineuse au cours des NMP. Le traitement par AVK est la règle dans ces thromboses 

particulières, en présence ou en absence de NMP sous-jacente. Cependant, se pose également la 

question de la durée de l’anticoagulation. En effet, des études ont montré que le taux de 

récurrence en cas de NMP était bien plus important qu’en l’absence de NMP. Ainsi, Amitrano et 

ses co-auteurs ont montré que parmi 95 patients avec thrombose splanchnique, 12 présentaient 

une récurrence de thrombose au cours du suivi, dont 10 (70%) chez les patients avec NMP 

(Amitrano et al., 2007). De Stefano et ses co-auteurs, dans une étude portant sur 181 patients 

avec NMP et thrombose splanchnique, ont montré que le taux de récurrence de thrombose était 

de 4,2 pour 100 patients-années (31 récurrences). En présence d’un traitement par AVK (85% 

des cas), le taux de re-thrombose était légèrement inférieur (3,9 évènements pour 100 patients 

par an), et bien moindre qu’en l’absence de traitement par AVK (7,2 évènements pour 100 

patients par an). Cependant, il n’y avait pas de différence significative par rapport aux patients 

traités par aspirine (4,3 évènements pour 100 patients par an), ni par rapport aux patients ayant 

arrêté leur traitement par AVK précocement (5,4 évènements pour 100 patients par an) (De 

Stefano et al., 2016).  
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Au total, ces études permettent d’émettre les conclusions suivantes :  

 

-‐   le traitement par AVK au long cours semble avoir une place dans la prévention de la 

récidive de la thrombose veineuse. Les données disponibles dans la thrombose artérielle 

sont moins claires, et dans cette indication l’aspirine semble aussi efficace que le 

traitement par AVK.  

 

-‐   le taux de récurrence de thrombose au niveau artériel et veineux n’est pas négligeable, 

même sous traitement par AVK au long cours, suggérant que des progrès thérapeutiques 

doivent être effectués.  

 

-‐   il semble licite de poursuivre le traitement par AVK au long cours en cas d’antécédent de 

thrombose splanchnique si le rapport bénéfice/risque le permet.  

 

D. Place des anticoagulants oraux directs (AOD) 
 

Les NMP sont considérées comme des cancers et il n’y a actuellement pas de 

recommandations pour la prescription d’anticoagulants oraux directs (AOD) en cas de thrombose 

associée aux cancers. Cependant, de plus en plus d’études étudient l’efficacité et la sûreté de la 

prescription d’AOD dans le domaine de l’oncologie (Di Minno et al., 2017)(Vedovati et al., 

2015)(Raskob et al., 2018)(Prins et al., 2014), et il probable que la prescription d’AOD au 

cours de la thrombose associée aux NMP augmente dans les années à venir. A ma connaissance, 

une seule étude a étudié la prescription d’AOD au cours des NMP. Dans cette étude, Ianotto et 

ses co-auteurs rapportent la prescription d’AOD chez 25 patients de leur cohorte (3,3%), 

prescrits dans un contexte de thrombose veineuse pour 12 d’entre eux et pour fibrillation 

auriculaire pour 13 d’entre eux. Parmi ces 25 patients avec NMP sous AOD, 1 patient a présenté 

une récidive de thrombose, tandis que 3 d’entre eux ont présenté un évènement hémorragique. 

Les auteurs ne retrouvaient pas de différence en terme d’efficacité et d’évènements 

hémorragiques entre les patients traités par AOD et les patients traités par AVK (Ianotto et al., 

2017). Même si la prescription d’AOD dans le cadre de thromboses veineuses et de NMP paraît 

possible, il paraît sûr de considérer à part les thromboses splanchniques, caractérisées par une 

physiopathologie particulière.  
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E. Les traitements cytoréducteurs 
 

Chez les patients à haut risque de thrombose, c’est-à-dire ceux ayant un âge supérieur à 60 

ans et/ou ceux ayant un antécédent de thrombose, il est recommandé de débuter un traitement 

cytoréducteur.  
 

a. Au cours de la PV 

 
 1) Traitements de première ligne 

 

L’hydroxyurée (HU) est un inhibiteur de la ribonucléotide réductase, exerçant sa 

cytotoxicité par inhibition de la synthèse d’ADN. Au cours de la PV, il constitue le traitement de 

première ligne. Une étude randomisée parue en 2011 a comparé l’hydroxyurée au pipobroman, 

autre traitement cytoréducteur, et montrait une supériorité en terme de survie et de 

transformation leucémique (Kiladjian et al., 2011)(Najean and Rain, 1997). D’autres études 

non randomisées ont montré que l’hydroxyurée permettait une réduction du risque de thrombose 

au cours de la PV. Notamment, l’étude du Polycythemia Vera Study Group (PVSG) a montré 

que l’HU diminuait le risque de thrombose en comparaison aux phlébotomies seules, et le risque 

de transformation leucémique, en comparaison aux traitement par chlorambucil ou phosphore 32 

(P32) (Fruchtman et al., 1997). D’autres études ont d’ailleurs montré l’absence de lien entre le 

traitement par hydroxyurée et la transformation leucémique, initialement suspecté (Finazzi et 

al., 2005)(Tatarsky and Sharon, 1997). 

 

 2) Traitements de seconde ligne 
 

En cas de résistance ou d’intolérance à l’hydroxyurée, la prescription d’autres molécules 

est possible au cours de la PV : l’interféron-alpha, le busulfan et le ruxolitinib.  

 

L’interféron-alpha pégylé (IFN) constitue un traitement efficace et sûr. Il a été montré 

que ce traitement induisait une réponse hématologique et moléculaire dans respectivement 76-95 

et 18% des cas (Quintas-Cardama et al., 2013)(Kiladjian et al., 2008). Du fait de problèmes 

de tolérance, ce traitement est généralement prescrit chez des patients jeunes.  

 

Le busulfan est un agent alkylant qui peut être utilisé au cours de la PV. Des études 

anciennes (Messinezy et al., 1985),(D’Emilio et al., 1987) ont montré une bonne efficacité de 

cytoréduction, sans risque leucémogène accru (Tefferi et al., 2013). Il a été également montré 
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récemment qu’un traitement par busulfan chez des patients résistants à l’hydroxyurée entraînait 

une réponse hématologique chez la majorité des patients, et une réponse moléculaire chez une 

minorité d’entre eux (Alvarez-Larrán et al., 2014)(Douglas et al., 2017). Ce traitement n’est 

cependant pas prescrit en France, et c’est généralement l’interféron ou le ruxolitinib qui est 

administré en seconde ligne de traitement.  

 

Le ruxolitinib est un inhibiteur de JAK 1 et de JAK 2. Au cours de la PV, ce traitement a 

été comparé à la « meilleure thérapeutique disponible » en seconde ligne chez des patients 

résistants ou intolérants à l’HU avec splénomégalie (essai RESPONSE-1). Le critère de 

jugement principal était composite et comprenait le contrôle de l’hématocrite et l’effet sur la 

splénomégalie. Il était montré dans cette étude une supériorité du ruxolitinib mais avec une 

atteinte du critère principal chez seulement 21% des patients traités par ruxolitinib (Vannucchi 

et al., 2015). Un suivi des patients à 80 semaines suggérait une supériorité en terme de 

prévention du risque thrombotique du ruxolitinib (Verstovsek et al., 2016). De plus, une analyse 

exploratoire publiée en 2017 a montré une efficacité en terme de réponse moléculaire partielle 

voire complète (Vannucchi et al., 2017). L’efficacité du ruxolitinib en seconde ligne a aussi été 

étudiée chez les patients avec PV sans splénomégalie, avec comme critère de jugement le 

contrôle de l’hématocrite : c’est l’essai RESPONSE-2. Ce critère était atteint chez 74% des 

patients traités par Ruxolitinib (Passamonti et al., 2017). L’analyse à 80 semaines des patients 

inclus dans l’essai RESPONSE-2 montrait une réponse hématologique complète chez 18% des 

patients, contre 3% dans le bas « meilleur thérapie disponible » (Griesshammer et al., 2018). 

Même si le ruxolitinib est une molécule intéressante dans le traitement de la PV, elle induit 

probablement une immuno-suppression importante, avec possiblement des réactivations virales 

(Kirito et al., 2016).  
 

b. Au cours de la TE 
 

 1) Traitements de première ligne 
 

L’hydroxyurée est, comme au cours de la PV, la molécule principale utilisée en 

traitement de première ligne. Son effet bénéfique vis-à-vis du risque thrombotique a été montré 

par l’étude de Cortelazzo et ses co-auteurs, au cours de laquelle l’HU était comparé à un placebo 

(Cortelazzo et al., 1995). L’HU a également été comparé à un autre traitement cytoréducteur, 

l’anagrélide, dans deux essais randomisés. Le premier, publié en 2005, montrait une supériorité 

de l’association HU + aspirine versus anagrélide + aspirine concernant la survenue de thrombose 
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artérielle, d’évènements hémorragiques et d’évolution en myélofibrose. L’anagrélide avait 

cependant une meilleure efficacité en terme de survenue de thrombose veineuse (Harrison et al., 

2005). Le second, essai de non-infériorité, a inclus 259 patients et ne retrouvait pas de différence 

entre l’HU et l’anagrélide concernant la survenue de thrombose artérielle, de thrombose 

veineuse, ni d’évènements hémorragiques (Gisslinger et al., 2013). 

Enfin, une étude récente a étudié de manière rétrospective des patients avec TE traités par 

anagrélide ou HU + aspirine. Les auteurs retrouvaient une efficacité supérieure de l’anagrélide 

en terme de survenue de thromboses veineuses et artérielles mineures. Cependant, il n’y avait 

pas de différence concernant les évènements thrombotiques majeurs entre les deux bras (Dombi 

et al., 2016).  
 

 2) Traitements de seconde ligne 
 

Les traitements de seconde ligne utilisables au cours de la TE sont l’interféron-alpha, le 

busulfan, et l’anagrélide.  

Comme au cours de la PV, il a été montré que l’interféron induisait une réponse 

hématologique et moléculaire chez respectivement 70-80% et 10-20% des patients avec TE, 

particulièrement chez les patients avec mutation CARL (Verger and Cassinat, 2015)(Quintas-

Cardama et al., 2013).  

Le busulfan peut également être utilisé chez les patients avec TE intolérants ou résistants 

à l’HU. Il a été montré que cette molécule induisait une bonne réponse 

hématologique(Kuriakose et al., 2013)(Alvarez-Larrán et al., 2014)(Douglas et al., 2017).  

Comme dit plus haut, l’anagrélide a été comparé à l’HU au cours de la TE, avec des 

résultats discordants (Harrison et al., 2005)(Gisslinger et al., 2013) en terme de prévention de 

la survenue de thrombose. A noter que des effets de toxicité cardiaque et rénale ont été retrouvés 

en cas de traitement par anagrélide au long cours (Storen and Tefferi, 2001)(Engel et al., 

2005)(Mazzucconi et al., 2004). 

De manière intéressante, le traitement par ruxolitinib a été récemment étudié au cours de 

la TE, chez des patients intolérants ou résistants à l’HU (essai MAJIC-ET). Il n’a pas été 

retrouvé de bénéfice en terme de survenue de thrombose, d’évènements hémorragiques, ou de 

transformation chez les patients traités par ruxolitinib en comparaison traités par « le meilleur 

traitement disponible » (Harrison et al., 2017). 
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F. Algorithmes de prise en charge des patients avec TE et PV 
 

Les modalités de traitement au cours de ces deux NMP sont a priori simples :  

-‐   au cours de la PV : aspirine + maintien de l’hématocrite en-dessous de 45% et 

cytoréduction si patients à haut-risque 

-‐   au cours de la TE : aspirine et cytoréduction si patients à haut-risque 

 

Cependant, à la vue des données décrites précédemment, des auteurs (Tefferi et al., 

2018a)(Tefferi et al., 2018b) préconisent des prises en charge plus « fines », notamment au 

cours de la thrombocytémie essentielle, adaptées aux scores pronostiques (Figure 15 et Figure 

16). 
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Figure  15  :  Algorithme  de  prise  en  charge  de  la  Thrombocytémie  essentielle  (TE)  
Ce  schéma  reprend  celui  publié  dans  l’article  «  Essential  thrombocythemia  treatment  algorithm  2018  »  de  
Tefferi,   Vannucchi   et   Barbui   (Blood   Cancer   Journal,   2018).   Cet   algorithme   est   basé   sur   le   score  
pronostique   de   thrombose   «   IPSET-Thrombosis   »   (International   Prognostic   Score   for   Essential  
Thrombocythemia)  développé  par  ses  mêmes  auteurs  («  Development  and  validation  of  an  International  
Prognostic   Score   of   thrombosis   in   World   Health   Organization–essential   thrombocythemia   (IPSET-
thrombosis)»,  Blood,  2012).    
Abréviations  :  HU,  hydroxyurée  ;;  FDRCV,  facteurs  de  risque  cardio-vasculaire.  
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Figure  16  :  Algorithme  de  prise  en  charge  de  la  Polyglobulie  de  Vaquez  (PV)  
Ce  schéma  reprend  celui  publié  dans  l’article  «  Polycythemia  vera  treatment  algorithm  2018  »  de  Tefferi,  
Vannucchi  et  Barbui  (Blood  Cancer  Journal,  2018).    
Abréviation  :  HU,  hydroxyurée.  
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3ème partie : Les cellules endothéliales avec mutation JAK2V617F 
dans les NMP BCR-ABL négatif  

 

 

Dans cette troisième partie, j’effectuerai un rappel sur la vasculogénèse embryonnaire et en 

post-natal avant de présenter les principales études portant sur les cellules endothéliales avec 

mutation JAK2V617F.  

En effet, la présence de cellules endothéliales avec mutation JAK2V617F chez les patients 

avec NMP BCR-ABL- a été démontrée par trois équipes indépendantes.  

 

I. Vasculogénèse et hématopoïèse 
 

A. Chez l’embryon 
 

a. Vasculogénèse embryonnaire 
 

Le système cardio-vasculaire est le premier système fonctionnel à se mettre en place chez 

l’embryon vertébré aux alentours de 7,5 jours de développement. Les premiers constituants de ce 

système vasculaire, les cellules endothéliales et les cellules hématopoiétiques, principalement 

des progéniteurs érythroides, se mettent en place de manière parallèle, spatialement et d’un point 

de vue temporel, à partir du mésoderme du sac vitellin. Les premières structures à voir le jour 

sont des îlots sanguins, clusters de cellules épithéliales, dont les cellules les plus « internes » 

vont donner naissance aux cellules hématopoïétiques, et les cellules les plus « externes » aux 

cellules endothéliales. Le rapprochement entre elles des cellules endothéliales va entraîner la 

formation de tubes endothéliaux primitifs. Une fois la vascularisation primitive du sac vitellin 

mise en place, les précurseurs angioblastiques vont migrer en son sein puis s’agréger afin de 

former les structures vasculaires suivantes : aorte dorsale, veines cardinales, artères et veines du 

sac vitellin. Une fois la circulation sanguine établie, les plexus vasculaires primitifs vont se 

transformer en un réseau organisé d’artères, de veines et de capillaires.  
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b. Hématopoïèse embryonnaire 
 

 1) L’hématopoïèse primitive 
 

Les premières cellules hématopoiétiques à apparaître aux alentours de 7 jours de vie sont 

les progéniteurs érythroides sus-cités, qui vont coloniser le plexus vasculaire primitif dès les 

premiers battements cardiaques : c’est l’hématopoïèse primitive.  

 

 2) L’hématopoïèse définitive 
 

Rapidement après la survenue de l’hématopoïèse primitive, une seconde vague 

d’hématopoïèse pluripotente, appelée définitive, va se mettre en place avec un « site de 

production » qui migre au fur et à mesure du développement. Elle débute au niveau du sac 

vitellin à E8,25, puis au niveau du placenta à E9,5, et enfin au niveau de la région aorte-gonade-

mésonephros (AGM) à E10. A E12, c’est le foie fœtal qui devient le lieu principal de 

l’hématopoïèse, avant que la moelle osseuse ne prenne le relais, définitif cette fois-ci.  

 

 3) La notion d’hémangioblaste ou endothélium hémogénique 
 

Au cours de l’hématopoïèse primitive, l’apparition simultanée de cellules endothéliales et 

hématopoiétiques a donné lieu à deux théories : la première suggérant que ces deux lignées 

cellulaires émergent d’un progéniteur commun bipotent (ou hémangioblaste) (Choi et al., 

1998)(Fehling et al., 2003), la seconde suggérant que ces deux lignées émergent 

indépendamment à partir de progéniteurs mésodermiques au cours de la gastrulation (Kinder et 

al., 1999). A ce jour, le débat entre ces deux théories n’est pas résolu.  

Par contre, au cours de l’hématopoïèse définitive, il est admis que les progéniteurs 

hématopoiétiques multipotents émergent de cellules endothéliales, principalement au niveau de 

l’AGM. Ces cellules endothéliales, décrites il y a plus d’un siècle (Sabin, 2002), étaient appelées 

hémangioblastes, alors qu’aujourd’hui on parle plus volontiers d’endothélium hémogénique. Il a 

par la suite été permis de le démontrer grâce des études de « traçage de lignées » (lineage 

tracing), d’imagerie in vivo et d’analyses de clonalité in vitro. Pour exemple, il a été montré que 

des cellules VE-Cadhérine positif (marqueur endothélial spécifique) donnaient naissance au 

niveau de l’AGM à des cellules hématopoiétiques de l’ensemble des lignées (Zovein et al., 

2008). L’apport des méthodes d’imagerie dynamique en temps réel a permis, chez le poisson 

zèbre (Kissa and Herbomel, 2010) et la souris (Boisset et al., 2010), la visualisation de la 

formation de ces cellules hématopoiétiques au niveau de l’AGM. L’endothélium hémogénique 
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constitue une sous-population rare de cellules endothéliales de l’AGM (environ 2%) (Hirschi, 

2012) avec, sur le plan phénotypique, des capacités d’efflux de colorant (population nommée 

side-population ou sp) et une positivité des antigènes Flk1 et ckit, une négativité de l’antigène 

CD45 (cellules Flk1+ckit+CD45-) (Nadin et al., 2003). La transition endothélio-

hématopoiétique permettra de donner naissance à des cellules hématopoiétiques Flk1-

ckit+CD45+ qui possèdent des capacités de colonisation du foie fœtal (Medvinsky and 

Dzierzak, 1996).  

 

B. En post-natal et chez l’adulte 
 

Il a longtemps été admis que la vascularisation post-natale résultait exclusivement de la 

prolifération, de la migration et du remodelage de cellules endothéliales (CE) pleinement 

différenciées. Cependant, un article paru en 1997 dans Science a démontré la présence de 

progéniteurs endothéliaux circulants dans le sang périphérique de patients adultes, battant en 

brèche ce paradigme (Asahara et al., 1997).  

Dans ce chapitre, j’effectuerai quelques rappels sur la physiologie générale des 

progéniteurs endothéliaux avant de décrire les différents types de progéniteurs endothéliaux 

décrits chez l’homme.  

 

a. Physiologie des progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) 
 

En 1997, Asahara et ses collègues ont isolé à partir de cellules mononuclées du sang 

périphérique de patients adultes, des cellules exprimant un antigène hématopoiétique, le CD34, 

et un antigène endothélial, le Flk1 (ou VEGFR2). Dans leur article, les auteurs montrent que ces 

cellules peuvent se différencier in vitro en cellules endothéliales matures, avec expression de 

marqueurs endothelial-spécifique (CD31, Tie2), mais également former des structures 

capillaires. In vivo, les auteurs montrent que ces cellules participent à la néoangiogénèse dans un 

modèle d’ischémie de patte de souris. Il s’agissait de la première preuve de l’existence de 

progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) en post-natal (Asahara et al., 1997) et donc la 

possibilité de survenue de vasculogénèse en post-natal. A noter que l’antigène CD34 étant 

également exprimé à un faible niveau au niveau des cellules endothéliales, des études ultérieures 

ont cherché à mettre en évidence des marqueurs phénotypiques supplémentaires des PEC, non 

exprimés par les cellules endothéliales matures. L’équipe de Peichev et de ses co-auteurs a 

notamment montré que les PEC exprimaient le CD34, mais également le VEGFR-2 et le CD133 

(ou AC133), définissant une population CD34+VEGFR2+AC133+, dotée de capacités de 



 89  

formation de colonies de cellules endothéliales in vitro, et de colonisation in vivo (Peichev et al., 

2000).  
 

 1) Rôle des PEC dans la néovascularisation 
 

Les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) sont mobilisés à partir de la moelle 

osseuse (Asahara et al., 1999)(Lin et al., 2000) pour se rendre au niveau de sites d’ischémie 

(Asahara et al., 1999) et participer ainsi à la néovascularisation. Cette participation à la 

néovascularisation a été montré chez la souris dans différents modèles d’ischémie (infarctus du 

myocarde, ischémie de patte) au cours desquels l’injection de PEC expandus ex-vivo permettait 

une amélioration des lésions ischémiques (Kawamoto et al., 2001)(Murohara et al., 2000), 

ainsi qu’au cours des phénomènes d’angiogenèse tumorale (Lyden et al., 2001). Les PEC, une 

fois mobilisés à partir de la moelle osseuse, vont incorporer la paroi des nouveaux vaisseaux 

(Jackson et al., 2001)(Lyden et al., 2001)(Crosby et al., 2000) mais également relarguer des 

facteurs pro-angiogéniques permettant de favoriser la néoangiogénèse de manière paracrine (De 

Palma et al., 2003). Chez l’homme, le rôle des PEC dans la néovascularisation a été étudié de 

manière extensive. Il a notamment été retrouvé une augmentation transitoire des PEC lors de 

différents processus pathologiques : infarctus du myocarde (Shintani et al., 2001), réalisation 

d’un pontage aorto-coronarien (Scheubel et al., 2003) ou brulures étendues (Gill et al., 2001).  

 

 2) Mobilisation, migration et différenciation des PEC 
 

La mobilisation des PEC à partir de la moelle osseuse est déclenchée par la survenue 

d’une ischémie, menant à une augmentation des taux de VEGF (vascular endothelial growth 

factor) puis de CXCL12 (C-X-C motif chemokine 12) et de MIF (macrophage migration 

inhibitory factor). VEGF et SDF1 vont induire la mobilisation des PEC via un mécanisme 

dépendant d’une métalloprotéinase de matrice, la MMP9 (matrix metalloproteinase-9), une 

métalloprotéinase de matrice (Lee et al., 2000)(Pillarisetti and Gupta, 2001)(Heissig et al., 

2002)(Heissig et al., 2002). D’autres cytokines sont en mesure d’augmenter le nombre de PEC : 

G-CSF (granulocyte colony stimulating factor), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony 

stimulating factor) (Takahashi et al., 1999) ou érythropoïétine (EPO) (Bahlmann et al., 2003). 

Enfin, il a été montré que les statines (Dimmeler et al., 2001) ou l’exercice physique (Laufs et 

al., 2004) étaient également en mesure d’induire une augmentation du nombre de PEC 

circulants.  
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Une fois mobilisés, les PEC migrent jusqu’aux sites d’ischémie via un mécanisme de 

homing médié par des gradients de chimiokines sécrétées par les tissus lésés (SDF1/CXCR4, 

IL8/CXCR2 ou IGF2/IGF2R (Maeng et al., 2009). Les PEC vont adhérer aux cellules 

endothéliales activées par l’ischémie puis effectuer une transmigration au niveau de la 

monocouche endothéliale (Vajkoczy et al., 2003). L’adhésion des PEC aux cellules 

endothéliales se fait grâce à des molécules d’adhésion (E-Selectine, P-Selectine, ICAM1) et des 

intégrines, principalement celles de la famille des ß2-intégrines et des α4ß1-intégrines (Kollet et 

al., 2001)(Peled et al., 1999). 

Le processus de différenciation des PEC en CE matures est complexe. La première étape 

est l’adhésion des PEC aux composants de la matrice extracellulaire via des intégrines. 

Notamment, l’intégrine α5ß1 semble essentielle dans les étapes initiales de différenciation des 

PEC (Wijelath et al., 2004). Une fois stabilisés, les PEC vont proliférer en réponse à différents 

facteurs de croissance, notamment le VEGF, le PDGF (platelet-derived growth factor) ou le 

SDF1 (stromal cell derived factor 1) (Hildbrand et al., 2004).  

Enfin, la maturation et l’acquisition d’un phénotype endothélial mature se fait sous la 

dépendance principale d’un facteur de transcription, HOXA9, impliqué dans la régulation de 

l’expression de gènes codant les protéines e-NOS, VEGFR2 ou VE-Cadherine (Rössig et al., 

2005) (Figure 17).  
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Figure   17   :   Mécanismes   participant   à   la   participation   des   progéniteurs   endothéliaux   circulants  
(PEC)dans  la  vasculogénèse  post-natale    
La  mobilisation  des  PEC  à  partir  de  la  moelle  osseuse  s’effectue  suite  à  des  stimuli  divers  (chimiokines,  
chimiothérapie,  médicaments,  efforts  physiques,  ...).  Les  PEC  intègrent  la  circulation  sanguine  puis,  dans  
un   processus   de   homing,   migrent   au   site   d’ischémie/inflammation.   Là,   elles   adhérent   aux   cellules  
endothéliales   puis   entrent   dans   un   processus   de   différenciation   puis   d’invasion,   permettant   la  mise   en  
place  de  néo-vaisseaux.    
Figure  adaptée  de  la  figure  de  Caiado  et  co-auteurs  dans  l’article  «  Endothelial  progenitors  and  integrins  :  
adhesive   needs   »,   Fibrogenesis   Tissue   Repair,   2012,   et   de   la   figure   de   Silvestre   et   co-auteurs   dans  
l’article  «  Post-ischemic  revascularization:  from  cellular  and  molecular  mechanisms  to  clinical  applications  
»,  Physiological  reviews,  2013.  
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b. Plusieurs types de progéniteurs endothéliaux circulants, avec des origines différentes 
 

En 2004, Hur et ses co-auteurs ont proposé une classification des progéniteurs 

endothéliaux circulants chez l’homme en fonction du délai d’apparition de ces cellules en 

culture, classant ces progéniteurs en progéniteurs endothéliaux précoces, ou CFU-EC (colony-

forming unit endothelial cell), et en progéniteurs endothéliaux tardifs, ou ECFC (endothelial 

colony forming cell) (Hur et al., 2004). Cette équipe, ainsi que l’équipe de Yoder, en 2004 puis 

en 2007, ont effectué une caractérisation précise de ces deux types de progéniteurs endothéliaux, 

permettant la mise en évidence de différences importantes entre CFU-EC et ECFC (Ingram et 

al., 2004)(Yoder et al., 2007) (Tableau 1).  

 

  
Tableau  1  :  Comparatif  des  progéniteurs  endothéliaux  circulants  (PEC)  précoces  et  tardifs  
Abréviations   :   PEC,   progéniteurs   endothéliaux   précoces   ;;   EPC,   endothelial   progenitor   cells   ;;   CFU-EC,  
colony-formming-unit  endothelial  cell  ;;  ECFC,  endothelial  colony  forming  cell  ;;  vWF,  von  Willebrand  factor  
;;  VEGFR-2,  vascular  endothelial  growth  factor  receptor  2.  
 

 

 1) Les progéniteurs endothéliaux circulants précoces ou CFU-EC 
 

  i. Isolement par technique de culture 
 

La technique d’isolement des PEC précoces, ou CFU-EC, a été décrite initialement par 

Hill en 2003 (Hill et al., 2003). Les cellules mononuclées (CMN) du sang périphérique sont 

isolées à partir d’un gradient de Ficoll, puis ensemencées dans un milieu dédié dans des puits 

« coatés » avec de la fibronectine. Après 48 heures, les cellules non adhérentes sont transférées 

dans d’autres puits également « coatés » avec de la fibronectine. Les colonies de CFU-EC 
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apparaissent de manière précoce, 4 à 6 jours après le début de la culture, puis sont dénombrées. 

Visualisées au microscope optique, ce sont des colonies formées d’un centre de cellules 

arrondies entourées de cellules fusiformes.  

 

  ii. Caractéristiques et origine des CFU-EC 
 

Les CFU-EC expriment des marqueurs d’immaturité (CD34), des marqueurs 

hématopoiétiques (CD11, CD14, CD45) et des marqueurs endothéliaux (CD31, VEGF-R, vWF). 

Elles sont caractérisées par un faible potentiel prolifératif in vitro et in vivo, n’ont pas de 

capacités clonogéniques, ne peuvent former de tubes en matrigel (Hur et al., 2004)(Yoder et al., 

2007). Elles peuvent cependant s’intégrer dans une monocouche d’HUVEC, de manière moins 

importante que les ECFC (Hur et al., 2004). Leurs propriétés pro-angiogéniques s’exercent 

principalement via la sécrétion de cytokines pro-angiogéniques (VEGF, interleukine-8) in vivo 

(Hur et al., 2004). Leur origine est hématopoiétique-monocytaire et il est admis que les CFU-EC 

sont en fait des cellules hématopoiétiques à potentiel angiogénique, et non de véritables 

progéniteurs endothéliaux, comme le sont les ECFC. En faveur d’une origine monocytaire des 

CFU-EC : l’expression à leur surface de marqueurs monocytaires, leur différenciation possible 

en macrophages, et leurs capacités de phagocytose de bactéries (Escherichia Coli) (Yoder et al., 

2007).   

 

 2) Les progéniteurs endothéliaux circulants tardifs ou ECFC 
 

  i. Isolement par technique de culture 
 

Contrairement à l’isolement des CFU-EC, pour isoler des ECFC, les CMN du sang sont 

mises en culture dans des puits « coatés » avec du collagène de type I, et non de la fibronectine. 

Le milieu utilisé est un milieu endothélial-spécifique, supplémenté en différents facteurs de 

croissance, comme le VEGF (vascular endothelial growth factor), le FGF (fibroblast growth 

factor), l’IGF1 (insulin-like growth factor), ou l’EGF (epidermal growth factor). A J1 de culture, 

les cellules non-adhérentes sont retirées du puits. Un changement de milieu est effectué toutes les 

48 à 72 heures et les colonies d’ECFC apparaissent entre J10 et J21 (Lin et al., 2000)(Au et al., 

2007). Les colonies d’ECFC forment un groupement de cellules arrondies, adhérentes. Du fait de 

leurs capacités clonogéniques, un isolement de ces ECFC est possible via l’utilisation de puits de 

clonage. Les colonies sont isolées puis transférées dans d’autres puits afin de procéder à une 

amplification. De nombreuses variantes de culture des ECFC ont été décrites : variation du 
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nombre de CMN mises en culture, du milieu de culture, de la matrice utilisée, des cinétiques de 

changement de milieu (Case et al., 2007)(Bompais et al., 2004)(Tura et al., 2010). 

 

  ii. Caractéristiques et origine des ECFC 
 

Les PEC tardifs ou ECFC apparaissent en culture tardivement, comme décrit initialement par 

Hur (Hur et al., 2004). Contrairement aux CFU-EC, les ECFC n’expriment pas de marqueurs 

hématopoiétiques (CD14, CD45) mais de nombreux marqueurs endothéliaux (CD31, CD105, 

CD106, VE-Cadherine, KDR ou VEGFR-2, vWF). De plus, ce qui n’est pas le cas des CFU-EC, 

les ECFC ont des propriétés clonogéniques, qui sont cependant hétérogènes. En effet, il a été 

montré qu’il existait des ECFC à fort potentiel clonogénique (high proliferative potential ou 

HPP-ECFC) et d’autres à faible potentiel clonogénique (low proliferative potential ou LPP-

ECFC) (Ingram et al., 2004)(Yoder et al., 2007) : les HPP-ECFC ont la capacité de donner 

naissance à des colonies de cellules adhérentes après repiquage, ce qui n’est pas le cas des LPP-

ECFC. In vivo, les ECFC sont également capables de former des néo-vaisseaux dans des souris 

immuno-déficientes, ce qui n’est pas le cas des CFU-EC (Melero-Martin et al., 2007)(Melero-

Martin et al., 2008)(Yoder et al., 2007),(Yoder, 2010). L’ensemble de ces propriétés confère 

aux ECFC le statut de véritable progéniteur endothélial, cellule ayant des propriétés 

angiogéniques et de prolifération. 

Alors qu’il est aujourd’hui établi que les CFU-EC ont une origine hématopoiétique, l’origine des 

ECFC est controversée : cellule dérivée d’un hémangioblaste ou cellule d’origine endothéliale 

seulement.  

La mise en lumière de l’existence de différents types de progéniteurs endothéliaux circulants depuis 

2004 doit mener à une analyse précautionneuse des résultats des études antérieures à cette date ayant 

pour but la mise en évidence de l’existence d’un hémangioblaste chez l’homme. En effet, l’absence 

de connaissance de l’existence des CFU-EC, cellule hématopoiétique à potentiel endothélial, a pu 

faire conclure à l’existence d’un hémangioblaste en post-natal, alors qu’une cellule CFU-EC, capable 

de s’intégrer dans le compartiment endothélial peut éventuellement mimer ce phénomène.  

c. Progéniteurs endothéliaux résidents 
 

Par oppsotion aux progéniteurs endothéliaux circulants, il est important de noter que des 

cellules progénitrices endothéliales peuvent se trouver au sein des vaisseaux. Alors que les 

cellules endothéliales veineuses ou artérielles issues de sang de cordon (human venous 
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endothelial cell ou HUVEC ou human arterial endothelial cell ou HAEC) permettent l’étude de 

cellules endothéliales dites matures, il a été montré qu’au sein des HUVEC et des HAEC, 

résidaient des cellules endothéliales progénitrices dotées de capacités de prolifération et avec un 

potentiel clonogénique important (Ingram et al., 2005a)(Ingram et al., 2005b). Cette 

observation rejoint une observation bien plus ancienne, de Schwartz et Benditt, qui notaient en 

1976 la présence de clusters de cellules endothéliales à fort potentiel prolifératif situés au sein de 

cellules endothéliales matures d’aortes de rats (Schwartz and Benditt, 1976). La présence de 

cellules endothéliales résidentes à capacités de prolifération augmentées a ainsi été relevée au 

sein de cellules endothéliales microvasculaires pulmonaires de rat (pulmonary microvascular 

endothelial cell ou PMVEC) et de cellules artérielles pulmonaires de rat (pulmonary arterial 

endothelial cell ou PAEC). Dans leur étude, les auteurs montraient que les PMVEC contenaient 

une population importante de cellules endothéliales à fort potentiel prolifératif (endothelial 

progenitor cell ou EPC), ce qui n’était pas le cas de la population de PAEC (Alvarez et al., 

2008). Plus récemment, d’autres études ont confirmé la présence de cellules progénitrices 

endothéliales situées au sein de cellules endothéliales matures (Fang et al., 2012)(Yu et al., 

2016)(Naito et al., 2012). Enfin, il a été montré récemment que cette capacité clonale des 

cellules endothéliales résidentes au sein des vaisseaux était augmentée dans des conditions 

d’ischémie et d’hypoxie endothéliale, permettant une « réponse » à ces stimuli et donc la mise en 

place d’une néoangiogénèse via ce mécanisme (Manavski et al., 2018). 

 

Au total, il semble donc exister chez l’homme des progéniteurs endothéliaux résidents, et 

des progéniteurs endothéliaux circulants comprenant en leur sein les CFU-EC, d’origine 

hématopoiétique et sans réelle capacité angiogénique et les ECFC, véritables progéniteurs 

endothéliaux capables de former des néovaisseaux. 
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II. Il existe des cellules endothéliales porteuses de la mutation 
JAK2V617F 

 

A. La recherche de la mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales 
au cours des NMP JAK2V617F 

 

Plusieurs approches ont conduit à la mise en évidence de CE JAK2V617F : des approches 

in situ, avec recherche de JAK2V617F directement dans des CE microdisséquées et des 

approches de cultures de progéniteurs endothéliaux.  

 

a. Recherche de la mutation JAK2V167F dans des cellules endothéliales matures par 
technique de microdissection laser 

 

Deux équipes ont recherché la présence de la mutation JAK2V617F dans des cellules 

endothéliales matures par technique de microdissection laser : l’équipe de Sozer (Sozer et al., 

2009a) et l’équipe de Rosti (Rosti et al., 2013).  

En 2009, Sozer et ses co-auteurs publièrent un article s’intéressant à la recherche de la 

mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales de patients avec NMP. 3 patients avec 

polyglobulie de Vaquez et syndrome de Budd-Chiari étaient étudiés. Utilisant une technique de 

micro-dissection laser, les cellules endothéliales de veinules hépatiques étaient isolées et une 

PCR à la recherche de JAK2V617F réalisée. Chez 2 des 3 patients, les auteurs retrouvaient la 

mutation JAK2V617F à l’état homozygote dans les CE. Les auteurs confirmaient la nature 

endothéliale des cellules analysés en mettant en évidence la présence de transcrits endothéliaux-

spécifique (VE-Cadherine, VEGFR-R2, vWF) et l’absence de transcrits spécifiques des cellules 

hématopoiétiques (CD45 et CD14) dans les cellules endothéliales isolées. Cette étude démontre 

que certains patients avec NMP JAK2V617F peuvent être porteurs de la mutation JAK2V617F 

dans des CE au niveau d’un territoire vasculaire spécifique (le foie), et suggère la possible 

implication de ces CE JAK2V617F dans la physiopathologie de la thrombose (patients avec 

antécédent de syndrome de Budd-Chiari) (Sozer et al., 2009a).  

La recherche de la mutation JAK2V617F dans des cellules endothéliales matures a de 

nouveau été effectuée en 2013 avec l’article publié par Rosti et ses co-auteurs. Dans cette étude, 

les auteurs ont recruté 18 patients avec myélofibrose primitive. Parmi ces 18 patients, des 

échantillons de rate ont été analysés pour 8 patients, avec réalisation d’une micro-dissection laser 

des cellules endothéliales. En utilisant un marquage CD31 des CE, 24 échantillons ont été 

analysés et 17/24 échantillons étaient positifs pour la mutation JAK2V617F. De manière 
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intéressante, les auteurs ont montré que les 8 patients analysés avaient au moins 1 échantillon 

positif pour JAK2V617F, et que 6/8 patients avaient au moins 1 échantillon positif pour 

JAK2WT, témoignant du caractère hétérogène de la présence de JAK2V617F au niveau des 

cellules endothéliales. Pour 14 patients, les cellules endothéliales isolées ont été mises en culture, 

et l’obtention de cellules endothéliales confluentes fut réussie pour 10 patients. Parmi les cellules 

endothéliales matures de ces 10 patients, 6 étaient porteuses de la mutation JAK2V617F. Pour 

s’assurer de l’absence de contamination par des cellules hématopoiétiques, les auteurs ont 

confirmé par immunohistochimie la présence de protéines spécifiques de la lignée endothéliale 

(VE-Cadherine, CD144, vWF) et l’absence de protéines spécifiques de la lignée hématopoiétique 

(CD45) chez 5/6 patients.  Enfin, chez 1 patient, la mutation JAK2V617F était présente dans les 

CE des capillaires spléniques (analysées après micro-dissection laser) et dans les CE isolées de la 

veine splénique puis mises en culture. Cette étude confirme que la mutation JAK2V617F peut 

être présente dans les cellules endothéliales matures de patients avec NMP JAK2V617F, au 

niveau des cellules endothéliales spléniques de patients avec MFP. Les auteurs soulignent 

cependant la difficulté d’expliquer la survenue de cette mutation dans les CE, d’autant plus qu’ils 

n’ont pu la mettre en évidence dans les ECFC obtenues chez ces patients (Rosti et al., 2013).  

 

b. Recherche de la mutation JAK2V617F dans des progéniteurs endothéliaux circulants 
 

En 2006, une équipe identifia pour la première fois la mutation JAK2V617F dans des 

colonies de cellules endothéliales dérivées de progéniteurs endothéliaux d’un patient avec 

polyglobulie de Vaquez JAK2V617F-positif, suggérant la présence d’un progéniteur commun au 

cours de ces maladies (Oppliger Leibundgut et al., 2006).  

En 2007, l’équipe de Yoder, dans un article définissant les propriétés respectives des CFU-

EC et ECFC, étudia également les ECFC de 11 patients avec PV JAK2V617F-positif. 89 ECFC 

étaient analysées, dont 3 étaient porteuses de la mutation JAK2V617F, toutes obtenues à partir 

du même patient (Yoder et al., 2007).  

En 2009, une autre équipe publia des résultats concernant la recherche de marqueurs de 

clonalité dans les progéniteurs endothéliaux de patients avec NMP. Piaggio et ses co-auteurs 

étudièrent les progéniteurs endothéliaux précoces (ou CFU-EC) et tardifs (ou ECFC) isolés du 

sang circulant de patients avec LMC BCR-ABL et NMP JAK2V617F-positif. Chez les patients 

avec LMC, la recherche du transcrit spécifique p210 par RT-qPCR (quantitative reverse 

transcriptase polymerase chain reaction) était positive dans les CFU-EC, mais dans aucune 

ECFC (analyse de 51 ECFC). Chez 7 patients avec LMC, la recherche du transcrit de fusion 

BCR-ABL par technique de FISH dans les ECFC était également négative. Concernant les 
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patients avec NMP et mutation JAK2V617F, 75 ECFC isolées à partir de 57 patients furent 

analysées, sans mettre en évidence de mutation JAK2V617F. Au contraire, la mutation 

JAK2V617F était présente dans toutes les CFU-EC. Pour les auteurs, ces résultats confirmaient 

que les CFU-EC étaient des progéniteurs endothéliaux dérivés de la lignée hématopoiétique et 

faisant partie du clone malin au cours des NMP. Cependant, ces résultats, indiquant l’absence de 

mutation JAK2V617F ou de transcrit de fusion BCR-ABL au niveau des ECFC, ne confirmaient 

pas les résultats publiés par Oppliger Leibungdut en 2006, et s’inscrivaient contre l’hypothèse de 

l’existence d’un hémangioblaste au cours de ces maladies (Piaggio et al., 2009).  

Deux années plus tard, l’équipe de Téofili et de ses co-auteurs a également recherché la 

mutation JAK2V617F dans les ECFC de patients avec NMP, avec des résultats contradictoires 

avec ceux de l’équipe de Piaggio et de l’équipe de Yoder. Dans cette étude, 42 patients avec 

NMP JAK2V617F furent inclus, et les ECFC de 22 patients analysées. Parmi les 22 patients, 5 

étaient porteurs de la mutation JAK2V617F au niveau des ECFC. De manière intéressante, ces 5 

patients avaient des antécédents thrombotiques, ce qui n’était pas le cas des autres patients, 

suggérant une participation des CE avec mutation JAK2V617F dans la physiopathologie de la 

thrombose au cours de ces maladies. De plus, les auteurs montraient une activation de la voie 

JAK2/STAT dans les ECFC avec mutation JAK2V617F (via l’étude de l’expression de p-

STAT3 et p-STAT5 en Western-Blot), et une augmentation de l’adhésion de cellules 

mononuclées en présence d’ECFC JAK2V617F en comparaison aux ECFC JAK2WT. Cette 

étude démontre que des patients avec NMP JAK2V617F peuvent être porteurs de la mutation 

JAK2V617F dans les ECFC, argument en faveur d’une cellule commune aux deux lignées 

hématopoiétique et endothéliale, dans laquelle surviendrait la mutation JAK2V617F.  Les 

auteurs suggèrent de plus une participation de ces ECFC JAK2V617F dans la physiopathologie 

de la thrombose : présence uniquement chez des patients aux antécédents de thrombose, 

caractère pro-adhésif des ECFC JAK2V617F in vitro (Teofili et al., 2011).  

En 2013, comme dit plus haut, l’équipe de Rosti et al. a également recherché la mutation 

JAK2V167F dans les ECFC de patients avec NMP : les auteurs ont analysé 23 colonies d’ECFC 

obtenues à partir des cellules mononuclées de la rate de 8 patients et aucune de ces ECFC n’était 

porteuse de la mutation JAK2V617F (Rosti et al., 2013). 

Enfin, la possibilité de survenue de la mutation JAK2V617F dans les ECFC de patients 

avec NMP JAK2V617F et antécédents thrombotiques fut récemment confirmée par une étude 

parue en 2016. Dans cette étude, 7 patients avec antécédent de syndrome de Budd-Chiari et 

présence de JAK2V617F au niveau sanguin furent étudiés. 2/7 patients étaient atteints de MFP. 

Les 5 autres patients n’avaient pas développé de néoplasie myéloproliférative. Les ECFC étaient 
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obtenues à partir de prélèvements de moelle osseuse. Parmi les 5 patients pour lesquels l’analyse 

a été réalisable, 4 patients étaient porteurs de la mutation JAK2V617F dans leurs ECFC 

(Helman et al., 2016) (Figure 18).  

 

 
Figure  18  :  Etudes  ayant  mis  en  évidence  la  présence  de  la  mutation  JAK2V617F  dans  les  
cellules  endothéliales  (CE)  de  patients  avec  NMP  JAK2V617F  +  
En   2007,   Yoder   et   son   équipe   ont  mis   en   évidence   la  mutation   JAK2V617F   dans   3   colonies   d’ECFC  
(endothelial   colony   forming   cell)   issues  d’un   patient.   La   présence  de   la  mutation   JAK2V617F  dans   les  
ECFC   de   patients   avec   NMP   a   été   confirmée   en   2011   par   Teofili   et   al.   qui   retrouvaient   des   ECFC  
JAK2V617F  +  chez  5  patients  (parmis  22  patients)  et  en  2016  par  Helman  et  al  à  partir  d’ECFC  dérivées  
de  moelle  osseuse.  
A   l’inverse,   cette   recherche   était   infructueuse   pour   l’équipe   de  Rosti   en   2013,   et   Piaggio   en   2009.   La  
mutation   JAK2V617F   a   été   également   mise   en   évidence   dans   des   CE  matures   (technique   de   micro-
dissection   laser   =   MDL)   chez   2/3   patients   avec   polyglobule   de   Vaquez   et   syndrome   de   Budd-Chiari  
(Sozer  et  al,  2009)  et  chez  17/24  échantillons  de  18  patients  avec  myélofibrose  primitive  (MFP)  (Rosti  et  
al,  2013).    
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B. L’étude des conséquences de la présence de la mutation JAK2V617F 
dans les cellules endothéliales 

 

 

La découverte que la mutation JAK2V617F peut être présente dans les cellules 

endothéliales de patients avec NMP JAK2V617F ouvre la voie à l’étude des conséquences 

induites par celle-ci dans le compartiment endothélial. En 2014, Etheridge et ses co-auteurs ont 

étudié les conséquences de la présence de la mutation JAK2V617F dans les cellules 

endothéliales utilisant deux modèles murins : le modèle PF4Cre/FF1 permettant l’expression de 

JAK2V617F dans le compartiment mégacaryocytaire et plaquettaire, et le modèle Tie2Cre/FF1 

permettant l’expression de JAK2V617F dans les cellules endothéliales et dans l’ensemble des 

cellules hématopoiétiques. Dans un premier temps, les auteurs montraient que les souris 

Tie2Cre/FF1 présentaient un phénotype plutôt hémorragique comparativement aux souris 

PF4Cre/FF1 et aux souris wild-type (WT) : ils montraient en effet une absence de survenue 

d’occlusion carotidienne lors d’une agression endothéliale (test d’occlusion carotidienne au 

chlorure de fer) ainsi qu’une augmentation du temps de saignement de la queue. Les auteurs 

montraient que ces anomalies étaient secondaires à la présence d’un syndrome de Willebrand 

acquis dans les souris Tie2Cre/FF1, avec une diminution des multimères de haut poids 

moléculaire de facteur Willebrand et une diminution de l’agglutination à la ristocétine des 

plaquettes des souris Tie2Cre/FF1. Afin d’étudier spécifiquement le rôle des cellules 

endothéliales JAK2V617F, ils réalisèrent ensuite une greffe de cellules souches 

hématopoiétiques de souris WT dans des souris receveuses Tie2Cre/FF1. Dans ces souris 

exprimant JAK2V617F uniquement dans les CE, les auteurs rapportaient une augmentation du 

temps d’occlusion de l’artère carotide comparativement aux souris contrôles, mais sans retrouver 

de différence concernant le temps de saignement au niveau de la queue, Enfin, les auteurs 

montraient une diminution d’agglutination à la ristocétine des plaquettes isolées des souris 

exprimant JAK2V617F dans les CE (et donc potentiellement des anomalies du Willebrand), 

malgré une augmentation des taux de facteurs vWF et une répartition normale des multimères de 

facteur vWF. Cette première étude analysant les conséquences de la présence de JAK2V617F 

dans les CE apporte des résultats intéressants avec, selon les auteurs, des anomalies de 

l’hémostase plutôt pro-hémorragiques induites par la présence de JAK2V617F dans les CE. Les 

résultats de cette étude réalisée dans des modèles murins peuvent paraître surprenants quand on 

garde à l’esprit que les principales complications présentées par les patients avec NMP 

JAK2V61F sont essentiellement d’ordre thrombotique. Cependant, comme les auteurs le 

discutent dans leur article, l’hétérogénéité du compartiment endothélial peut entraîner la 
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survenue de complications hémorragiques dans certains tissus, et de complications 

thrombotiques dans d’autres (Etheridge et al., 2014). Egalement, la réalisation d’une 

transplantation de CSH nécessité la réalisation d’une irradiation totale, pouvant perturber les 

propriétés du compartiment endothélial. La même équipe s’est intéressée ultérieurement aux 

conséquences sur l’hématopoïèse de la présence de la mutation JAK2V617F dans les cellules 

endothéliales (Lin et al., 2016)(Zhan et al., 2018). Dans ces deux articles, les auteurs, utilisant 

toujours le modèle TieCre/FF1, montraient premièrement que les CE JAK2V617F ont des 

capacités d’angiogenèse et de prolifération accrues, comme nous l’avons également observé au 

sein de notre équipe (données non publiées) (Kilani et al., 2014). De plus, les auteurs montraient 

que les CE JAK2V617F favorisaient la prolifération des CSH JAK2V617F, via notamment une 

augmentation d’expression de MPL à leur surface, de CXCL12 et de SCF. Plus récemment, la 

même équipe a montré que les CE JAK2V617F présentes au niveau de la niche vasculaire 

protégeaient les CSH JAK2V617F des irradiations à fortes doses utilisées dans le 

conditionnement de greffe de CSH, suggérant une participation des CE JAK2V617F dans la 

survenue de rechutes post-allogreffe au cours des NMP (Lin et al., 2018).   

 

Au total, il ne fait pas de doute quant à l’existence de cellules endothéliales avec mutation 

JAK2V617F au cours des NMP, même si les mécanismes pouvant expliquer cela restent flous, 

voire inconnus. Cependant, les conséquences de la présence de cette mutation dans les CE n’ont 

été que très peu étudiées. A propos du retentissement sur l’hémostase et la coagulation, et donc 

sur la physiopathologie de la thrombose, seul l’article de Etheridge et de ses co-auteurs apporte 

des données, avec cependant quelques limites discutées ci-dessus. Notamment, leurs conclusions 

sont en contradiction avec les données apportées par l’article de Téofili et de ses co-auteurs ayant 

montré que des ECFC JAK2V617F avaient un phénotype pro-adhésif. Les conséquences de la 

présence de la mutation JAK2V617F au niveau des cellules endothéliales restaient donc à 

éclaircir, et c’est pourquoi nous avons débuté ce travail.   
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4ème partie : L’implication des polynucléaires neutrophiles (PNN) 
dans la physiopathologie de la thrombose des NMP JAK2V617F 

 

 

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont des cellules dont le rôle dans la 

physiopathologie de l’hémostase et de la thrombose est de plus en plus mis en avant. Dans cette 

quatrième partie, je présenterai les données connues sur l’implication des leucocytes dans la 

physiologie de l’hémostase et de la thrombose, et m’attarderai sur le phénomène d’émission de 

neutrophil extracellular traps (NET) et son rôle dans la physiopathologie de la thrombose.  

 

I. Rôle des leucocytes dans l’hémostase 
 

En conditions physiologiques, les leucocytes quiescents participent à maintenir la fluidité 

du sang. Notamment, les monocytes expriment à leur surface des protéines anticoagulantes : 

récepteur endothélial à la protéine C (endothelial protein C receptor, EPCR) (Galligan et al., 

2001), thrombomoduline (TM) (McCachren et al., 1991) ou TFPI (McGee et al., 1994). 

Cependant, en conditions inflammatoires, les leucocytes acquièrent un phénotype différent, 

synthétisant et sécrétant des facteurs procoagulants activant la coagulation :  

- Les monocytes expriment fortement le facteur tissulaire (FT) en présence de molécules 

pro-inflammatoires comme la protéine high-mobility group-box-1 (HMGB-1) (Ito et al., 2006), 

le lipopolysaccharide (LPS) (Toltl et al., 2008), ainsi que les agents de chimiothérapie (Swystun 

et al., 2009) ou l’hypoxie (Yan et al., 1999). Les monocytes constituent alors la source 

principale de FT intravasculaire (Butenas et al., 2005)(Shantsila and Lip, 2009). L’expression 

de FT par les autres sous-types de leucocytes est plus controversée.  

- Les neutrophiles activés ex-vivo (Maugeri et al., 2006)(Nakamura et al., 2004) 

expriment de faibles quantités de FT, ce qui a été également retrouvé dans des modèles animaux 

(von Brühl et al., 2012)(Darbousset et al., 2012). 

- Il semblerait également que les polynucléaires éosinophiles puissent exprimer du FT, 

participant à l’augmentation du risque thrombotique au cours des hyperéosinophilies 

(Moosbauer et al., 2006)(Cugno et al., 2014). 

- En dehors de ces mécanismes, le phénomène d’émission de neutrophil extracellular traps 

(NETs) par les polynucléaires neutrophiles est de plus en plus étudié dans la physiopathologie de 

la thrombose.  
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II. Les polynucléaires neutrophiles (PNN) et la formation de 
neutrophil extracellular trap (NET) 

 

A. Les NET 
 
 

En cas d’activation, les PNN peuvent relarguer de l’ADN décondensé associé à des 

histones, sous forme de filets catapultés en-dehors de la cellule, nommés neutrophil extracellular 

traps ou NET. Ces NET sont associés à de nombreuses enzymes intracellulaires participant à la 

machinerie antibactérienne comme la myélopéroxydase (MPO), l’élastase neutrophile 

(neutrophil elastase ou NE), la pentraxine, la lactoferrine, la métalloprotéinase de matrice de 

type 9 (MMP9) (Fuchs et al., 2012a)(Mitroulis et al., 2011). Les NET ont été découverts en 

2004 par Brinkmann et ses co-auteurs. Dans cet article, les auteurs montraient que des NET 

pouvaient être générés in vitro après stimulation des PNN par différentes molécules : 

l’interleukine 8 (IL8), le lipolysaccharide (LPS), ou le phorbol-myristate-acétate (PMA). De 

plus, les auteurs montraient que les NET possèdent des propriétés de défense anti-infectieuse, du 

fait de l’association aux NET de MPO et d’histones, abrogées par la DNAse (Brinkmann et al., 

2004).  

 

a. Mécanismes de formation 
 

Dans un PNN, la majorité de l’ADN est sous forme condensée, associée à de la chromatine 

dans le noyau. L’ADN est enroulé autour d’histones afin de former des nucléosomes, puis de la 

chromatine. La décondensation de la chromatine est donc l’étape primordiale de la formation de 

NET et cette décondensation est principalement médiée par une enzyme : la peptidyl arginine 

deiminase 4 ou PAD4. PAD4 catalyse la conversion des arginines des histones en citrullines, 

entraînant une diminution de charge positive des histones et donc une diminution de la force 

d’interaction entre les histones et l’ADN chargé négativement. Cette diminution d’interaction 

entre les histones et l’ADN entraîne un « détricotage » des nucléosomes, étape pré-requise pour 

la formation de NET. L’activation de PAD4 est médiée principalement par l’augmentation de 

production intra-cellulaire de dérivés réactifs de l’oxygène ou reactive oxygen species (ROS) via 

la NADPH-oxydase. PAD4 est également activée par des influx intra-cellulaires de calcium 

(Ca++) (Wang and Wang, 2013). Il a également été montré que les neutrophiles de souris 

déficientes en PAD4 étaient incapables de former des NET en réponse à des activateurs 

bactériens (Li et al., 2010)(Kolaczkowska et al., 2015). En plus du rôle primordial de PAD4, 
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deux autres enzymes participent à la formation de NET : l’élastase neutrophile (neutrophil 

elastase ou NE) et la myélopéroxydase (MPO). La NE et la MPO sont relarguées des granules 

azurophiles des PNN dans le cytoplasme (Metzler et al., 2014) puis migrent dans le noyau où 

elles participent à la décompaction de la chromatine (Papayannopoulos et al., 2010). Il a été 

montré qu’une enzyme inhibitrice de NE, la secretory peptidase leukocyte inhibitor (SLPI), 

inhibait la formation de NET (Zabieglo et al., 2015) et que des souris déficientes en NE avaient 

une NETose déficiente (Kolaczkowska et al., 2015)(Rossaint et al., 2014) (Figure 19).   

 

 

 

 
Figure  19  :  Mécanismes  de  NETose  
Deux  grands  mécanismes  de  NETose  ont  été  identifiés  :  la  NETose  tardive,  ou  suicidaire,  qui  conduit  à  la  
mort  du  polynucléaire  neutrophile  (PNN)  et   la  NETose  précoce  ou  vitale,  qui  permet   l’émission  de  NET  
sans  conduire  à  la  mort  du  PNN.  Le  mécanisme  de  NETose  est  dépendant  des  stimuli  en  jeu.  Le  phorbol  
myristate   acetate   (PMA),   les   cristaux   de   cholestérol,   les   anticorps   induisent   une  NETose   tardive   avec  
mise   en   jeu   d’une   augmentation   de   la   production   de   dérivés   réactifs   de   l’oxygène   (reactive   oxygene  
species,  ROS)  et  de   l’enzyme  peptidyl  arginine  déiminase  4   (PAD4).  L’activation  de  PAD4  est  cruciale  
pour   la   décondensation   de   la   chromatine,   tout   comme   la  migration   nucléaire   de   l’élastase   neutrophile 
(neutrophil   elastase,   NE)   et   la   myélopéroxydase   (MPO).   Dans   le   cytoplasme,   l’ADN   décondensé   est  
décoré  avec  les  protéines  intra-cellulaires  puis  la  membrane  plasmique  est  rompue  et  les  NET  émis.  Des  
bactéries   (S.   Aureus,   E.   Coli),   via   leur   liaison   aux   toll-like   recepteurs   (TLR)   2   et   4,   ainsi   que   des  
plaquettes,   via   leur   liaison   au   TLR4,   induisent   une   NETose   précoce.   Cette   NETose   présente   des  
similarités  avec  la  NETose  tardive,  en  dehors  d’une  absence  de  mise  en  jeu  du  métabolisme  oxydatif  et  
de   l’absence   de   mort   cellulaire,   les   NET   étant   relargués   en   dehors   de   la   cellule   via   un   transport  
vésiculaire.    
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Sur   le   schéma,   les   caractères   non   en   italique   indiquent   les   mécanismes   de   NETose   tardive,   les  
caractères  en  italique  ceux  de  NETose  précoce.    
Figure  adaptée  de  la  figure  de  Jorch  et  Kubes  dans  l’article  «  An  emerging  role  of  neutrophil  traps  in  nin  
infectious  disease  »,  Nature  Medicine,  2017.  

 

b. Inducteurs de la formation de NET 
 

Le premier inducteur de formation de NET étudié fut le phorbol-12-myristate-13-acetate 

(PMA), une substance chimique capable d’activer de nombreuses voies de signalisation intra-

cellulaires du PNN in vitro (Takei et al., 1996)(Brinkmann et al., 2004). Le PMA induit un 

« burst oxydatif » dans le PNN avec activation de la cellule et assemblage des différents 

composants du complexe de la NADPH oxydase (Karlsson and Dahlgren, 2002). La formation 

de NET après activation par du PMA est également dépendante de la MPO (Metzler et al., 

2011), enzyme qui se lie aux histones et assiste l’élastase durant la NETose induite par le PMA 

(Papayannopoulos et al., 2010). La MPO convertit le peroxyde d’hydrogène en acide 

hypochlorique, acide qui diminue la charge positive des histones et diminue l’interaction entre 

histones et ADN (Akong-Moore et al., 2012). Au cours de la NETose induite par le PMA, la 

membrane nucléaire est rompue, la chromatine décondensée émise dans le cytoplasme puis 

décorée par les différentes enzymes cytoplasmiques, et les NET émis dans l’espace 

extracellulaire après rupture de la membrane plasmique (Metzler et al., 2014). Cette NETose 

nécessite une stimulation prolongée (de plusieurs heures) et entraîne une mort cellulaire, deux 

données qui ont fait dénommer celle-ci NETose tardive suicidaire. D’autres inducteurs sont 

capables d’induire une NETose tardive suicidaire : des anticorps ainsi que des cristaux de 

cholestérol (Jorch and Kubes, 2017). De cette observation que la NETose peut survenir au 

cours de la mort cellulaire du PNN, ont découlé des critiques et un scepticisme sur la réalité du 

phénomène de NETose, qui serait l’observation in vitro de la mort d’un PNN, et non un 

phénomène physiologique. Cependant, des études ultérieures ont mis en évidence que, d’une 

part, la formation de NET survenait in vivo, mais également, qu’elle pouvait avoir lieu sans mort 

cellulaire concomitante. En effet, il a été montré qu’une stimulation de quelques minutes par 

certains inducteurs (bactéries, plaquettes, protéines du complément) pouvait induire une 

formation de NET appelée NETose précoce (Clark et al., 2007)(Pilsczek et al., 2010)(Yipp et 

al., 2012). Les plaquettes peuvent être activées via le TLR4 par des endotoxines bactériennes, 

puis induisent la formation de NET qui lient les bactéries et provoquent à leur tour une activation 

endothéliale (Clark et al., 2007). L’interaction entre plaquettes et PNN semble médiée en partie 

par la liaison entre la P-Selectine (à la surface des plaquettes) et son ligand, le P-Selectine 
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glycoprotein ligand 1 (PSGL1) à la surface des PNN (Etulain et al., 2015). Cette promotion de 

la NETose par les plaquettes a également été rapportée dans l’étude de von Bruhl et al qui 

montrait la participation des monocytes, polynucléaires neutrophiles et plaquettes au cours de la 

thrombose veineuse profonde (von Brühl et al., 2012). Il existe plusieurs différences entre les 

deux types de NETose. En effet, alors que la NETose suicidaire nécessite la production de ROS, 

la NETose précoce peut survenir indépendamment du métabolisme oxydatif (Rochael et al., 

2016). De plus, la NETose précoce n’implique pas de rupture de membrane plasmique mais un 

export vésiculaire. Cette absence de rupture de membrane plasmique permet à la cellule de 

« rester en vie » et donc de mener ses autres missions : phagocytose, destruction de bactéries. La 

NETose précoce semble donc associée préférentiellement à la défense anti-infectieuse (Slaba et 

al., 2015). 

 

c. Mesure des NET : de quoi parle-t-on ? 
 

La NETose est donc le processus au cours duquel de l’ADN associé à des protéines intra-

cytoplasmiques est émis en dehors du PNN. Ce phénomène est largement étudié depuis la 

découverte initiale faite par Brinkmann. Cependant il est important de le distinguer des processus 

cellulaires autres, au cours desquels de l’ADN est également émis en dehors de la cellule.  

Premièrement, il est possible que la manipulation cellulaire puisse entraîner la libération de 

NET, par « stress physique » ou lors d’électroporation cellulaire (Malachowa et al., 2013). 

Deuxièmement, de l’ADN peut être libéré de cellules qui ne sont pas des polynucléaires 

neutrophiles. On ne parlera alors pas de NET, qui par définition sont émis par les PNN, mais de 

« ET » (extracellular traps). Ainsi, dans un modèle d’atteinte hépatique, il a été montré que les 

macrophages présents au niveau de la cavité péritonéale étaient recrutés au niveau hépatique, 

changeaient de phénotype, devenaient activés et permettaient le relargage d’ADN de cellules 

nécrotiques, ressemblant au premier abord à des NET (Wang and Kubes, 2016). Les 

polynucléaires éosinophiles (PNE) sont des cellules également capables d’émettre des filets en 

d’ADN en dehors de la cellule et de générer un stress oxydatif ; la péroxydase éosinophile 

pouvant convertir le péroxyde d’hydrogène en dérivés oxydés de l’halogène (Bozeman et al., 

1990). Les EET (eosinophil extracellular traps) contiennent ainsi des granules éosinophiles et 

sont capables de piéger des bactéries (Ueki et al., 2013)(Ueki et al., 2016). Les basophiles 

peuvent également émettre des filets extracellulaires (BET ou basophil extracellular trap) 

capables de piéger des bactéries, et dont la formation est là indépendante de la NADPH oxydase 

(Morshed et al., 2014)(Yousefi et al., 2015). Enfin, les monocytes peuvent également former 

des filets d’ADN extracellulaire en présence de stimulation avec du PMA (Chow et al., 2010).  
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Troisièmement, l’ADN émis en dehors de la cellule peut également être émis à partir des 

mitochondries : c’est l’ADN mitochondrial qui participe à la formation de filets extracellulaires 

dans les PNN et les PNE (Yousefi et al., 2008)(Yousefi et al., 2012)(Yousefi et al., 2009). 

L’ADN mitochondrial n’est pas organisé en nucléosomes et n’est pas associé à des histones 

(Akhmedov and Marín-García, 2015). Il ne semble pas qu’il soit émis par des PNN in vivo 

(Yipp et al., 2012) mais il peut stimuler la formation de NET par les PNN, notamment lors de 

traumatismes et d’interventions chirurgicales, via un mécanisme indépendant de la NADPH-

oxydase (McIlroy et al., 2014)(Itagaki et al., 2015).  

Toutes ces raisons font qu’il est donc important d’essayer au maximum de ne pas analyser 

ou quantifier la présence de NET via l’utilisation unique d’un marqueur d’ADN, comme le Sytox 

Green. Ce composé a la capacité de colorer l’ADN extracellulaire car il ne peut entrer dans les 

cellules vivantes mais son utilisation seule peut être biaisée par le fait que 1/ des cellules en 

cours de « mort cellulaire » peuvent devenir perméabilisées et permettre la pénétration du Sytox 

Green et 2/ des bactéries peuvent émettre de l’ADN et ainsi retenir le marquage du Sytox Green. 

Ainsi, il paraît recommandé d’ajouter un second marqueur d’ADN (comme un marquage 

d’histones) et un marqueur de protéine spécifique du PNN (comme la myélopéroxydase ou 

l’élastase neutrophile). Enfin, l’utilisation d’un marquage d’histone citrullinée, spécifique de la 

NETose, semble être un des meilleurs moyens d’analyser les NET (Jorch and Kubes, 2017). In 

vitro, il est également important de travailler avec une population la plus « pure » possible en 

PNN, étant donné la possibilité d’autres cellules myéloïdes de former des filets extracellulaires.  

 

En conclusion, le phénomène de NETose, découvert récemment, et initialement décrit dans 

les mécanismes d’immunité innée, par son action de « trapping » des agents infectieux 

permettant aux enzymes contenues dans le polynucléaire neutrophile d’exercer leur action, a été 

secondairement étudié dans la physiopathologie de la thrombose. En effet, la découverte de leur 

existence a amené différentes équipes à se poser les questions suivantes : quels effets ont les 

NET sur les cellules endothéliales lorsque les PNN sont recrutés et activés au site de thrombose ? 

Les NETs jouent-t-ils un rôle sur les voies de la coagulation ? Quels effets ont les NET sur les 

plaquettes ? Au total, quelle est l’implication des NETs dans la physiopathologie de la 

thrombose ?  
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B. Implication des NET dans la thrombose 

 
a. Recrutement des leucocytes au site de la thrombose 

 

Le rôle des NET dans la physiopathologie de la thrombose dépend notamment du 

recrutement des leucocytes au site de thrombose. Comme décrit dans la seconde partie, au cours 

du développement d’un thrombus, les PNN et les monocytes sont rapidement recrutés au niveau 

de la paroi vasculaire et/ou incorporés au sein du thrombus, de manière différente en fonction du 

territoire de la thrombose (Figure 20).  

Au cours de la thrombose artérielle, qui survient le plus souvent après une rupture de 

plaque d’athérosclérose et la mise en contact de la circulation sanguine avec le sous-

endothélium, le recrutement des leucocytes est principalement médié par les plaquettes : celles-ci 

sont les premières cellules recrutées et une fois activées expriment des récepteurs d’adhésion 

(notamment la P-Selectine) et relarguent des chimiokines qui permettent le recrutement des 

leucocytes (Furie and Furie, 2008). En contexte inflammatoire, les plaquettes relarguent de 

nombreuses molécules permettant le recrutement de leucocytes et une promotion de leurs 

activités bactéricides : CXC-chemokine ligand 1 (CXCL1), CXCL4, CXCL5, CXCL7, CC-

ligand 3 (CCL3), CCL5, CCL7, CD154 (CD40-ligand). La liaison entre les plaquettes et les 

leucocytes est effectuée via différentes voies : interactions entre P-Selectine plaquettaire et 

PSGL1 leucocytaire, puis entre MAC-1 (ou alpha-2M-beta-2) et la GPIb et la GPIIbIIIa. A 

l’inverse, en l’absence d’exposition du sous-endothélium, il a été montré, à l’aide d’un modèle 

d’activation endothéliale par laser, que les polynucléaires neutrophiles étaient les premières 

cellules recrutées au site du thrombus, avant les plaquettes. Dans leur article, Darbousset et ses 

co-auteurs ont également montré que la génération de thrombine et de fibrine était secondaire à 

l’activation de la voie extrinsèque de la coagulation, via le facteur tissulaire, majoritairement 

apporté par les PNN au site de thrombose (Darbousset et al., 2012). Cette même équipe a 

montré que le recrutement et l’activation des PNN au cours de la thrombose artérielle était 

notamment médiée par l’adénosine tri-phosphate (ATP), relargué par les cellules endothéliales 

activées, via le récepteur à l’ATP P2X1 présent à la surface des PNN (Darbousset et al., 2014). 

Au cours de la thrombose veineuse, l’endothélium reste intact mais est activé, acquiert un 

phénotype pro-inflammatoire, ce qui permet le recrutement des leucocytes (von Brühl et al., 

2012)(Wakefield et al., 2008) qui vont « rouler » sur l’endothélium (phénomène de rolling) puis 

adhérer fermement à celui-ci. L’adhésion des leucocytes au niveau de l’endothélium est 

dépendante des molécules d’adhésion exprimées à sa surface, et notamment de la P-Selectine 
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relarguée des corps de Weibel-Palade (Ley et al., 2007). Les plaquettes sont recrutées de 

manière secondaire au cours de la thrombose veineuse, via principalement une liaison aux 

polynucléaires neutrophiles et aux monocytes déjà présents sur le site du thrombus (von Brühl 

et al., 2012). Le facteur vWF relargue des cellules endothéliales via l’exocytose des corps de 

Weibel-Palade permet également le recrutement des plaquettes, qui à leur tour recrutent des 

leucocytes (Brill et al., 2011). 
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Figure  20  :  Recrutement  des  leucocytes  au  site  de  thrombose  
Le  recrutement  des  leucocytes  dépend  de  l’état  de  l’endothélium  (sain  ou  altéré)  et  de  la  vitesse  de  flux.  
Au   cours   de   la   thrombose   veineuse,   les   leucocytes   sont   recrutés   au   niveau   de   l’endothélium   dans   un  
contexte   de   flux   lent.   La   liaison   des   leucocytes   à   l’endothélium   se   fait   via   le   facteur  Willebrand,   la   P-
Selectine,   et   des   molécules   d’adhésion   (ICAM1,   VCAM1).   Au   cours   de   la   thrombose   artérielle,   les  
plaquettes  sont   les  premières  cellules   recrutées  au  niveau  du  sous-endothélium.  Une   fois  activées,   les  
plaquettes  lient  les  leucocytes  via  notamment  le  couple  P-Selectine/PSGL1.    
Abréviations:   vWF,   von   Willebrand   factor   ;;   PSGL1,   p-selectin   glycoprotein   ligand   1   ;;   EMMPRIN,  
extracellular  matrix  metalloproteinase  inducer  ;;  JAM-3,  junctional  adhesion  molecule  ;;  LFA-1,  lymphocyte  
function-  associated  antigen  1.  
Figure  adaptée  de   la   figure  de  Swystun  dans   l’article  «  The   role  of   leukocytes   in   thrombosis  »,  Blood,  
2016.  
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b. Mécanismes de promotion de la thrombose par les NET 
 

Les NET potentialisent la mise en place d’un thrombus via différents mécanismes. D’une 

part, les NET, une fois relargués, constituent des filets sur lesquels les plaquettes se lient, sont 

activées, puis agrègent entre elles (Fuchs et al., 2010). En plus de constituer une surface 

d’agrégation des plaquettes, les histones peuvent activer les plaquettes via les voies du toll-like 

receptor (TLR) 2 et du TLR4 (Xu et al., 2009)(Semeraro et al., 2011). D’autre part, les 

nucléosomes externalisés lors de la NETose constituent une plate-forme pour la génération de 

fibrine intravasculaire. Ceux-ci permettent la colocalisation de l’élastase neutrophile et du TFPI, 

permettant l’inhibition du TFPI, menant à une activation de la voie extrinsèque de la coagulation 

(Massberg et al., 2010). En dehors de l’inhibition du TFPI, les NET inhibent également la 

thrombomoduline, clivée par la NE et inhibée par les oxydases contenues dans le PNN (Glaser 

et al., 1992). En réponse à des stimuli inflammatoires, les neutrophiles relarguent des 

metalloprotéinases de matrice et des sérines protéases comme l’élastase (Massberg et al., 2010) 

(Darbousset et al., 2014) et la cathepsine G qui vont moduler la cascade de la coagulation : 

activation des facteurs V (Allen and Tracy, 1995), VIII (Gale and Rozenshteyn, 2008) et X 

(Plescia and Altieri, 1996). Il a également été montré que les NET activaient le facteur XII en 

facteur XII activé, permettant une activation de la voie contact de la coagulation (von Brühl et 

al., 2012). Les histones relarguées sont cytotoxiques pour les CE (Xu et al., 2009) et augmentent 

l’expression de FT à la surface des CE via les facteurs de transcription NFKB et AP-1 (Yang et 

al., 2016). C’est également le cas des cytokines (Herbert et al., 1992), de l’HMGB1 (high-

mobility group box 1) (Ito et al., 2006) ou des enzymes granulaires (Haubitz et al., 2001). Les 

histones relarguées par les leucocytes stimulent également l’exocytose des corps de Weibel-

Palade, contenant du facteur von Willebrand (vWF) ainsi que de la P-Selectine (Michels et al., 

2014)(Bernardo et al., 2004) (Figure 21).  
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Figure  21  :  Mécanismes  de  promotion  de  la  thrombose  par  les  neutrophil  extracellular  traps  (NET)  
Les   NET,   composés   d’ADN   décondensé   décoré   de   protéines   intra-cellulaires,   jouent   un   rôle   sur   la  
thrombose   via   plusieurs   mécanismes.   Les   NET   activent   les   cellules   endothéliales,   entraînant   une  
surexpression   de   facteur   tissulaire   (FT)   et   une   activation   de   la   voie   extrinsèque   de   la   coagulation.  
L’activation   de   la   voie   extrinsèque   est   aussi   médiée   par   le   FT   associé   aux   NET.   Les   NET   activent  
également   la  voie   intrinsèque  de   la  coagulation  via   l’activation  du   facteur  XII,  et   inhibent  des  protéines  
anticoagulantes   comme   le   TFPI   (tissue   factor   pathway   inhibitor).   Enfin,   les   NET   lient   et   activent   les  
plaquettes  via  les  histones  H3  et  H4  et  le  facteur  von  Willebrand  lié  aux  NET.    
Figure  adaptée  de   la   figure  de  Engelmann  et  Massberg  dans   l’article  «  Thrombosis  as  an   intravascular  
effector  of  immunity  »,  Nature  Review  Immunology,  2013.  

 

c. Participation des NET dans la thrombose veineuse profonde 
 

Des études cliniques ont montré la participation des NET dans la thrombose veineuse 

profonde (TVP). Des niveaux élevés de marqueurs de NET ont été retrouvés chez les patients 

avec TVP par rapport aux patients contrôles, notamment des taux élevés d’ADN plasmatique 

circulant et de nucléosomes (Montfoort et al., 2013). Récemment, une équipe étudia des 

marqueurs de NETose chez 611 patients âgés de plus de 65 ans avec évènement thrombotique 

veineux. Dans cette étude, les auteurs montraient que les taux d’ADN circulant ainsi que de 

nucléosomes corrélaient avec l’importance de la thrombose veineuse, et que des taux d’ADN 

circulants élevés étaient prédictifs d’une moins bonne survie. De cette étude, les auteurs 

suggèrent que l’ADN plasmatique circulant pourrait constituer un biomarqueur de thrombose 

(Jiménez-Alcázar et al., 2018).  

Comme indiqué précédemment, les leucocytes sont des cellules cruciales dans la 

constitution d’un thrombus veineux. Des études s’intéressant à la composition de thrombi ont 

montré la présence de leucocytes exprimant le facteur tissulaire au sein des thrombi veineux 
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(Himber et al., 2002), tout comme la présence de NET (Savchenko et al., 2014a). Les modèles 

animaux ont également apporté des arguments en faveur d’une participation des polynucléaires 

neutrophiles et des NET dans le phénomène de thrombose veineuse profonde. L’équipe de von 

Brühl a ainsi montré, dans un modèle de sténose de la veine cave inférieure (VCI) (ligature 

partielle de la veine cave inférieure) chez la souris, que les leucocytes étaient recrutés rapidement 

au site de sténose (dans un délai inférieur à 1h) et qu’à six heures suivant la sténose, la majorité 

de l’endothélium était recouvert de PNN. Dans cette même étude, les auteurs montraient que les 

PNN relarguaient des NET au site de thrombose, provoquant une activation du facteur XII (von 

Brühl et al., 2012). Dans une étude de 2010, l’équipe de Tobias Fuchs et Denisa Wagner 

montrait que les NETs constituaient une surface d’accrochage et d’activation des plaquettes, des 

globules rouges mais également de protéines plasmatiques comme le facteur Willebrand, la 

fibronectine et le fibrinogène. Dans cette même étude, les auteurs montraient qu’un marqueur 

plasmatique de NET (ADN plasmatique) était augmenté chez des babouins avec thrombose de la 

veine iliaque, de manière associée à des marqueurs de NET au niveau du thrombus (complexe 

ADN-Histone2A-Histone2B) (Fuchs et al., 2010). En 2012, la même équipe a étudié la 

participation des NET dans la thrombose veineuse profonde en utilisant le modèle de sténose de 

la VCI chez la souris. Dans cet article, ils montraient que les taux d’ADN plasmatique étaient 

augmentés dans les 6 heures suivant la sténose, et que les thrombi formés contenaient des NET 

(présence d’histone H3 citrullinée). De plus, l’administration d’histones chez la souris favorisait 

la formation de thrombose induite par la ligature de VCI, alors qu’un traitement par DNAse de 

type I était protecteur (Brill et al., 2012).  

Comme dit précédemment, les enzymes PAD4 et neutrophile élastase sont cruciales pour 

la génération de NET. Utilisant un modèle déficient en PAD4 (souris PAD4 -/-), il a été montré 

que l’absence de PAD4 au niveau hématopoiétique entraînait un déficit de formation de NET 

conduisant à une diminution de survenue de thrombose veineuse dans un modèle de sténose de la 

VCI (Martinod et al., 2013). Cependant, utilisant toujours le modèle de sténose de la VCI, la 

même équipe a montré que l’absence d’élastase neutrophile au niveau des PNN (souris NE-/-) 

conduisait à une diminution modérée de la formation de NET, et n’induisait pas de différences 

en terme de survenue de thromboses (Martinod et al., 2016). Ces résultats suggèrent un rôle 

secondaire de l’élastase neutrophile dans la génération de NET, et dans la thrombose veineuse 

induite par cette génération de NET.  
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d. Participation des NET dans la thrombose artérielle 
 

Alors que la thrombose veineuse survient en présence d’un endothélium intact mais activé, 

l’exposition au niveau sanguin du matériel procoagulant situé au niveau du sous-endothélium est 

le plus souvent l’évènement précipitant de la thrombose artérielle. La thrombose artérielle 

survient dans des conditions de haut débit sanguin, accompagné de forces de cisaillement 

importantes, entraînant une liaison des plaquettes aux protéines du sous-endothélium, notamment 

le facteur Willebrand et le collagène, et permettant la génération d’un thrombus riche en 

plaquettes. Les plaquettes activées relarguent des cytokines qui modulent l’activation 

leucocytaire (Clark et al., 2007)(Mallat et al., 1999) avant que des agrégats leuco-plaquettaires 

soient formés, premier évènement de la thrombose artérielle (Swystun and Liaw, 2016).  

Sur le plan clinique, une étude a étudié des marqueurs de NET chez des patients avec 

coronaropathie. Dans cette étude prospective ayant inclus 282 patients, les auteurs ont montré 

que des taux plasmatiques élevés d’ADN double-brin, de nucléosomes, et de complexes MPO-

ADN étaient associés à une atteinte coronaire sévère évaluée par scanner coronaire. De plus, il 

était montré que des taux élevés d’ADN double-brin et de nucléosomes à la date d’inclusion dans 

l’étude étaient associés à une survenue plus fréquente d’évènements cardio-vasculaires majeurs 

au cours du suivi (Borissoff et al., 2013). Des études ont également apporté des arguments pour 

la présence de NET in situ, au niveau des sites d’athérosclérose, à partir d’échantillons 

d’endartériectomie (Megens et al., 2012), et chez des patients avec infarctus myocardique. Dans 

cette dernière étude, les auteurs ont montré que des NET étaient présents au niveau des artères 

coronaires responsables de l’infarctus, et également que ces NET étaient colocalisés avec du 

facteur tissulaire. Ils montraient également que le facteur tissulaire exprimé au niveau du site de 

thrombose était capable d’induire une génération de thrombine, permettant une activation des 

plaquettes, qui à leur tour activaient les neutrophiles ; ceux-ci générant des NET (Stakos et al., 

2015). Une des principales études à propos de l’implication des NET dans la thrombose artérielle 

dans un modèle murin a été réalisée par l’équipe de Steffen Massberg. Dans cette étude utilisant 

deux modèles de thrombose, un modèle d’atteinte chimique de l’artère carotide par chlorure de 

fer et un modèle de ligation de l’artère carotide, les auteurs ont montré que les souris double-

déficientes en élastase neutrophile et cathepsine G avaient une formation de thrombi diminuée, 

du fait d’une diminution de la dégradation du TFPI par l’élastase neutrophile. Les auteurs 

montraient également que les nucléosomes externalisés au niveau sanguin constituent une 

surface d’assemblage de l’élastase neutrophile, de la cathepsine G et du TFPI, permettant une 

dégradation du TFPI par les NET. Enfin, les auteurs montraient que l’administration d’un 

anticorps dirigé contre le complexe ADN-H2A-H2B (complexe entre l’ADN et les histones 
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faisant partie des NET) entraîne une diminution de production de fibrine au sein du thrombi 

artériel ainsi qu’une diminution d’adhésion des plaquettes au site de thrombose dans des souris 

WT, confirmant le rôle des NET dans la thrombose artérielle, sans retrouver cet effet dans les 

souris double-déficientes en élastase neutrophile et cathepsine G (Massberg et al., 2010). Les 

conséquences de l’inhibition de la NETose dans la thrombose artérielle peuvent être étudiées via 

l’administration de DNAse. Contrairement à ce qui a été retrouvé dans la thrombose veineuse 

(Brill et al., 2012), il a été montré chez des souris saines que l’administration de DNAse 

n’entraînait pas d’augmentation du temps d’occlusion artériel dans un modèle d’atteinte 

chimique par chlorure de fer (Kannemeier et al., 2007). Cependant, l’effet bénéfique de 

l’inhibition de la NETose dans la thrombose artérielle a été montré dans deux modèles murins 

pathologiques. Dans un premier modèle de souris développant de l’athérosclérose, les souris 

ApoE-/-, il a été montré que l’inhibition de la peptidyl-arginine-deiminase (PAD) par 

l’administration de Cl-amidine entraînait une diminution des lésions d’athérosclérose, de la 

formation de NET ainsi que du recrutement de PNN dans la média du sinus aortique (Knight et 

al., 2013). L’effet de l’inhibition de PAD a été retrouvé dans un modèle de souris lupique, le 

modèle New Zealand Mixed 328 (NZM), chez qui l’inhibition de PAD conduisait également à 

une diminution de la formation de NET et une augmentation du temps d’occlusion artériel 

(Knight et al., 2014). Enfin, il a été montré que la formation de NET, à partir de polynucléaires 

neutrophiles activés par des cristaux de cholestérol, participait à la formation d’athérosclérose 

via le « priming » des macrophages, conduisant au relarguage par les macrophages d’IL-1-beta et 

l’activation de cellules TH17 (Warnatsch et al., 2015). 

 

 

e. Participation des NET au cours de la thrombose associée aux cancers 
 

La production de NET semble augmentée au cours du cancer. Ainsi, en 2012, l’équipe de 

Denisa Wagner et Melanie Demers a étudié le phénomène de NETose chez des souris porteuses 

de cancer du sein et de leucémie myéloïde chronique (LCM) et montré que les PNN isolés de ces 

souris avaient une formation de NET accrue. Cette formation de NET augmentée était 

notamment due à la production de G-CSF par la tumeur, cytokine entraînant un « priming » des 

PNN. De plus, les auteurs montraient que les souris porteuses de tumeurs du sein avaient une 

formation de thrombi augmentée au niveau pulmonaire, et cela dès sept jours après l’injection de 

cellules tumorales, avec la présence de NET au niveau des thrombi. Ils montraient également que 

cet état pro-thrombotique était en partie secondaire au G-CSF avec l’apparition de thrombi au 
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niveau pulmonaire chez des souris contrôles injectées avec du LPS et du G-CSF (Demers et al., 

2012). Plaidant également pour la participation des NET dans le mécanisme de thrombose 

associée aux cancers, une autre étude a  montré que les anomalies de perfusion au niveau rénal et 

cardiaque chez des souris porteuses de tumeurs étaient dépendantes de la formation de NET au 

niveau sanguin périphérique, avec notamment un effet bénéfique de l’administration de DNAse 

(Cedervall et al., 2015). Il serait intéressant de mettre en évidence des marqueurs de NET 

associés à la survenue de thrombose au cours du cancer. Un premier possible serait le taux 

d’ADN plasmatique circulant. Des taux d’ADN plasmatique élevés ont été retrouvés au cours de 

nombreux types de cancers (Fleischhacker and Schmidt, 2007), même s’il est très probable 

qu’une large part de cet ADN plasmatique soit issu des cellules tumorales ou des cellules non-

tumorales lésées par la tumeur (Jahr et al., 2001). La formation de NET augmentée au cours du 

cancer semble participer à cette élévation d’ADN plasmatique constatée. Ainsi, il a été montré 

que les patients avec micro-angiopathie thrombotique (MAT) associée à un cancer avaient des 

taux d’ADN plasmatique augmentés, de manière corrélée avec des marqueurs de NET comme la 

MPO ou la calprotectine (Fuchs et al., 2012b). L’histone H3 (H3) citrullinée, un marqueur plus 

spécifique de la NETose, avait également été retrouvée augmentée dans cette même étude chez 

les patients avec MAT en phase aiguë par rapport aux patients contrôles, suggérant l’utilisation 

de ce marqueur comme témoin d’un évènement thrombotique au cours du cancer (Fuchs et al., 

2012b)(Demers and Wagner, 2014). Dans une étude parue en 2016, un groupe de patients avec 

accident vasculaire ischémique a été analysé. Les auteurs montraient que les patients avec un 

taux élevé de troponine ultra-sensible avaient une prévalence accrue de cancers et qu’un taux 

élevé de troponine ultra-sensible était associé à une augmentation des taux de marqueurs de 

NET, suggérant une association entre marqueurs de NET et thrombose associée aux cancers. De 

plus, les auteurs montraient que les patients avec AVC ischémique et cancer avaient des 

marqueurs de NET augmentés au niveau plasmatique (ADN plasmatique, MPO et H3 citrullinée) 

par rapport aux patients avec AVC ischémique sans cancer et qu’il existe une corrélation entre 

les marqueurs de NET et un état pro-coagulable évalué par le taux de complexe thrombine-anti-

thrombine (TAT). De faible effectif et rétrospective, cette étude suggèrait que des marqueurs de 

NET peuvent être quantifiés pour dépister une thrombose artérielle associée au cancer (Thålin et 

al., 2016). De manière intéresssante, une étude récente a montré que des taux élevés d’H3 

citrullinée étaient associés à une incidence de survenue de thrombose veineuse augmentée chez 

des patients avec cancers suivis de manière prospective (Mauracher et al., 2018).  
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Au total, le rôle du phénomène de NETose dans la physiopathologie de la thrombose 

artérielle, veineuse, associée aux cancers, a été mis en évidence dans de nombreuses études, 

ouvrant la voie à de possibles implications thérapeutiques. A noter qu’en dehors des phénomènes 

de thrombose artérielle et veineuse, le phénomène de NETose a également été étudié dans de 

nombreuses autres situations pathologiques : thrombose des petits vaisseaux, maladies auto-

immunes, vascularites, diabète, …  

 

D. Les NET comme cibles thérapeutiques au cours de la thrombose 
 

Devant les données s’accumulant ces dernières années sur le rôle des NET au cours de la 

thrombose, la question se pose de savoir si des molécules inhibitrices de la NETose pourraient 

jouer un rôle anti-thrombotique en pathologie humaine (Figure 22). Cependant, même si l’idée 

d’une inhibition de le NETose dans la prévention ou le traitement des maladies thrombotiques ou 

dans le traitement des maladies auto-immunes est séduisante, une telle inhibition aura 

certainement des conséquences sur l’immunité innée, notamment en augmentant le risque 

infectieux dû à une « mise au repos » des polynucléaires neutrophiles. A ma connaissance, pour 

le moment, aucunes données n’existent sur les conséquences d’une inhibition ciblée de la 

NETose sur la survenue de la thrombose veineuse ou artérielle chez l’homme.  

Un des moyens d’inhiber les conséquences de la NETose est l’administration de DNAse, 

tout en gardant à l’esprit que la DNAse n’inhibe pas la formation de NET mais « démantèle » les 

NET déjà formés. Comme dit plus haut, il a été montré que l’administration de DNAse chez la 

souris menait à une diminution de la survenue de thrombose veineuse dans un modèle de sténose 

de la veine cave inférieure spontanée (Brill et al., 2012)(von Brühl et al., 2012), induite par 

l’injection d’anticorps anti-phospholipides (Meng et al., 2017), ainsi qu’à une diminution des 

troubles de perfusion associés au cancer (Cedervall et al., 2015). Au cours de la thrombose 

artérielle, l’administration de DNAse n’entraînait pas de modification de temps d’occlusion 

artériel dans un modèle d’atteinte de l’artère carotide par chlorure de fer (Kannemeier et al., 

2007), mais améliorait les lésions secondaire à un AVC ischémique (De Meyer et al., 2012a) ou 

un infarctus du myocarde (Savchenko et al., 2014b) chez la souris. Chez l’homme, 

l’administration de DNAse est déjà utilisée en pratique clinique, par voie inhalée, au cours de 

maladies respiratoires et notamment de la mucoviscidose (VanDevanter et al., 2017). Une étude 

clinique a étudié l’effet d’administration de DNAse recombinante chez des 17 patients avec 

néphrite lupique, sans effets secondaires, mais sans modification significative de marqueurs 

d’activité de la maladie (Davis et al., 1999). Cependant, même si l’ADN émis par les NET est 
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démantelé par la DNAse, les autres composants des NET (comme l’élastase neutrophile ou les 

histones) ne le sont pas et continuent à jouer un rôle pro-inflammatoire au niveau de la paroi 

vasculaire (Kolaczkowska et al., 2015).  

Un autre moyen d’inhiber la formation de NET est d’inhiber ou de bloquer l’enzyme 

PAD4 qui n’a pas de conséquences sur le métabolisme oxydatif du PNN, car située en aval de la 

production de ROS. L’avantage supplémentaire du blocage de PAD4 est le fait que son 

inhibition ne mène pas une diminution des capacités de phagocytose du PNN (Li et al., 2010). 

Ainsi, il a été montré que l’absence de PAD4 ne modifiait pas la dissémination bactérienne 

(Martinod et al., 2015) ou la sévérité d’une infection par un virus influenzae (Hemmers et al., 

2011). Cependant, il a été montré que certains pathogènes étaient sensibles à la NETose mais pas 

à la phagocytose (Branzk et al., 2014) (Candidas albicans hyphae, Mycobacterium bovis) et que 

la NETose aidait à diminuer la propagation bactérienne de souches comme Staphylococcus 

Aureus ou Escherichia Coli (Belaaouaj et al., 1998)(Pilsczek et al., 2010). De plus, l’étude de 

Li et al. a montré que les souris déficientes en PAD4 étaient plus sensibles que des souris 

contrôles à une infection par une souche de streptocoque A dans un modèle de fasciite 

nécrosante (Li et al., 2010). A propos de l’étude de la thrombose, il a été montré que l’absence 

de PAD4 (souris PAD4-/-) menait à une diminution de survenue de thrombose veineuse dans un 

modèle de sténose de la veine cave inférieure (Martinod et al., 2013), ainsi qu’une diminution 

de la taille de l’infarctus dans un modèle d’ischémie/reperfusion du myocarde (Savchenko et al., 

2014b). En dehors de la thrombose, il a été montré que l’inhibition de PAD (via un inhibiteur 

chimique) menait à une diminution de la sévérité de la maladie dans un modèle murin de lupus 

systémique (Knight et al., 2015)(Knight et al., 2013), d’arthrite inflammatoire (Willis et al., 

2011) et de diabète (Wong et al., 2015). Cependant, l’inhibition dans ces dernières études n’était 

pas spécifique de PAD4, mais de toutes les isoformes de PAD. A noter que, récemment, une 

équipe a développé un inhibiteur spécifique de PAD4 inhibant la formation de NET par des PNN 

de souris et des PNN humains (Lewis et al., 2015).  

Le blocage de la production de dérivés réactifs de l’oxygène (reactive oxygene species ou 

ROS) pourrait également être une voie d’inhibition de la NETose in vivo. L’étude des 

conséquences d’un blocage de la production de ROS a été étudié dans le domaine des maladies 

auto-immunes, via l’étude de modèles murins de maladie lupique et d’arthrite inflammatoire 

déficients pour la NADPH oxydase (Campbell et al., 2012a)(Maicas et al., 2011), et via 

l’administration de molécule inhibant la formation de ROS (N-acétyl-cystéine) chez des patients 

atteints de lupus systémique (Garcia et al., 2013)(Lai et al., 2012). Cependant, il est possible 

que le blocage de la production de ROS par les PNN expose à la survenue de complications auto-
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immunes ou de manifestations granulomateuses comme cela est constaté chez les patients 

atteints de granulomatose septique chronique (Gennery, 2017), et comme cela a été montré dans 

l’étude des modèles murins déficients en NADPH-oxydase.  

Autre molécule déjà largement connue dans le domaine des traitements anticoagulants, 

l’héparine permet également de dissocier les NET (Fuchs et al., 2010) et de diminuer les 

interactions entre les NET et les plaquettes (Fuchs et al., 2011). L’héparine permet également de 

dissocier les histones de l’ADN, permettant un meilleur accès de la DNAse à l’ADN (Napirei et 

al., 2009). Ainsi, une combinaison entre un traitement par DNAse et un traitement par héparine 

pourrait avoir un effet synergique dans le traitement de la thrombose.  

Une autre façon d’inhiber l’effet des NET serait d’inhiber l’effet néfaste des histones 

associées aux NET. En effet, comme dit plus haut, il a été montré que l’administration d’histones 

dans des modèles murins entraînait la survenue de thrombose veineuse (Brill et al., 2012) et 

majorait les lésions d’AVC ischémiques dans un modèle d’occlusion transitoire de l’artère 

cérébrale moyenne (De Meyer et al., 2012b). Dans cette même étude, l’utilisation d’anticorps 

anti-histone entraînait une diminution des lésions ischémiques. Une voie intéressante serait 

l’utilisation de la protéine C activée (PCA), qui a la capacité de cliver les histones in vitro et in 

vivo et de prévenir la mortalité associée à l’injection d’histones dans un modèle murin (Xu et al., 

2009).  

D’autres molécules, à action non-spécifique contre les NET, peuvent jouer un rôle sur 

l’adhésion des PNN au niveau de l’endothélium ainsi que sur la NETose. Ainsi, il a été montré 

que l’aspirine inhibait de façon directe la formation de NET in vitro, en conditions 

d’hyperthermie ou d’acidose (Lapponi et al., 2013). De plus, l’aspirine en inhibant les fonctions 

plaquettaires, pourrait participer à une inhibition indirecte de la NETose via l’interaction entre 

les plaquettes et les PNN. Le facteur vWF joue un rôle majeur dans l’adhésion des plaquettes à 

l’endothélium, via la liaison de son domaine A1 à la glycoprotéine 1b. Le facteur vWF joue 

également un rôle dans le rolling et l’adhésion des PNN et des monocytes aux cellules 

endothéliales, via sa liaison à la PSGL-1 et aux intégrines de type béta-2 (Pendu et al., 2006). 

Une inhibition du facteur Willebrand pourrait ainsi constituer une cible indirecte d’inhibition de 

la NETose via une inhibition de la liaison des PNN et des plaquettes à l’endothélium. 

L’ADAMTS13, protéase clivant les multimères du facteur vWF (Furlan and Robles, 1996), 

réduit la thrombose lorsque administrée in vivo (Chauhan et al., 2006), entraîne une réduction 

de la taille des lésions ischémiques dans des modèles d’ischémie/reperfusion myocardique (De 

Meyer et al., 2012b) ou d’AVC ischémique (Zhao et al., 2009). L’administration d’ADAMTS13 

recombinante entraîne également une diminution du recrutement de PNN au niveau des lésions 
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ischémiques myocardiques (De Meyer et al., 2012b) Enfin, l’étude de Savchenko et al. montrait 

que l’administration concomitante d’ADAMTS13 recombinante et de DNAse avait un effet 

synergique sur la taille de l’infarctus dans le modèle d’ischémie/reperfusion du myocarde 

(Savchenko et al., 2014b). Ces études démontrent l’effet bénéfique sur la survenue de 

thrombose de cibler d’une part le recrutement leucocytaire (via notamment l’inhibition du 

facteur vWF par l’ADAMTS13), et d’autre part la formation de NET (via notamment 

l’administration de DNAse). Autre protéine d’intérêt dans le recrutement leucocytaire à 

l’endothélium et l’interaction entre plaquettes et neutrophiles, la P-Selectine pourrait constituer 

une autre cible d’intérêt dans la prise en charge de la thrombose. En effet, il a été montré que 

l’inhibition de la P-Selectine conduisait à une diminution de la survenue de thrombose dans des 

modèles murins (von Brühl et al., 2012)(Myers et al., 2005), une diminution du recrutement 

des PNN au niveau de l’endothélium (von Brühl et al., 2012), une diminution de son activité pro-

coagulante (Myers et al., 2005)(Andre et al., 2000), ainsi qu’une diminution de la formation de 

NET (von Brühl et al., 2012).  

 

Figure  22  :  Voies  d’inhibition  de  la  NETose  
L’inhibition  de  la  NETose  est  possible  via  des  molécules  à  action  spécifique.  L’administration  de  DNAse  
entraîne  le  démantèlement  de  l’ADN  contenu  dans  les  NET.  L’inhibition  de  la  peptidyl  arginine  deiminase  
4  (PAD4)  pourrait  permettre  un  blocage  de  la  production  de  NET,  tout  comme  le  blocage  de  la  production  
de  dérivés  réactifs  de  l’oxygène  (reactive  oxygen  species  ou  ROS).  Cibler  les  histones,  via  un  anticorps  
anti-histone  ou  la  protéine  C  activée,  pourrait  aussi  consituter  une  cible.    
Des  molécules   à   action   plus   étendue   pourraient   également   jouer   un   rôle   dans   la   NETose.   L’héparine  
permet  de  dissocier  les  plaquettes  des  NET  formés.  Etant  donnée  la  possibilité  d’activation  des  PNN  par  
les  plaquettes,  l’aspirine  pourrait  permettre  d’inhiber  les  fonctions  plaquettaires,  et  inhiber  la  formation  de  
NET  de  manière  indirecte.  Enfin,  la  liaison  des  PNN  aux  cellules  endothéliales  pourrait  être  inhibée  par  la  
protéase  ADAMTS13  (qui  clive  les  multimères  du  facteur  Willebrand)  ou  un  anticorps  anti-P-Selectine.    
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En conclusion, la découverte récente du rôle joué par les NET dans la thrombose ouvre la 

voie à de nouvelles possibilités thérapeutiques dans la prise en charge de la thrombose, via des 

traitements spécifiques ou non-spécifiques de la NETose. De manière plus large, le rôle du 

polynucléaire neutrophile comme cellule clef dans la physiopathologie de la thrombose est de 

plus en plus étudié, tout comme son rôle pivot entre d’un côté l’immunité innée, de l’autre 

l’hémostase et la thrombose.  
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Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des maladies hématologiques acquises de 

la cellule souche hématopoiétique responsables d’une prolifération accrue des cellules sanguines. 

Parmi les NMP, on distingue les NMP caractérisées par une mutation V617F de la protéine 

JAK2 qui comportent la thrombocytémie essentielle, la polyglobulie de Vaquez et la 

myélofibrose primitive.  

 

En dehors de la progression fibrotique et de la transformation leucémique, le risque 

principal de ces maladies est la survenue d’une thrombose, au niveau artériel ou bien veineux, 

responsable d’une morbi-mortalité importante. Bien que des progrès, d’une part dans la 

compréhension de la physiopathologie de ces thromboses, d’autre part dans la prise en charge 

thérapeutique veillant à prévenir la survenue de ces thromboses, aient été réalisés ces dernières 

années, beaucoup reste à faire. En effet, malgré l’avancée des connaissances, on constate que les 

patients avec NMP continuent à présenter des thromboses. De plus, comme dit plus haut, les 

patients avec NMP présentent des thromboses dans des sites « inhabituels » ou rares, comme le 

territoire splanchnique ou les veines cérébrales. Cet état de faits laisse donc suspecter une 

physiopathologie particulière et spécifique de la thrombose au cours des NMP. Et, en effet, 

comme cela a été décrit en amont, les données de la recherche fondamentale disponibles nous 

démontrent que des processus pathologiques particuliers et spécifiques sont à l’œuvre au cours 

des NMP : rôle de la mutation JAK2V617F dans l’activation cellulaire, rôle du taux de cellules 

sanguines, atteinte simultanée de plusieurs compartiments cellulaires.  

 

C’est dans l’optique d’une meilleure compréhension de cette physiopathologie particulière 

que s’inscrit mon travail de thèse. Celui-ci comporte deux grands axes. Premièrement, l’étude du 

rôle des cellules endothéliales (CE) avec mutation JAK2V617F et, deuxièmement, l’étude du 

rôle des polynucléaires neutrophiles (PNN) et du phénomène de formation de neutrophil 

extracellular traps ou NET.  
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1ère hypothèse : 
Les cellules endothéliales avec mutation JAK2V617F 
participent à la physiopathologie de la thrombose au 
cours des NMP JAK2V617F 

 

L’hypothèse d’une participation de cellules endothéliales portant la mutation JAK2V617F 

dans la physiopathologie de la thrombose au cours des NMP a été soulevée devant plusieurs 

constatations.  

 

Premièrement, des données montrent que le compartiment endothélial est activé au cours 

des NMP, avec notamment des marqueurs d’activation endothéliale retrouvés augmentés chez 

les patients.  

Deuxièmement, des articles récents ont montré que la mutation JAK2V617F pouvait être 

présente au sein du compartiment endothélial, au niveau de cellules endothéliales matures, et au 

niveau de progéniteurs endothéliaux circulants (ECFC). De manière intéressante, Téofili et ses 

co-auteurs, qui ont montré que certains patients étaient porteurs d’ECFC avec mutation 

JAK2V617F, démontraient également dans leur article que les ECFC avec mutation JAK2V617F 

avaient un phénotype pro-adhésif, suggérant donc une participation de ces cellules dans la 

physiopathologie de la thrombose (Teofili et al., 2011). D’un autre côté, les articles de Sozer et 

Rosti montraient que des CE matures (isolées par microdissection laser au niveau hépatique et 

splénique) pouvaient également être porteuses de la mutation JAK2V617F (Sozer et al., 

2009a)(Rosti et al., 2013). Ces articles sont intéressants car les cellules endothéliales isolées le 

sont dans des territoires bien particuliers : les capillaires hépatiques et spléniques, ainsi que les 

veinules hépatiques. Cela suggère donc que le compartiment endothélial mature pourrait être 

porteur de la mutation JAK2V617F au niveau de ces territoires, avec un rôle dans la 

physiopathologie des thromboses particulières (territoire splanchnique) présentées par les 

patients avec NMP.  

 

Au total, même si ces articles démontraient que la présence de la mutation JAK2V617F 

pouvait être présente au niveau des cellules endothéliales des patients avec NMP, nous n’avions 

que très peu de données sur les conséquences de la présence de cette mutation au niveau des 

cellules endothéliales. A noter toutefois le travail d’Etheridge et de ses co-auteurs qui montrait, 

dans des modèles murins, que les CE avec mutation JAK2V617F étaient responsables de 

perturbations de l’hémostase, avec quelques limites et nuances : utilisation d’une version 

humaine de la protéine JAK2, modèle de souris greffée avec irradiation pouvant perturber le 
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compartiment endothélial, mise en évidence d’une augmentation du taux de facteur Willebrand 

chez les souris avec CE JAK2V617F.  

L’hypothèse de ce premier axe de travail était donc d’étudier l’implication des cellules 

endothéliales avec mutation JAK2V617F dans la physiopathologie de la thrombose au cours des 

NMP avec mutation JAK2V617F.  

 

Pour cela, nous avons utilisé deux approches complémentaires. Premièrement, nous 

avons effectué des expériences in vivo à l’aide d’un modèle murin permettant l’expression de la 

mutation JAK2V617F uniquement dans les cellules endothéliales (le modèle PDGFb-iCre ; 

JAK2V617F/WT), en croisant des souris JAK2 knock-in (KI) avec des souris dotées du système Cre-

Lox (système permettant la survenue d’une recombinaison et donc la présence d’une protéine 

d’intérêt sous la dépendance d’un promoteur tissu-spécifique). La grande difficulté a été de 

caractériser les différents modèles murins décrits dans la littérature comme endothélial-

spécifique, en vérifiant l’efficacité et la spécificité de recombinaison des différents modèles. 

Avec également la problématique spécifique qui était que la présence de la mutation 

JAK2V617F dans un compartiment cellulaire entraine une prolifération importante de ce 

compartiment, révélant une spécificité moins bonne que décrite dans la littérature avec d’autres 

protéines d’intérêt. Tout ce travail a été mené par Badr Kilani, étudiant en thèse m’ayant 

précédé, et qui a permis que mon travail de thèse ait lieu. En parallèle, nous avons effectué des 

analyses in vitro en utilisant des cellules endothéliales humaines transduites avec un lentivirus 

apportant les versions wild-type ou V617F de JAK2.  
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2ème hypothèse : 
Les polynuclaires neutrophiles et le phénomène de 
NETose participent à la physiopathologie de la 
thrombose au cours des NMP JAK2V617F 

 

De manière parallèle à ce premier axe de travail, nous en avons initié un second portant sur 

le rôle des polynucléaires neutrophiles (PNN) et du phénomène de NETose dans la 

physiopathologie de la thrombose des NMP. En effet, les données disponibles dans la littérature, 

et détaillées ci-dessus, apportaient des arguments en faveur d’un rôle des PNN dans cette 

physiopathologie. Premièrement, les données disponibles étaient en faveur d’une activation des 

PNN au cours des NMP. Deuxièmement, la description initiale du phénomène de NETose 

(expulsion de filets d’ADN et de protéines intra-cellulaires en dehors du PNN) comme 

« moyen » de défense anti-infectieuse a été largement étendue et approfondie dans le domaine de 

la thrombose avec, ces dernières années, de nombreuses données montrant que les NET jouaient 

également un rôle dans la physiopathologie de la thrombose.  

Enfin, même si les mécanismes intra-cellulaires en jeu dans l’initiation de la NETose ne 

sont pas complètement élucidés, un article intéressant de Demers et co-auteurs a montré que la 

voie du G-CSF jouait un rôle dans le déclenchement de la NETose. La mutation JAK2V617F 

participant à l’activation de la voie du G-CSF (entre autres), cette donnée constituait un 

argument supplémentaire pour une NETose accrue dans les PNN avec mutation JAK2V617F.  

L’hypothèse de ce second axe de travail était donc que le phénomène de NETose était 

augmenté au cours des NMP, et que cette augmentation de NETose participait de la 

physiopathologie de la thrombose.  

Ce travail a comporté deux grandes parties. La première partie a porté sur une cohorte de 

patients avec NMP chez lesquels nous avons mis au point puis quantifié le phénomène de 

NETose de manière directe et indirecte. Afin d’analyser d’une part les mécanismes en jeu et, 

d’autre part, l’implication de la NETose dans la physiopathologie de la thrombose, nous avons 

également, dans une seconde partie, caractérisé puis étudié le phénomène de NETose dans deux 

modèles murins différents :  un modèle permettant d’obtenir la présence de la mutation 

JAK2V617F dans l’ensemble du compartiment hématopoiétique (le modèle 

PF4iCre ;JAK2V617F/WT) et un modèle permettant d’obtenir la présence de la mutation 

JAK2V617F uniquement dans le compartiment granuleux (le modèle MRP8iCre ;JAK2V617F/WT).  
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Nous présenterons les résultats obtenus au cours de la thèse sous forme d’articles :  
 
 
Article 1 :  L’expression endothéliale de la mutation JAK2V617F induit un état pro-

thrombotique secondaire à une augmentation d’expression de P-Sélectine.   

 

Article 2 :  Les biomarqueurs de NET comme des facteurs de risque de thrombose associée 

aux néoplasies myéloprolifératives. 
 

Article 3 :  Les plaquettes et les polynucléaires neutrophiles collaborent pour induire une 

formation de neutrophil extracellular trap (NET) augmentée au cours des 

néoplasies myéloprolifératives avec mutation JAK2V617F. 
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Article 1 : L’expression endothéliale de la mutation JAK2V617F induit un 
état pro-thrombotique secondaire à une augmentation d’expression de P-
Sélectine. 
 
Accepté dans Haematologica 
 
 

La présence de la mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales (CE) a été mise en 

évidence par plusieurs équipes indépendantes. L’objectif de ce travail était d’analyser les 

conséquences de la présence de la mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales et 

l’implication des cellules endothéliales JAK2V617F dans la physiopathologie de la thrombose au 

cours des néoplasies myéloprolifératives (NMP) avec mutation JAK2V617F.  

Pour cela, nous avons utilisé deux approches complémentaires : l’utilisation de cellules 

endothéliales veineuses (human umbilical venous endothelial cells, HUVECs) transduites avec 

un lentivirus apportant la mutation JAK2V617F et l’utilisation d’un modèle murin, le modèle 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT permettant la présence de la mutation JAK2V617F dans le 

compartiment endothélial.  

Nous avons premièrement démontré que la formation de thrombi était augmentée chez les souris 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT. Afin d’explorer ce phénotype pro-thrombotique, nous avons 

analysé l’adhésion des leucocytes in vivo et in vitro et constaté une augmentation d’adhésion des 

leucocytes en présence de CE JAK2V617F. Cette augmentation d’adhésion est médiée par une 

augmentation d’expression de P-Sélectine et de facteur von Willebrand (vWF) à la surface des 

CE JAK2V617F, constatée in vitro et in vivo dans le modèle Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT. De 

manière intéressante, nous avons montré que l’inhibition de la P-Séléctine menait à une 

diminution de l’adhésion et du rolling des leucocytes in vivo, mais également à une diminution 

de la formation de thrombi dans le modèle Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT. Enfin, nous avons 

constaté que l’hydroxyurée (HU), traitement fréquemment utilisé en pratique clinique, prévenait 

la survenue de thrombose dans le modèle Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT et jouait un role direct 

au niveau des cellules endothéliales, notamment via une inhibition de la voie JAK/STAT dans 

les CE.  

Au total, ce travail a permis de démontrer que les CE JAK2V617F avaient un rôle pro-

thrombotique au cours des NMP JAK2V617F, avec une activation des CE médiée par la 

mutation JAK2V617F et une augmentation d’expression de la P-Sélectine à leur surface.  
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Vascular endothelial cell expression of JAK2V617F is sufficient to promote a pro-

thrombotic state due to increased P-selectin expression 
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Abstract  

Thrombosis is the main cause of morbidity and mortality in patients with JAK2V617F 

myeloproliferative neoplasms. Recent studies have reported the presence of JAK2V617F in 

endothelial cells of some patients with myeloproliferative neoplasms. We investigated the role of 

endothelial cells that express JAK2V617F in thrombus formation using an in vitro model of 

human endothelial cells overexpressing JAK2V617F and an in vivo model of mice with 

endothelial-specific JAK2V617F expression. Interestingly, these mice displayed a higher 

propensity for thrombus. When deciphering the mechanisms by which JAK2V617F endothelial 

cells promote thrombosis, we observed that they have a pro-adhesive phenotype associated with 

increased endothelial P-selectin exposure, secondary to degranulation of Weibel-Palade bodies. 

We demonstrate that P-selectin blockade was sufficient to reduce the increased propensity of 

thrombosis. Moreover, treatment with hydroxyurea also reduced thrombosis and decreased the 

pathological interaction between leukocytes and JAK2V617F endothelial cells through direct 

reduction of endothelial P-selectin expression. Taken together, we provide evidence that 

JAK2V617F endothelial cells promote thrombosis through induction of endothelial P-selectin 

expression, which can be reversed by hydroxyurea. Our findings increase our understanding of 

thrombosis in patients with myeloproliferative neoplasms, at least those with JAK2V617F 

endothelial cells, and highlight a new role for hydroxyurea. This novel finding provides the proof 

of concept that an acquired genetic mutation can impact the pro-thrombotic nature of endothelial 

cells, suggesting that other mutations in endothelial cells could be causal in thrombotic disorders 

of unknown cause which account for 50% of recurrent venous thrombosis.  
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Significance Statement 

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are hematological malignancies characterized by an 

increase in red cells, platelets or leukocytes. Most of the patients with MPN carry a mutation in 

the Janus kinase 2 (JAK2) gene, ie. JAK2V617F in their blood cells, but some of the patients 

also carry this mutation in their endothelial cells (EC), ie the cells that line blood vessels. 

Thromboses are the main causes of morbidity in these patients, but their cause is still poorly 

understood. In this paper, we use a mouse model with specific expression of JAK2V617F in EC 

to assess their role in the occurrence of thrombosis. We demonstrate that JAK2V617F EC are 

sufficient to promote thrombosis and identify therapeutic strategies to target these prothrombotic 

EC. 
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Introduction  

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are acquired clonal hematopoietic stem cell disorders, 

characterized by an increase in one or more myeloid lineages. The Philadelphia chromosome-

negative (Ph-) MPNs include polycythemia vera (PV) with an excess of red blood cells, essential 

thrombocythemia (ET) with an increase of platelets, and primary myelofibrosis (PMF).1 More 

than 90% of patients with PV and half of those with ET and PMF carry a mutation in the Janus 

kinase 2 (JAK2) gene, ie. JAK2V617F.2-5 JAK2 is a tyrosine kinase that initiates intracellular 

signaling of various type 1 cytokine receptors, such as erythropoietin and thrombopoietin 

receptors.6 The JAK2V617F mutation is responsible for constitutive activation of JAK2 kinase, 

resulting in subsequent activation of its downstream signaling pathways, ultimately leading to 

overproduction of myeloid cells.  

Arterial and venous thromboses are the main causes of morbidity in Ph- MPNs with reported 

incidences ranging from 12-39% in PV and 11-25% in ET.7 The pathogenesis of thrombosis in 

MPN patients is complex and still largely elusive.8 A variety of blood cells have been reported to 

participate in this pathophysiology: (i) platelets isolated from MPN patients show signs of 

enhanced in vivo activation;9 (ii) leukocytes are activated and hyperleukocytosis is an 

independent risk factor for thrombosis;9-11 and (iii) red blood cells from PV patients display 

increased adhesion to the endothelium.12 However, evidence also exists that JAK2V617F can be 

present not only in blood cells but also in endothelial cells (EC) from JAK2V617F positive MPN 

patients.13-15 

Under physiological conditions, the endothelium maintains a hemostatic balance between both 

pro and anti-thrombotic factors. When stimulated by extrinsic factors such as inflammatory 

cytokines, hypoxia or antiphospholipid antibodies, ECs become activated and promote 

thrombosis.16 Whether ECs can become pro-thrombotic due to intrinsic modifications such as 

genetic mutations, has not yet been demonstrated.  
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In the current study, we tested whether vascular ECs expression of JAK2V617F is sufficient to 

promote a pro-thrombotic state. Specifically, we investigated the hemostatic properties of 

JAK2V617F ECs and their role in thrombus formation using human ECs overexpressing human 

JAK2V617F, and mice with EC-specific JAK2V617F expression.   
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Methods 

In vitro static adhesion of normal blood cells on endothelial cells 

Blood from healthy volunteers was collected in EDTA tubes after informed consent was 

obtained. Mononuclear cells and neutrophils were isolated after Pancoll density gradient or 

neutrophils separation medium (Polymorphprep, Fresenius Kabi) and marked with 

CellTracker Orange. 105 cells were plated over confluent HUVECs for 1 hour at 37°C. After 

removal of non adherent cells, adherent cells were visualized using a fluorescent microscope 

(AxioObserver, Zeiss), and images analyzed by ZEN imaging software (Zeiss). Experiments 

were performed using 3 to 6 wells per condition with 12 images taken in each well. The 

quantification method was previously described.15,17 When noted, we added 10 µg/ml P-Selectin 

blocking antibody (AK4 clone, BioLegend) 30 minutes before plating blood cells on HUVECs. 

In vitro neutrophils adhesion on HUVECs under flow conditions 

Channels (Vena8 Endothelial + Cellix) were coated with human fibronectin (100ng/ml) before 

infusing 3.106 /ml HUVECs.18 After 2 hours at 37°C, cells were exposed for 48 hours to a 2 

period-flow (Kima Pump, Cellix):  perfusion (3 minutes, 600 µL/min) and resting (20 minutes no 

flow). After 48 hours, a confluent monolayer had developed. 3.106/ml neutrophils were infused 

with a 10µL/min venous flux and imaged using a Zeiss microscope, 20X in phase contrast, for 5 

minutes. Channels were washed with medium and images of every channel were recorded. 

Neutrophils quantification was performed blindly and neutrophils velocity was studied with FIJI 

(Image J).  

 

In vivo leukocytes adhesion to mesenteric venules 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice and Pdgfb-iCreERT2negative;JAK2V617F/WT mice were used 

15-20 days post tamoxifen injection. Mice were injected with intra-peritoneal (IP) 250 ng TNF-
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alpha and 4 hours later, anesthetized with ketamine/xylazine. Leukocytes were stained with 3.6 

mg/kg Rhodamin 6G (Sigma-Aldrich). For each mouse, five mesenteric venules of 150- to 250- 

µm diameter were observed for 90 seconds within 30 minutes after the surgical procedure, using 

a fluorescent microscope (AXIO Zoom.V16, Zeiss). When noted, 25 µg of P-selectin blocking 

antibody (RB40 clone, BD Biosciences) or isotype control (A110-1 clone, BD Biosciences) was 

injected 5 minutes before starting the analysis.  

Mouse model of thrombosis 

To induce platelet activation, IP injection of 75µg/kg collagen (Nycomed Pharma) and 30µg/kg 

epinephrine (Helena Laboratories) was performed 3 minutes before euthanasia.19,20 To increase 

inflammation, 250ng TNF-alpha (RD Systems) was injected 4 hours before euthanasia. After 

euthanasia, PBS was perfused for 3 minutes after intracardiac puncture, and 10% formalin for 3 

more minutes. When noted, 25µg P-selectin blocking antibody was injected 4 hours prior to 

euthanasia. 

Statistics 

Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was calculated using the Student t 

test or Mann-Whitney statistical test to compare differences between 2 groups. For multiple 

groups, we used 1-way-ANOVA followed by Tukey post-hoc test or 2-way-ANOVA followed 

by Sidak post-hoc test. GraphPad Prism 6 was used. A p value < 0.05 was considered statistically 

significant. 

 

Animals 

Animal experiments were performed in accordance with the guidelines provided by the 

Institutional Animal Care and Use Committee at Inserm (Agreement number C45-234-6). 
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Results  

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice are a reliable model to investigate JAK2V617F 

endothelial cell properties 

To analyze the specific role of JAK2V617F ECs in thrombus formation, we crossed Pdgfb-

iCreERT2 mice with the conditional flexed JAK2 (JAK2V617F/WT) mice21, to allow heterozygous 

expression of JAK2V617F in ECs after tamoxifen administration. Since oral tamoxifen 

administration has been shown to result in recombination activity in megakaryocytes within 2 

days22, all experiments were performed and analyzed 15-20 days after tamoxifen injection, to 

allow time for recombined megakaryocytes to mature and be cleared. We first analyzed the 

efficiency of recombination using Pdgfb-iCreERT2;mT/mG mice, and observed that all vessels in 

the mesentery and retina were GFP positive. (Fig. S1 A-C). To confirm EC JAK2V617F 

expression in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, we sorted CD31 positive cells from the 

kidney and observed a 50% ratio of JAK2V617F/ total JAK2 in accordance with a heterozygous 

expression of JAK2V617F in all endothelial cells (data not shown). In sorted CD31 positive lung 

ECs, Western-Blot analysis demonstrated an increased phosphorylation level of the downstream 

effector AKT in line with an increased activation of the JAK pathway (Fig. S1 D and E). 

Because myeloproliferative syndromes have been described in EC-specific mouse models23,24, 

we ensured our experimental conditions did not lead to abnormal hematopoiesis. We did not 

observe any difference in blood cell counts in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, suggesting 

that the hematopoietic system was not significantly altered (Table S1). To definitively exclude 

an hematopoietic expression of JAK2V617F in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, we crossed 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice with mT/mG mice to generate Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT;mT/mG mice permitting co-expression of JAK2V617F and green 

fluorescent protein (GFP) in cells after Cre-mediated excision (Fig. S1F). Flow cytometry 

analysis did not reveal any GFP expression in granulocytes, platelets and red blood cells in 
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Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT;mT/mG mice 20 days after tamoxifen administration (Fig. S1F), 

confirming that Cre recombination under the Pdgfb promoter is highly restricted to ECs 15-20 

days after tamoxifen administration.  

 

The expression of JAK2V617F by ECs leads to increased thrombus formation 

To investigate whether Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice displayed a higher propensity for 

thrombosis, we examined pulmonary thrombus formation using experimental conditions that 

allowed assessment of EC involvement, without exposure of the sub-endothelium: (i) 

spontaneous thrombosis under basal conditions, (ii) a mild thrombosis model with administration 

of low doses of collagen along with epinephrine to specifically induce a weak activation of 

platelets and vasoconstriction and better demonstrate an intrinsic pro-thrombotic phenotype of 

JAK2V617F ECs, and (iii) a weak inflammatory trigger of thrombosis with injection of low dose 

TNF-alpha (250 ng/mouse). The dose of 500 ng/ml TNF-alpha is commonly used to trigger 

inflammation25-27 and we chose the lower dose to reveal a potential hypersensitivity to 

inflammation. To quantify thrombi, we performed Carstairs staining which allows viewing of 

platelets, red blood cells, and fibrin28. Small spontaneously formed thrombi were observed in the 

lungs of Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, but not in littermate JAK2V617F/WT control mice 

(Fig. 1A). In the 2 models of mild induction of thrombosis, we observed a significant increase in 

thrombus formation in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice compared with controls (Fig. 1 A-C). 

Together, these results demonstrate that JAK2V617F ECs have a pro-thrombotic phenotype. 

 

JAK2V617F ECs have normal anticoagulant activity 

Next, we sought to decipher the mechanisms by which EC JAK2V617F expression leads to a 

pro-thrombotic phenotype. To assess whether the expression of JAK2V617F by ECs decreased 

their anticoagulant properties or even triggered pro-coagulant properties, we sought to measure 
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thrombin generation at the surface of HUVECs transduced with lentivirus encoding for either 

human JAK2V617F or JAK2 wild-type (JAK2WT), or with an empty lentivirus as control. Our 

data shows that HUVECs were efficiently transduced as (i) 95% of JAK2V617F or JAK2WT 

HUVECs were eGFP positive as assessed by flow cytometry (Fig. S2A) and (ii) the mRNA 

JAK2V617F mutational burden was 99.5% in JAK2V617F HUVECs (Fig. S2B). Western blot 

analysis revealed induced protein expression of JAK2 in JAK2V617F and JAK2WT transduced 

cells. Introduction of JAK2V617F led to an increase in the phosphorylation level of JAK2, 

STAT3 and AKT, in agreement with a hyperactivation of the JAK/STAT pathway (Fig. S2C). 

Under resting conditions, measurement of thrombin generation at the surface of control, 

JAK2WT- or JAK2V617F-lentivirus infected HUVECs did not reveal any significant difference 

in the kinetics or extent of thrombin generation. These results indicate that there is no significant 

gain of pro-coagulant activity in response to JAK2WT or JAK2V617F-induced HUVEC 

expression (Fig. 2 A and B). We next hypothesized that JAK2V617F HUVECs might acquire a 

procoagulant phenotype due to the exposure to circulating inflammatory stimuli. We thus 

repeated the experiments after overnight activation with 10ng/ml TNF-alpha, but did not observe 

any difference (Fig. 2 A and B). We also measured the rate of thrombin-triggered protein C 

activation and did not observe any difference between the cells (Fig. 2C). Finally, we quantified 

production of nitrite and prostaglandin (6-keto-Prostaglandin 1-alpha) and did not find any 

difference between JAK2WT and JAK2V617F HUVECs with or without stimulation by TNF-

alpha (Fig. 2 D and E). To assess whether JAK2V617F ECs increase the hemostatic potential in 

vivo, we used whole blood thromboelastometry in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice. No 

difference was observed in clotting time, clot formation time, ten minute-amplitude or alpha 

angle after stimulation of the extrinsic pathway (Fig. S3).  
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JAK2V617F ECs have a pro-adhesive phenotype in vitro and in vivo 

Exposing ECs to inflammatory stimuli leads to expression of adhesion molecules that allow 

rolling and adhesion of leukocytes, a phenomenon that is thought to participate in the 

pathogenesis of thrombosis. Using JAK2V617F transduced HUVECs, we observed an increase 

in static adhesion of normal MNCs (Fig. 3A), and normal polymorphonuclear neutrophils (PMN) 

isolated from healthy subjects (Fig. 3B), as previously reported with patients-derived 

JAK2V617F EC. Under flow conditions, we also observed more normal PMNs rolled and stably 

adhered to JAK2V617F HUVECs as compared to JAK2WT HUVECs (Fig. 3 C-E). To assess 

whether this pro-adhesive phenotype was also present in vivo, we injected Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice with rhodamin to track leukocytes. Using intravital microscopy, we 

observed mesenteric venules and quantified leukocyte adhesion and rolling. We observed that 

both leukocyte rolling and adhesion were significantly increased in Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice previously exposed to low dose TNF-alpha (Fig. 3 F, G and H). 

 

P-selectin expression is increased in JAK2V617F ECs 

The adhesion of leukocytes to ECs is mediated by Cell Adhesion Molecules (CAM) and 

selectins.29 Flow cytometry analysis demonstrated that JAK2V617F HUVECs expressed inter-

CAM-1 (ICAM-1), vascular-CAM-1 (VCAM-1) and E-selectin at the same level as JAK2WT 

HUVECs, whether or not they were previously activated with TNF-alpha (Fig. 4A and Fig. S4). 

Immunostaining of non-permeabilized carotid arteries from Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT  mice 

showed an increased exposure of P-selectin at the ECs surface in vivo, whether or not they were 

previously administered with TNF-alpha (Fig. 4 B and C). Conversely we observed increased 

levels of soluble P-selectin in the plasma of Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice (Fig. S5A). As 

most soluble P-selectin is of platelet origin, we ruled out an increase of soluble P-selectin due to 

increased platelet count (Fig. 4D). Finally, we excluded increased platelet activation in Pdgfb-
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iCreERT2;JAK2V617F/WT mice by quantifying soluble Platelet Factor 4 (Fig. S5B). Taken together, 

these results support the notion of increased membrane-attached and plasmatic soluble P-selectin 

from endothelial origin without an increase in EC expression of ICAM-1, VCAM-1 or E-

selectin.  

Endothelial expression and release of Von Willebrand factor is increased in JAK2V617F 

ECs in vitro and in vivo 

Within ECs, P-selectin is stored in exocytotic organelles called Weibel-Palade bodies together 

with von Willebrand factor (vWF). Exocytosis of Weibel-Palade bodies leads to cell surface 

expression of vWF and P-selectin. Since we had observed an increase in endothelial P-selectin 

expression, we next investigated whether vWF was also increased. In vitro, using 

immunostaining on non-permeabilized HUVECs, we observed increased vWF expression at the 

surface of JAK2V617F HUVECs, spontaneously and after overnight activation with 10ng/ml 

TNF-alpha (Fig. 5A). Furthermore, vWF quantification in the conditioned media revealed higher 

amounts of vWF released by JAK2V617F HUVECs (Fig. 5B), a difference that was even 

increased when cells have been treated with TNF-alpha. These results were confirmed in vivo 

with higher levels of vWF antigen in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice compared with control 

mice (Fig. 5C). There was no difference in the distribution of vWF multimers between Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice and control. This data demonstrates that endothelial JAK2V617F 

increased vWF at the protein level and soluble vWF release, in association with increased P-

Selectin expression at the cell surface, as a consequence of increased degranulation of Weibel-

Palade bodies.  

Increased P-selectin exposure is involved in the pro-adhesive and pro-thrombotic 

phenotype of JAK2V617F ECs 

To investigate a potential causal link between increased P-Selectin expression at the EC surface 

and the pro-adhesive phenotype of JAK2V617F ECs, we reproduced the same experiments as 
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previously described, but in the presence of a P-selectin blocking antibody. Our in vitro approach 

with JAK2V617F HUVECs showed a complete reversion of the hyper-adhesive properties of 

JAK2V617F HUVECs when they had been exposed for 30 minutes with the P-selectin blocking 

antibody (Fig. 6 A and B). Quantification of leukocytes in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice 

treated with TNF-alpha and the P-selectin blocking antibody revealed a complete inhibition of 

leukocyte rolling in control mice, which was expected given the well-established role of P-

selectin in leukocyte rolling (Fig. 6C). In mutant mice, administration of P-selectin blocking 

antibody completely reversed pathologically increased leukocytes adhesion (Fig. 6 C and D). To 

examine whether increased P-selectin was also responsible for thrombus formation, we used the 

model of low dose TNF-alpha induced lung thrombus formation (as shown in Fig. 1). We 

observed that pre-treatment of the mice with the P-selectin blocking antibody completely 

abrogated thrombus formation in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, but had no effect in 

control mice (Fig. 6E). These results demonstrate that the pro-thrombotic phenotype of 

JAK2V617F ECs is primarily the consequence of increased adhesive properties, due to 

overexpression of membrane P-selectin.  

 

Treatment with hydroxyurea abrogates TNF-alpha induced thrombosis in Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice through decreased P-selectin expression 

Hydroxyurea is an anti-metabolite frequently used in MPN to reduce the occurrence of 

thrombosis. Its anti-thrombotic effect is reported to be via the reduction of blood cell counts. 

Hydroxyurea is also used in sickle cell disease to reduce vaso-occlusive crisis, and its beneficial 

effect is in part mediated by a direct effect on ECs, with a reduction in leukocyte adhesion.30 We 

hypothesized that hydroxyurea might be capable of reducing the pro-thrombotic effect of 

JAK2V617F ECs. To test this, we treated Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT and control mice with 

hydroxyurea for 10 days, injected low dose TNF-alpha and quantified thrombus formation in the 
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lungs after 4 hours. We observed a significant inhibition of thrombus formation in Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice (Fig. 7A). We then investigated whether hydroxyurea had modified 

ECs adhesiveness. We observed a reduction in leukocyte rolling and adhesion in mesenteric 

venules 4 hours after TNF-alpha administration in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice treated 

with hydroxyurea (Fig. 7 B and C). To further determine whether this was due to a direct effect 

on ECs, we treated JAK2V617F HUVEC with 100 µM hydroxyurea for 24h, washed them and 

analyzed neutrophils adhesion in vitro. Interestingly, there was a significant reduction of 

neutrophil adhesion on JAK2V617F HUVEC pretreated with hydroxyurea (Fig. 7D). Having 

previously demonstrated that the pro-adhesive phenotype of JAK2V617F ECs was mediated by 

P-selectin, we examined whether the protective effect of hydroxyurea acted through reduction of 

endothelial P-selectin. As we had previously shown that soluble P-selectin was a reflection of 

endothelial P-selectin in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, we measured levels of soluble P-

selectin after treatment with hydroxyurea. We observed that the P-selectin/platelets ratio was 

significantly lower in hydroxyurea-treated Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice than in non-

treated mice (Fig. 7E). In these same mice, we used immunostaining to quantify P-selectin 

expression at the surface of carotid ECs. We observed a significant decrease of endothelial 

membrane P selectin expression, confirming a direct effect of hydroxyurea on JAK2V617F ECs 

(Fig. 7F). This effect is in part secondary to JAK/STAT pathway inhibition, as hydroxyurea 

administration reduces the level of STAT3 phosphorylation in JAK2V617F HUVECs (Fig. S6). 

Finally, we observed decreased vWF concentrations in the supernatant of JAK2V617F HUVECs 

treated with hydroxyurea, indicating a reduced release of Weibel Palade bodies (Fig. 7G). 

Altogether, our in vitro and in vivo results demonstrate that hydroxyurea has a direct effect on 

JAK2V617F ECs, decreasing endothelial P-selectin release and surface expression, thus 

decreasing an ECs pro-thrombotic phenotype. 
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Discussion  

Despite significant advances in deciphering the molecular mechanisms responsible for MPN 

occurrence and transformation, the mechanisms that lead to thrombosis, the main cause of 

morbidity and mortality, remain largely elusive. Recent identification of the JAK2V617F 

mutation in ECs of patients with MPN13-15 opens new perspective in the pathogenesis of 

thrombosis in MPNs. Here we demonstrate that JAK2V617F positive ECs promote spontaneous 

thrombosis under basal conditions and have increased thrombotic response to weak 

inflammatory stimuli. We describe that the mechanism that leads to thrombosis involves 

endothelial P selectin release and cell surface exposure and subsequent leukocyte rolling and 

adhesion. We also describe that treatment with hydroxyurea decreases P-selectin endothelial 

expression and thrombus formation in mice expressing JAK2V617F only in ECs.  

We used a mouse model that allows expression of JAK2V617F in ECs only, to ensure that the 

phenotype observed in these mice was solely due to the presence of JAK2V617F ECs. We are 

aware that there are differences between our model and patients with MPN, who often have 

JAK2V617F blood cells together with some JAK2V617F ECs. Moreover, not all patients have 

JAK2V617F ECs, and for those that do, it is currently not known where they are located. Our 

mouse model is thus not representative of the human situation and is not meant to be a model of 

MPN, however it does allow precise characterization of the properties of JAK2V617F ECs.  

The link between P-selectin expression and thrombosis has previously been described, and in 

most cases P-selectin is from platelet origin.28,31,32 The mechanism of P-selectin mediated 

thrombosis involves neutrophil activation, either through tissue factor expression and activation 

of the extrinsic coagulation pathway28, or through priming for neutrophil extracellular trap 

formation33, a process that is now well recognized to participate in thrombus formation.34 

Increase in endothelial P-selectin and subsequent thrombosis was reported in response to venous 

flow reduction and local hypoxia.28 Here, we show for the first time that ECs can have 
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constitutive increased expression of P-selectin, even without any hypoxic or inflammatory 

stimuli. Further studies are now required to decipher the specific intracellular mechanism 

responsible for increased P-selectin expression in JAK2V617F expressing ECs. One possible 

mechanism could be increased STAT3 phosphorylation, as STAT3 activation has been shown to 

upregulate expression of P-selectin in ECs35 (Fig. S7).  

Given that MPN are acquired hematological malignancies, the description of pro-thrombotic 

JAK2V617F ECs raises the question of their origin. JAK2V617F ECs have been found in 

microdissected vessels13,14 and after culture of circulating endothelial progenitors, both in 

Colony Forming Unit-Endothelial Cell (CFU-EC)15,36-38 and Endothelial Colony Forming Cells 

(ECFC).15,38 The presence of JAK2V617F CFU-EC in all MPN patients was not surprising given 

that CFU-EC are of hematopoietic origin. But ECFC are not of hematopoietic origin and the 

presence of JAK2V617F EC thus suggests the existence of a progenitor cell of hematopoietic 

and endothelial lineages. Such cells certainly exist in the embryo but its existence in adults is a 

matter of debate. In the case of microdissection experiments,13,14 it is possible that the 

JAK2V617F ECs that have been micro-dissected derive from CFU-EC.39 Altogether, in MPN, 

the presence of JAK2V617F ECs of real endothelial origin is probably rare but the presence of 

JAK2V617F ECs of hematopoietic origin is common. Demonstrating that JAK2V617F ECs have 

a pro-thrombotic phenotype is thus particularly relevant in our understanding of the pathogenesis 

of thrombosis in MPN.  

Our study has important therapeutic implications. We demonstrate that treatment with 

hydroxyurea inhibits the pathological hyper-adhesive phenotype of JAK2V617F ECs. The 

results presented here challenge current thinking, according to which the anti-thrombotic effect 

of hydroxyurea in MPN is only mediated by lowering the blood cell count. However, a direct 

effect of hydroxyurea on ECs has been reported40,41, via stimulation of the NO-cGMP pathway in 

ECs, and reduction of leukocyte rolling.30 Moreover, in patients with sickle cell disease, 
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treatment with hydroxyurea efficiently decreases the frequency of vaso-occlusive crisis.42 This 

result suggests that hydroxyurea should be considered for patients with MPN and a history of 

thrombosis. This is often the case as hydroxyurea is the first line therapy in these high-risk 

patients. But in young patients, hydroxyurea is usually avoided due to its potential leukemic 

effect, even if large retrospective studies are not in favor of this leukemic effect.43-45 The 

antithrombotic and leukemic effects of hydroxyurea should thus be addressed in a prospective 

cohort of young MPN patients with thrombosis. 

Another therapeutic implication of our work comes from the demonstration that increased 

endothelial P-selectin favors thrombosis in MPN, as was shown in sickle cell disease.46 Very 

recently, a clinical trial demonstrated that treatment with an anti-P-selectin antibody, 

crizanlizumab, efficiently prevented pain crises in sickle cell disease.47 It is thus tempting to 

speculate that such treatment could have therapeutic benefits in MPN patients with high 

thrombotic risk, who need to receive anticoagulant treatment for a MPN-related thrombosis 

(such as splanchnic thrombosis).  

Our description of the pro-thrombotic profile of JAK2V617F ECs can appear to contradict with 

the results of Etheridge et al.48 These authors used Tie2-Cre/FF1 mice, which allow constitutive 

expression of human JAK2V617F in blood and ECs, irradiated then transplanted them with the 

bone marrow of wild type mice to generate mice in which only the ECs express JAK2V617F. 

They reported a hemorrhagic diathesis due to acquired von Willebrand disease. Several reasons 

can explain these apparently contradictory results. Studies have shown the importance of the 

JAK2V617F / JAK2WT ratio for the MPN phenotype49 and Etheridge et al used transplanted 

mice with a human JAK2V617F / mouse JAK2WT ratio of 1/5 in ECs, whereas we used a 

tamoxifen inducible mouse model that allows heterozygous expression of mouse JAK2V617F / 

JAK2WT specifically in ECs. Another main difference is the thrombosis models, as Etheridge et 

al used models inducing a disruption of the endothelial layer whereas we chose 3 models 
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maintaining an intact endothelial barrier. Of note, they reported an overall increase in the content 

of vWF in ECs, which is in accordance with our results. 

Altogether, we believe that our work is clinically relevant for three reasons; (i) It suggests that 

specific biomarkers of EC activation should be intensively investigated to determine which MPN 

patients are at high thrombotic risk;(ii) It opens the route to new therapeutic options in MPN, 

such as hydroxyurea in patients with a high thrombotic risk or high endothelial activation 

markers, as well as anti-P-selectin antibody instead of or in addition to standard of care to 

prevent thrombosis in high risk MPN patients; and (iii) It provides the proof of concept that an 

acquired genetic mutation can alter the phenotype of ECs as shown for the acquired pro-

thrombotic phenotype acquired upon expression of the JAK2 mutation. This suggests that other 

activating mutations in ECs could be causal in thrombotic disorders of unknown cause, which 

account for 50% of recurrent venous thrombosis. 
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Figure legends 

Figure 1.  The presence of JAK2V617F in endothelial cells promotes thrombus formation. 

(A) In Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, thrombus formation occurs spontaneously and is 

increased after weak platelet activation by low dose collagen plus epinephrine, and injection of 

TNF-alpha. (B) Carstairs staining of pulmonary thrombus in control mice (left) and PDGFb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice (right) injected with TNF-alpha. Black arrows indicate thrombus. 

Transparent arrows indicate fibrin deposit. Scale bar: 500µm. (C) Thrombus is formed by 

neutrophils (green) and platelets (yellow). Nuclei are stained with DAPI (blue). The right picture 

is a magnification of the thrombus observed on the left image. Scalebar on the left image : 50 

µM. Scale bar on the right image: 10µM. Results are expressed as mean value +/- s.e.m. 

Statistical significance determined by Mann-Whitney test. *P < 0.05; **P < 0.01. 

 

Figure 2. JAK2V617F endothelial cells have normal anticoagulant activity. No statistical 

difference in the rate (A) and extent (B) of Tissue Factor-triggered thrombin generation at the 

surface of endothelial cells with or without TNF-alpha (n=3 for all conditions). (C) No statistical 

difference in the rate of thrombin-triggered Protein C activation at the surface of endothelial cells 

(n=3 for all conditions). No statistical difference in production of nitrite (D) and 6-keto 

Prostaglandin F1a (E) (n=3 for all conditions). Results are expressed as mean value +/- s.e.m. 

from 3 experiments. Statistical significance determined by Mann-Whitney test. 

 

Figure 3. JAK2V617F endothelial cells have a pro-adhesive phenotype in vitro and in vivo. 

Normal mononuclear cells (A) and neutrophils (B) adhere more on HUVECs expressing 

JAK2V617F than JAK2WT under static conditions. HUVECs transduced with lentiviruses 

containing GFP alone were used as negative controls. Statistical significance determined by 1-

way-ANOVA analysis of variance and post-hoc Tukey test. Results are expressed as mean value 

+/- s.e.m from 3 experiments. Under flow conditions, (C) adhesion of neutrophils is increased in 
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the presence of JAK2V617F HUVECs and neutrophils velocity (D) is reduced. Each dot 

represents one cell. Statistical significance determined by Student t-test. Results are expressed as 

mean value +/- s.e.m from 3 experiments. (E) Representative images of adhesion of neutrophils 

on JAK2WT and JAK2V617F HUVECs under flow conditions. (F) Representative images of 

leukocyte adhesion in mesenteric venules of control and Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice 

treated with TNF. Leukocyte rolling (G) and adhesion (H) are increased in mesenteric venules of 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice treated with TNF. Results are expressed as mean value +/- 

s.e.m. Statistical significance determined by Mann-Whitney test. *P < 0.05; ***P < 0.001. **** 

P < 0.0001. 

 

Figure 4. P-Selectin expression is increased in JAK2V617F endothelial cells. (A) No 

modification of cell surface expression of ICAM-1, VCAM-1 and E selectin on JAK2V617F 

HUVECs. Statistical significance determined by Student t-test. Results are expressed as mean 

value +/- s.e.m from 3 experiments. (B) Representative images of P-Selectin staining (green) in 

carotid endothelial cells. Nuclei are stained with DAPI (blue) and VE-Cadherin in red. Scale bar: 

50µm. (C) Cell surface expression of mouse P-selectin is increased in carotid endothelial cells 

from Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice whether or not they received TNF-alpha. Each dot 

represents one image, 4 images per mouse. Results are expressed as mean value +/- s.e.m. 

Statistical significance determined by Mann-Whitney test. **P < 0.01. (D) The ratio between 

soluble P-Selectin concentration and platelet count is significantly increased in Pdgfb-

iCreERT2;JAK2V617F/WT mice. Results are expressed as mean value +/- s.e.m. Statistical 

significance determined by Mann-Whitney test. *P < 0.05. 

 

Figure 5. Von Willebrand factor expression is increased in JAK2V617F endothelial cells. 

(A) Cell surface expression of vWF (red) is higher in JAK2V617F HUVECS (right) than in 

JAK2WT HUVECs (left). Nuclei are stained by DAPI (blue). Scale bar: 20µm. (B) JAK2V617F 
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HUVECs secrete more vWF than JAK2WT HUVECs in the absence or presence of TNF-alpha. 

Statistical significance determined by Mann-Whitney test. Results are mean value +/- s.e.m from 

3 experiments. (C) Plasma level of vWF Ag is increased in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice. 

Results are expressed as mean value +/- s.e.m. Statistical significance determined by Student t-

test. *P < 0.05; *** P < 0.001. 

 

Figure 6.  Increased endothelial P-selectin expression is responsible for the pro-adhesive 

phenotype of JAK2V617F endothelial cells. Under static conditions, increased adhesion of 

normal mononuclear cells (A) and neutrophils (B) on JAK2V617F HUVECs is reversed in the 

presence of a P-selectin blocking antibody. Results are mean value +/- s.e.m from 3 experiments. 

In Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice, increased rolling (C) and adhesion (D) of leukocytes is 

abolished in the presence of a P-selectin blocking antibody. (E) Increased thrombus formation in 

Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice is abrogated in the presence of a P-Selectin blocking 

antibody. Results are expressed as mean value +/- s.e.m. Statistical significance determined by 2-

way ANOVA analysis of variance and Sidak post-hoc test. *P < 0.05; **P < 0.01; **** P < 

0.0001. 

Figure 7. Treatment with hydroxyurea decreases the pro-thrombotic and pro-adhesive 

phenotype of JAK2V617F endothelial cells in vitro and in vivo via inhibiting P-Selectin and 

vWF expression. (A) 15 day treatment with HU decreases TNF-induced thrombosis in the lungs 

of Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice. Treatment with HU decreases rolling (B) and 

adhesion (C) of leukocytes on mesenteric venules in Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice 

treated with TNF. Results expressed as are mean value +/- s.e.m. Statistical significance 

determined by Mann-Whitney test. *P < 0.05, ***P < 0.001. (D) Pre-treatment of JAK2V617F 

HUVECs with hydroxurea decreases static adhesion of neutrophils. Results are expressed as 

mean value +/- s.e.m. Statistical significance determined by 2-way ANOVA analysis of variance 

and Sidak post-hoc test. (E) 15 day treatment with HU leads to a diminution of the ratio of 
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soluble P-selectin/number of platelets in plasma of Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice 

treated with TNF. (F) HU decreases the expression of P-selectin at the surface of carotid 

JAK2V617F endothelial cells. Each dot represents one image with 4 images per mouse (n=4). 

(G) Treatment of JAK2V617F HUVECs with hydroxyurea decreases secretion of vWF. Results 

are expressed as mean value +/- s.e.m. Statistical significance determined by Mann-Whitney test. 

*P < 0.05. 
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Supplemental methods 

Cell culture/Lentivirus transduction 

Human umbilical venous endothelial cells (HUVECs, Lonza, Basel, Swiss) were cultured in 

EGM-2 media (Lonza, CC-3156) supplemented with EGM-2 Single Quots (Lonza, CC-4176). 

Cells were transduced at a multiplicity of infection of 20 with GFP positive lentiviruses encoding 

human JAK2V617F, human JAK2WT, or GFP alone as negative control. HUVECs were used 

between passage 5 and passage 7.  

 

Thrombin generation 

Thrombin generation was measured in freshly prepared platelet free plasma, according to the 

Calibrated Automated Thrombogram (CAT) method (Thrombinoscope BV, Maastricht, 

Netherlands). Thrombin generation was performed in 96-well plates containing confluent 

HUVECs washed with HEPES buffer (20 mM Hepes, 140 mM NaCl, 5 mg/ml BSA, pH 7,35). 

Thrombin generation was triggered by tissue factor (1 or 2.5 pM final concentration).  

 

Protein C activation 

Confluent HUVECs in 96-well plates were washed twice with warm sterile PBS and then 

incubated with thrombin (2 nM thrombin) and CaCl2 (2.5 mM) for 10 min at 37°C. Protein C 

was then added to each well at a final concentration of 0.2 µM. The plate was further incubated 

for different times at 37°C. Aliquots were collected and transferred to a clean 96-well plate. 

Hirudin (100 U/ml) was added to block thrombin. Activated protein C activity was monitored 

during 30 minutes at 405 nm on a FLUOStar Optima plate reader (BMG Labtech GMBH, 

Ortenberg, Germany) using a specific substrate (PNAPEP™ 1566, 100 µL at 0.4 mM). Results 

were plotted as the rate of substrate hydrolysis over time. 
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Nitrite and 6-keto Prostaglandin F1-alpha quantification 

HUVECs were platted in 24 wells plates to reach confluence. Experiments were performed in 

the absence or presence of TNF-alpha (Merck Millipore). Nitrite quantification was performed 

following manufacturer’s instructions with the Nitrate/Nitrite colorimetric assay (Cayman 

chemical, ref: 78001). Prostaglandin quantification was performed following manufacturer’s 

instructions using the 6-keto-prostaglandin F1a kit (Cayman Chemical, ref: 515211). 

 

Video analysis and quantification of leukocytes rolling and adhesion 

Rolling leukocytes were quantified by counting the number of rhodamin-marked cells passing a 

given plane perpendicular to the vessel axis in a 30 second interval. Adherent leukocytes were 

quantified by counting the number of rhodamin-marked cells motionless during a 30 second 

interval. The results were expressed as number of rolling leukocytes per 30 seconds. Leukocyte 

adhesion results were expressed as a ratio of adherent cells/vessel surface (cm2). Video analyses 

were performed using ZEN imaging software. Leukocytes rolling and adhesion quantification 

were performed in a blinded fashion, by two independent observers. 

 

Study of adhesion molecules on HUVECs 

Transduced HUVECs were platted in 6-well plates to reach confluence. Before the experiment, 

conditioned medium with or without 10 ng/ml TNF-alpha was added for 4 hours. HUVECs were 

then washed twice with warm sterile PBS and incubated during 10 minutes with accutase. After 

two washes with PBS, cells were incubated with anti-ICAM-1 antibody (PE mouse anti-human 

CD54, HA-58 clone, BD Pharmingen), anti-VCAM-1 antibody (APC mouse anti-human CD106, 

51-10C9 clone, BD Pharmingen) and anti-E-Selectin antibody (PE mouse anti-human CD62E, 

68-5H11 clone, BD Pharmingen) during 30 minutes and flow cytometry was performed. 

Generation and characterization of Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice 
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Conditional heterozygous JAK2V617F/WT knock-in (JAK2V617F KI) mice have been 

previously described (1). Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT mice were generated by crossing 

JAK2V617F KI mice with Pdgfb-iCreERT2 transgenic mice (2), allowing tamoxifen-inducible 

expression of JAK2V617F in endothelium. Pdgfb-iCreERT2-negative; JAK2V617F/WT 

littermate mice were used as controls. Mutant mice were analysed 15-20 days after tamoxifen 

administration. Adult mice were genotyped by PCR using the P1/P2 primer set for the wild-type 

allele and for the JAK2 Flex allele: P1: 5’-GTCTGTCCAAAGAGTCTGTAAGTAC- 3’; P2: 5’ : 

GCTCCAGGGTTACACGAGTC- 3’. For PDGF Cre-recombinase, forward primer: 5’-

CCAGCCGCCGTCGCAACT-3’, and reverse primer: 5’-GCCGCCGGGATCACTCTCG-3’ 24 

were used. Haematocrit, hemoglobin level, platelet, and white cells count were determined using 

an automated counter (scil Vet abc Plus+). 
 

Histology 

To quantify thrombus formation in mice, we used Carstairs staining allowing visualization of 

platelets, red blood cells and fibrin. Slides were hydrated in xylol and ethanol to distilled water, 

followed by incubation in 5% ferric ammonium sulfate for 5 min, washing, and staining with 

Mayer hematoxylin for 5 min and Picric Acid-orange G solution for 1 hour.  After washing, 

slides were stained with 1% phosphotungstic acid for 10 min, Ponceau Fuchsin solution for 7 

min, washed, and 1% phosphotungstic acid for 10 minutes. After washing, slides were stained 

with Anilin blue solution for 30 min, and rinsed in distilled water. Slides were dehydrated and 

covered with a coverslip using mounting medium. Presence of thrombi was assessed by fibrin 

deposit in thrombi. Thrombus quantification was performed using an optical microscope and the 

pulmonary area was measured to perform thrombi number/pulmonary area (number of 

thrombi/cm2) ratio. Immunostaining of platelets and neutrophils was performed using polyclonal 

anti-PF4 antibody (Peprotech, 500-P05) and anti-Ly6G monoclonal antibody (1A8 clone) 

respectively. Three slides per mouse were analysed in a blinded fashion, by two independent 

observers.  
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Quantification of VWF in HUVECs and supernatant 

HUVECs were seeded in 12 well plates (Costar), and at confluence, they were washed with 500 

µL of PBS (Gibco). 500 µL of medium was added. 10ng/ml TNF-alpha was added (or not) for 

24 hours) (Merck Millipore). Supernatant was then removed, centrifuged at 12000 g for 5 

minutes and stored at -80°C for later quantification of secreted vWF. To quantify intracellular 

vWF, cells were washed with PBS before adding 500 µL PBS and removed with a scrapper. 

Liquid was removed and 5 cycles of freezing and thawing were performed. Finally, the 

intracellular lysates were centrifuged at 12000 g for 5 minutes and stored at -80°C. vWF was 

quantified using a previously published method (3). Ninety-eight well plates (Greiner, Flat 

Bottom) were coated with anti-vWF antibody (DAKO, A0082) diluted at 1/660 in a coating 

buffer overnight at 4°C. After washing and blocking, a sample of HUVEC supernatant and 

intracellular lysate were added to wells. Control wells were treated with platelet poor plasma 

from a healthy donor. After 2 hours and a second wash, anti-vWF antibody coupled to HRP 

(DAKO, P0226) diluted at 1/6000 in wash buffer was added to wells. After 2 hours and a third 

wash, HRP was revealed with an OPD and H202 solution. After 2 minutes of coloration, the 

reaction was blocked with a H2S04 3M solution and results were read at 492nnm with an 

OPTIMA plate reader. 

 

Von Willebrand Factor (vWF) and P-selectin immunostaining 

Immunofluorescence analyses were performed on HUVECs, treated with or without TNF-alpha 

(10ng/ml overnight). For vWF staining, cells were fixed with 2% paraformaldehyde (PFA) for 

10 minutes and, after saturation in 5% bovine serum albumin for 1 hour, incubated with rabbit 

anti-human vWF (Merck Millipore) primary antibody, and resolved with Alexa Fluor 588 

conjugated secondary antibody (Invitrogen, Carlsbad, California). Cells were mounted with 

Vectashield mounting medium containing 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vector 

Laboratories, Burlingame, California), imaged with a confocal microscope (Zeiss LSM 700) and 
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analysed by Imaris software (Bitplane). In mice, P-Selectin immunostaining was performed in 

carotid arteries of PDGFb-iCreERT2;JAK2V617F/WT and control mice.  

 

In vitro and in vivo study of the effects of hydroxyurea on endothelial cells 

In vitro, HUVECs were treated with hydroxyurea (HU) (Sigma-Aldrich, H8627) for 24 hours at 

a concentration of 100 µM, then washed three times with EGM2 medium. Neutrophil static 

adhesion was performed as previously described. In vivo, Pdgfb-iCreERT2;JAK2V617F/WT 

and control mice were treated with HU at a dose of 200 mg/kg/day (using oral gavage) for 10 

days prior to any experiment. 

 

RNA extraction and real-time qPCR 

RNA were prepared using Trizol reagent as recommended by the manufacturer. RNA were then 

treated with RNAse-free DNAse (Promega, reference: M610A). For P-selectin mRNA 

quantification, complementary DNA (cDNAs) were synthetized from 1 µg of RNA, using the M-

MLV reverse transcriptase (Promega, reference: M1708) according to manufacturer instructions. 

The real time quantitative PCR (qRT-PCR) was performed using One-Step SYBR® Green qRT-

PCR Kit for iQ (Quantabio) on a AriaMx thermocycler (Agilent). Data were analyzed by the 2-

∆∆Ct method (4) with the reference gene GAPDH. The sequence of the primers used were: P-

selectin : 5’-CTGCCAAGCAGGACCATTGA and 5’-AGGACTCGGGTCAAATGCAG, 

GAPDH: 5’-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG and 5’-GCTCCTGGAAGATGGTGATGG. 
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Article 2 : Les biomarqueurs de NET comme des facteurs de risque de 
thrombose associée aux néoplasies myéloprolifératives 
 
Article en préparation 
 
 

L’objectif de ce travail était d’étudier le phénomène de formation de neutrophil extracellular 

traps (NET) chez les patients avec néoplasie myéloproliférative (NMP) et mutation JAK2V617F. 

En effet, les données disponibles dans la littérature nous indiquent que les polynucléaires 

neutrophiles (PNN) de patients avec NMP sont activés. De plus, des études récentes mettent en 

lumière le rôle crucial de la formation de NET dans la physiopathologie de la thrombose 

veineuse et artérielle. Notre hypothèse était donc que les patients avec NMP JAK2V617F positif 

avaient une formation de NET accrue, participant à la physiopathologie de la thrombose au cours 

de ces maladies.  

Nous avons analysé une cohorte de patients avec NMP JAK2V617F, naïfs de tout traitement 

cytoréducteur, et quantifié les marqueurs de NET chez ces patients.  

53 patients (33 avec thrombocytémie essentielle (TE), 12 avec Polyglobulie de Vaquez (PV) et 8 

avec myélofibrose (MF)) ont été recrutés entre 2015 et 2018. Comme montré dans de 

précédentes études, nous avons mis en évidence une activation des PNN (augmentation 

d’expression de CD11b et de facteur tissulaire) chez les patients avec NMP par rapport au 

groupe contrôle, sans retrouver de différence entre les patients sans antécédents de thrombose et 

ceux avec. Dans un second temps, nous avons analysé la formation de NET ex-vivo après 

isolement des PNN de patients et constaté une augmentation de la formation de NET de manière 

spontanée. La production de ROS étant un phénomène crucial au cours de la NETose, nous 

avons quantifié la production de dérivés réactifs de l’oxygène (reactive oxygene species, ROS) 

dans les PNN de patients et constaté une augmentation de la production de ROS chez les patients 

avec NMP. Afin d’analyser la formation de NET de manière « indirecte », nous avons enfin 

quantifié les taux plasmatiques d’ADN et de MPO-ADN et mis en évidence une augmentation 

des taux d’ADN et de MPO-ADN. De manière intéressante, nous avons constaté que les taux de 

MPO-ADN étaient augmentés chez les patients avec antécédents de thrombose, suggérant une 

participation de la formation de NET dans la survenue de thrombose chez les patients avec NMP.  

Au total, ce travail a permis de mettre en évidence une augmentation de la formation de NET 

chez les patients avec NMP. De plus, nos données montrent que le taux de MPO-ADN est 

associé à un antécédent de thrombose chez les patients avec NMP, suggérant son utilisation 

comme biomarqueur de survenue de thrombose chez les patients avec NMP.  
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Abstract 

Thrombosis is the main cause of morbidity and mortality in patients with myeloproliferative 

neoplasms (MPN). These last years, the implication of neutrophils and neutrophil extracellular 

traps (NET) in the physiopathology of thrombosis has been extensively studied. In patients with 

MPN, neutrophils are activated and recent studies showed increased NET formation during these 

diseases, leading to thrombosis in JAK2V617F mice. We aimed to study NET formation in MPN 

patients with JAK2V617F mutation, and analysed different NET formation markers in a cohort 

of MPN patients.  

We analysed a cohort of 53 MPN patients without cytoreductive therapy and quantified NET 

markers in these patients. As previously shown, we confirmed neutrophil activation in MPN, 

with increased expression of CD11b and tissue factor at the surface of neutrophils. We next 

quantified ex-vivo NET formation and demonstrated a spontaneous increased NET formation 

from neutrophils isolated from MPN patients, versus control patients. Reactive oxygene species 

(ROS) production was also increased in MPN neutrophils. Lastly, we quantified different NET 

biomarkers and found increased plasmatic DNA and MPO-DNA levels in MPN patients versus 

controls. Interestingly, we demonstrated that MPO-DNA plasmatic level was increased in 

patients with history of thrombosis versus patients without, suggesting an implication of NET 

formation in the physiopathology of thrombosis in MPN patients.  

Altogether, our results confirmed that NET formation is increased in MPN patients. More, in a 

cohort of 47 MPN patients free from cytoreductive therapy, we demonstrated that neutrophils 

from MPN patient are spontaneously prone to form NET. We also highlight a potential marker of 

thrombosis in MPN patients, MPO-DNA concentration, marker which need to be further 

examined in a larger cohort of patients.  
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Introduction 

Myeloproliferative neoplasms (MPN) are acquired hematopoietic stem cell diseases, with 

increased production of mature blood cells. Philadelphia (Ph) negative MPN include 

Polycythemia Vera (PV) with increased red blood cells, Essential Thrombocythemia (ET) with 

increased platelet count and Primitive Myelofibrosis (PMF). The most frequent molecular 

abnormality found in Ph negative MPN is JAK2V617F, an activating mutation of JAK2 that is 

responsible for constitutive signalling of various cytokine receptors. The most frequent 

complication in MPN is thrombosis, which can occur at diagnosis or during follow-up. In 80% 

of cases, they are arterial but they can also be venous and of note, venous thrombosis can be 

localized in atypical sites such as the splanchnic territory (Budd Chiari syndrom and portal 

thrombosis) and cerebral veins. Assessing the thrombotic risk is of great importance, as the main 

goal of treatments in PV and ET is to lower the risk of thrombosis. Currently, risk factors for 

thrombosis in ET and PV are age over 60 and history of previous thrombosis. In ET, two other 

factors, i.e. the presence of JAK2V617F and cardiovascular risk factors have been added within 

the IPSET Thrombosis Score1. Nevertheless, these scores are still unable to accurately predict 

the individual thrombotic risk, especially in young patients. There is thus a need to find new risk 

factors for thrombosis.  

These last ten years have revealed that neutrophils, in certain settings, can dismantle and expel 

nuclear DNA together with neutrophil markers, thus forming Neutrophil Extracellular Traps 

(NETs). These NETs not only trap bacteria2 but also promote activation of platelets3, extrinsic 

and intrinsic pathways of coagulation and inhibit fibrinolysis4, thus promoting thrombosis5. Very 

recently, increased NET formation was reported in MPN patients, and was associated with 

occurrence of thrombosis in a MPN mouse model6. We thus hypothesized that NET biomarkers 

could be efficient biological risk factors for MPN-related thrombosis. Therefore, the aim of our 

study was to assess different markers of neutrophil activation, including various biomarkers of 
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NETosis, in patients with newly diagnosed overt MPN with or without thrombotic 

complications, and in controls without MPN. 
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Methods 

Study population 

From 2015 to 2018, 53 newly diagnosed MPN patients (15 males and 38 females, age range: 18-

86 years olds) were enrolled at the University Hospital of Bordeaux and Institut Bergonie 

(Bordeaux, France), after giving informed consent. MPN diagnoses were made according to 

WHO 2008 criteria7. Twenty six healthy subjects (7 males and 19 females, age range: 21-40 

years old) without history of thrombohemorrhagic events were included as a control group. None 

of the study subject was taking oral contraceptive or hormone replacement therapy at the time of 

blood sampling. All investigations were approved by the local ethics committee (Comité de 

Protection des Personnes Sud Ouest et Outre Mer III DC 2015/94). The procedures are in 

accordance with the Declaration of Helsinki of 1975, revised in 2000.  

 

Blood collection and plasma preparation 

Blood was collected into sterile EDTA for NET quantification and cytofluorimetric studies, or 

trisodium citrate (0.129 M, 1:9 vol:vol) for coagulation studies, MPO-DNA and DNA 

quantification. Platelet-poor plasma was isolated from citrated blood by double centrifugation at 

2400g for 15 minutes at room temperature, aliquoted, and stored at -80°C until testing.  

 

Neutrophil CD11b and Tissue Factor expression 

After erythrocytes lysis, blood cells were incubated for 30 minutes in the dark with saturating 

concentrations of anti-CD11b (PE mouse anti-human CD11b, BD Pharmingen, ICRF44 clone), 

anti-tissue factor (PE mouse anti-human CD142, BD Pharmingen, HTF1 clone) or irrelevant 

isotype-identical negative control antibody (IgG2a-phycoerythrin; BD Biosciences, San Jose, 

CA). Flow cytometry analysis was performed using an Accuri C6 flow cytometer (BD 

Pharmingen) and data were interpreted using BD Accuri C6 Analysis Software.  
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DNA quantification  

150µL of plasma was used to quantify DNA concentration using fluorescent probe and detection 

of fluorescence at 520nm after excitation at 480 nm following manufacturer instructions (Quant-

It PicoGreen dsDNA assay kit, Thermofisher Scientific).  

 

MPO-DNA complexes quantification  

High affinity 96-wells plate was coated with an anti-MPO antibody (AbD Serotec, 4A4 clone) 

overnight at +4°c, before washing and saturation using DuoSet ELISA Ancillary Reagent kit 

(RD Systems). Then, 150 µL of plasma was added with blocking reagent during 2 hours at room 

temperature, following an anti-DNA antibody (Roche, MCA-33 clone) coupled to peroxydase 

during 2 hours following manufacturer’s instructions (Cell Death Detection ELISA Plus, Sigma-

Aldrich). Finally, tetramethylbenzidine (TMB) peroxydase substrate was added for 15 minutes 

before stopping reaction with sulfuric acid. Absorbance was measured at 405 nm. All samples 

were analyzed in duplicate.  

 

NET quantification 

Mononuclear cells were isolated by deposition of whole blood on a mixture of Dextran 9% and 

Radioselectan 38%, followed by 40 minutes sedimentation. The upper phase containing 

mononuclear cells and plasma was then added to a Percoll gradient (Percoll, Sigma-Aldrich, 

reference: P4937) to obtain neutrophils. Purity of the isolate, up to 90%, was confirmed by an 

automatic count at each experiment. Isolated neutrophils were allowed to adhere during 3 hours 

at 37°C. After fixation with paraformaldehyde (PFA) during 1 hour and saturation with PBS 

containing 5% of bovine serum albumin (BSA), NETs were stained with a primary mouse 

monoclonal anti-DNA-H1 antibody (Merck, reference: MAB3864) resolved with Alexa Fluor 

588 conjugated secondary antibody (Invitrogen, Carlsbad, California). Cells were mounted in 

Vectashield mounting medium containing 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Vector 
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Laboratories, Burlingame, California), imaged with a fluorescent microscope (AxioObserver, 

Zeiss) and analyzed by ZEN imaging software (Zeiss). Number of neutrophils forming NET was 

quantified and a ratio between neutrophils forming NET and the total number of neutrophils was 

performed. 

 

ROS quantification in neutrophils  

Neutrophils were isolated using the same method as it was described for NET quantification. 

Neutrophils were resuspended in PBS containing calcium and magnesium (Gibco PBS, 

Thermofisher Scientific) in absence or presence of PMA at the concentration of 25 nM. CM-

H2DCFDA probe (Thermofisher Scientific, reference: C6827) was added to the suspension at 

the concentration of 0,5µM during 15 minutes. Reaction was stopped using addition of 500 µL 

of PBS containing EDTA. Flow cytometry analysis was performed using an Accuri C6 flow 

cytometer (BD Biosciences) and data were interpreted using BD Accuri C6 Analysis Software.  

Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was calculated using the Student t 

test or Mann-Whitney statistical test to compare differences between 2 groups. For multiple 

groups, we used 1-way-ANOVA followed by Tukey post-hoc test or 2-way-ANOVA followed 

by Sidak post-hoc test. GraphPad Prism 6 was used. A p value < 0.05 was considered 

statistically significant. 
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Results 

Patients characteristics 

We included 53 patients with newly diagnosed MPN, and 26 controls. Their general 

characteristics are shown in Table 1. Among patients with MPN, 24 had a history of thrombosis, 

20 venous and 4 arterial. All thrombosis had occurred at least 2 months before blood sampling. 

At the time of enrolment, 61% of ET patients and 50% of PV patients were receiving antiplatelet 

therapy but none of them was on a cytoreductive therapy. 25 ET patients (75,7%), 12 PV 

patients (100%) and 7 MF patients (87,5%) were positive for the JAK2V617F mutation.  

 

Neutrophils of newly diagnosed MPN patients are spontaneously activated 

Previous studies have reported increased neutrophil activation in MPN, using measurement of 

CD11b expression on neutrophil membrane8,9,10,11. Before analysing NET formation, we aimed 

to observe whether we reproduced this observation in our population of newly diagnosed MPN 

patients. Indeed, we observed an increased CD11b expression in MPN patients compared with 

controls (Fig 1A), and, as published in ET patients12, no difference between MPN patients with 

or without a history of thrombosis (Fig 1B). Tissue Factor (TF) is reported to be present on the 

surface of activated neutrophils either produced by them or bound to NETs. Interestingly we 

observed increased membrane TF expression in patients (Fig 1C), but no significant difference 

between patients with and without a history of thrombosis (Fig 1D).  

 

Unstimulated neutrophils of MPN patients are more prone to form NET 

We then used microscopy to analyse whether neutrophils isolated from newly diagnosed MPN 

patients were more prone to form NET ex-vivo. Interestingly, we observed that unstimulated 

neutrophils from MPN patients were more prone to form NET than controls (Figure 2 A and B). 

Because the mechanism of NET formation is in part dependent on Reactive Oxygen Species 
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(ROS) generation, we investigated whether basal ROS production was increased in newly 

diagnosed MPN patients. The percentage of neutrophils with elevated ROS levels was higher in 

patients than controls (Figure 2C and D).  

 

NET biomarkers are increased in the plasma of newly diagnosed MPN patients 

Another way to quantify NET formation in patients is to measure plasma levels of NET 

biomarkers. Plasmatic free DNA was shown to be associated with NET formation in various 

conditions, including thrombosis13,14,15. We observed that DNA concentration was significantly 

higher in MPN patients than in controls (Figure 3A), but did not observe any difference 

according to the type of MPN (Figure 3B) or the JAK2V617F allelic burden (Figure 3C). 

Because plasmatic free DNA can be increased in other settings than NETosis such as apoptosis 

or necrosis, we then used a more specific marker of in vivo NET formation, ie quantification of 

DNA complexed with myeloperoxidase (MPO). We observed increased MPO-DNA 

concentrations in newly diagnosed MPN patients compared with controls (Figure 3D). 

Altogether, using in vitro and in vivo assays, we showed that neutrophils from newly diagnosed 

MPN patients are spontaneously activated and prone to NET formation.  

 

Higher MPO-DNA complexes are found in MPN patients with a history of thrombosis 

Given the role of NETs in the pathogenesis of thrombosis, we next aimed to assess whether 

increased NET formation is associated with higher propensity for thrombosis in MPN patients. 

Analysis of spontaneous NET formation by microscopy did not reveal any significant difference 

between MPN patients with or without a history of thrombosis (Figure 4A). Along with this 

result, the percentage of neutrophils with elevated ROS levels was not significantly different in 

both subgroups (Figure 4B). Analysis of levels of circulating DNA, a rather unspecific marker of 

in vivo NET formation, was also not significantly different between MPN patients with or 
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without a history of thrombosis (Figure 4C). Lastly, we observed that quantification of MPO-

DNA complexes was higher in MPN patients with a history of thrombosis than in MPN patients 

without thrombosis (Figure 4D), in favour of the pathogenic role of NET formation in the 

occurrence of thrombosis.  
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Discussion 

Thrombosis is the main cause of morbidity and mortality in MPN. Despite significant advances 

in the understanding of the mechanisms involved in thrombosis during these diseases, its 

physiopathology is not completely clear. These last years have put the light on leukocytes as 

potential new actors in thrombosis. When activated, neutrophils can form NETs that not only 

trap bacteria but also trigger platelet activation and activate the coagulation cascade. In 

pathological settings, NETs were shown to promote thrombosis and recent studies suggest that 

leukocytes are involved in the pathogenesis of thrombosis in the setting of MPN. Indeed i) 

leukocytosis is a biological risk factor for thrombosis in ET16,17 and possibly in PV18, ii) many 

studies reported increased neutrophil activation in MPN19,20,10,21,22,11,23, iii) using a mouse model 

of JAK2V617F MPN, Wolach et al reported increased NETosis and direct involvement of this 

process on the occurrence of venous thrombosis24. Given the pathogenic role of MPN 

neutrophils in thrombosis, we thus reasoned that NETosis markers could be efficient biomarkers 

of thrombosis in MPN patients. To test this hypothesis we measured different biomarkers of 

leukocyte activation and correlated them with the occurrence of a previous thrombotic event. We 

only included MPN patients at the time of diagnosis, as we were concerned that cytoreductive 

drug would have an effect on leukocyte activation, which could induce a bias in our results.  

As reported by previous studies, we confirm increased MPN neutrophil activation compared to 

controls, with increased CD11b and Tissue Factor expression. But, when we analyse separately 

MPN patients with and without a history of thrombosis, we could not demonstrate any difference 

between the two groups, suggesting that these markers cannot be used as biomarkers of 

thrombosis.  

We observed increased spontaneous ex vivo NET formation compared with healthy controls, 

which is conflicting with the results from Oyarzun and co-authors25 who studied 32 MPN 

patients and 32 controls. But their cohort included 53 % of patients with cytoreductive therapy, 

which could lower the rate of NET formation. Wolach et al also did not find any significant 
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difference in spontaneous ex vivo NET formation from 19 MPN patients compared with controls 

but all patients were receiving therapies, here again inducing a bias26. In our study, specific 

analysis of subgroups of MPN patients, according to history of thrombosis did not reveal any 

difference, suggesting that measurement of ex vivo NET formation was not a biomarker of 

thrombosis. This result is in agreement with the results of Oyarzun and co-authors who also did 

not find a difference of NET formation between patients with history of thrombosis and those 

with not25.  

We then analysed plasmatic biomarkers of NETosis, which have the advantage to be measurable 

on frozen plasma, contrary to ex vivo NET formation assays that require fresh blood samples, 

many hours of technical sampling and which is hardly standardisable. Measurement of plasmatic 

DNA has been extensively used as a NET biomarker in clinical studies27,28,29 but it is a rather 

unspecific test for NETosis as it quantifies all sources of DNAs, whatever the cell type of origin 

is, and whatever the mechanism for DNA production is (necrosis, apoptosis, NETosis). We 

observed a difference between controls and patients but, here again, no difference according to 

the history of thrombosis. These results are in agreement with results from Oyarzun and co-

authors who have demonstrated elevated levels of circulating nucleosomes in their cohort of 

MPN patients25. To more specifically measure NETs, i.e DNA that comes from neutrophils, it is 

necessary to combine a measurement of DNA (or histones or nucleosomes) with a measurement 

of an enzyme that is specific from neutrophil (commonly MPO or elastase). Tailor-made capture 

ELISA tests have thus been developed to measure MPO-DNA or histone-MPO complexes. Here, 

we observed that plasmatic MPO-DNA was significantly higher in MPN patients compared to 

controls but also higher in MPN patients with a history of thrombosis compared with MPN 

patients without a history of thrombosis. This interesting result is in accordance with the 

pathogenic role of neutrophils in MPN-related thrombosis described in mice24 and suggests that 

MPO-DNA is a biomarker of MPN-related thrombosis. Oyarzun and coauthors did not measure 

MPO-DNA but Histone-MPO complexes in their cohort of MPN patients25. They did not find 
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any statistical difference concerning Histone-MPO complexes between patients and controls but, 

as stated earlier, the majority of their patients were under cytoreductive therapy, which can 

induce a bias in the results, as they suggest themselves in their study.  

In this study, we describe for the first time a new biomarker associated with the occurrence of 

thrombosis in the setting of MPN. This raises two perspectives for the future. First, prospective 

studies are now needed to confirm the interest of this marker to predict the occurence of 

thrombosis during MPN. Second, it would be interesting to evaluate this marker as a biomarker 

of thrombosis apart from MPN, during thrombotic diseases in general.  
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Figure Legends 

 

Table 1. Characteristics of patients with myeloproliferative neoplasms at the time of 

diagnosis. ET means essential thrombocythemia, PV polycythemia vera, MF myelofibrosis, 

CALR Calreticulin, VKA vitamin K antagonist, Values are reported as median and ranges. 

 

Figure 1. Markers of neutrophils activation are increased in MPN patients. (A) CD11b 

expression is increased at the surface of neutrophils from MPN patients (B) without difference 

between patients with history of thrombosis and patients without history of thrombosis. (C) 

Tissue factor expression is increased at the surface of neutrophils from MPN patients (D) 

without difference between patients with history of thrombosis and patients without history of 

thrombosis. Statistical significance by Mann-Whitney test.*P < 0,05. **P< 0,01. 

 

Figure 2. Neutrophils from MPN patients form more NET than controls and produce more 

ROS. (A) Neutrophils of patients form more NET than neutrophils of controls. (B) 

Representative images of NET formation in patients and in controls. Sclare bar: 100µM. ROS 

production is increased in neutrophils of MPN patients, regarding (C) % of positive cells and (D) 

probe mean fluorescence intensity. Statistical significance by student t-test. *P < 0.05, **P < 

0.01, ****P< 0.0001.   

 

Figure 3. NETosis markers are increased in MPN patients. (A) Increased plasmatic DNA 

concentration in MPN patients with no difference of DNA concentration according to (B) the 

type of MPN or (C) the allelic burden. (D) Increased plasmatic MPO-DNA concentration in 

MPN patients with no difference of MPO-DNA concentration according to (E) the type of MPN 

or (F) the allelic burden. Statistical significance by student t-test or one-way ANOVA and post 

hoc Dunn’s test. *P < 0.05; **< 0,01, **** P < 0.0001. 
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Figure 4. Plasmatic MPO-DNA concentration is increased in MPN patients with history of 

thrombosis. (A) No difference of NET formation between MPN patients with history of 

thrombosis and patients without. (B) No difference of neutrophils ROS production between 

MPN patients with history of thrombosis and patients without. (C) No difference of plasmatic 

DNA concentration neutrophils ROS production between MPN patients with history of 

thrombosis and patients without. (D) Plasmatic MPO-DNA concentration is increased in MPN 

patients with history of thrombosis. Statistical significance by student t-test or Mann-Whitney 

test. *P< 0,05. 
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Article 3 : Les plaquettes et les polynucléaires neutrophiles collaborent pour 
induire une formation de neutrophil extracellular trap (NET) augmentée au 
cours des néoplasies myéloprolifératives avec mutation JAK2V617F 
 
Article en préparation 
 
 

Ayant mis en évidence une formation de neutrophil extracellular trap (NET) augmentée dans une 

cohorte de patients avec néoplasies myéloprolifératives (NMP), nous avions pour second objectif 

d’analyser la participation de cette formation de NET augmentée dans la physiopathologie de la 

thrombose et d’éclaircir les mécanismes en jeu dans la NETose accrue retrouvée chez les 

patients.  

Nous avons ainsi utilisé deux modèles murins permettant la présence de la mutation JAK2V617F 

dans le compartiment hématopoiétique. Le premier, modèle PF4iCre;JAK2V617F/WT, permet la 

présence de la mutation JAK2V617F dans l’ensemble des cellules hématopoiétiques. Le second, 

modèle MRP8iCre;JAK2V617F/WT, permet la présence de la mutation JAK2V617F dans la lignée 

granuleuse uniquement.  

Dans ces deux modèles, nous avons constaté une augmentation de la formation de NET ex-vivo 

après activation des polynucléaires neutrophiles (PNN). Nous avons également mis en évidence 

une formation de thrombi augmentée dans le modèle PF4iCre;JAK2V617F/WT, avec diminution de 

cette formation de thrombi après administration d’un traitement par DNAse, démontrant la 

participation des NET dans la physiopathologie de la thrombose dans ce modèle murin. Cette 

augmentation de thrombose n’a pas été mise en évidence dans le modèle 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT, suggérant la nécessité de la participation d’autres acteurs que les PNN 

dans cette physiopathologie. Utilisant des expériences de formation de NET ex-vivo, nous avons 

pu mettre en évidence que les plaquettes avec mutation JAK2V617F induisaient une formation 

de NET augmentée à partir de PNN avec mutation JAK2V617F, ce qui n’était pas le cas en 

présence de la mutation uniquement dans les PNN ou dans les plaquettes. Au total, ces résultats 

confirment ce qui a été retrouvé chez les patients avec une formation de NET augmentée dans 

deux modèles murins différents. De plus, ces données démontrent la participation de la NETose 

dans la physiopathologie de la thrombose des NMP. Enfin, ces données montrent que les 

plaquettes avec mutation JAK2V617F déclenchent la formation de NET, suggérant une 

collaboration entre ces deux types cellulaires pour la formation de thrombi.  
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Abstract 

Neutrophils are known to participate in the pathogenesis of thrombosis through neutrophil 

extracellular traps (NET) formation. Thrombosis is the main cause of morbidity and mortality in 

patients with myeloproliferative neoplasms. In these patients, neutrophils are activated and 

recent studies showed increased NET formation, leading to thrombosis in JAK2V617F mice. We 

aimed to investigate whether JAK2V617F neutrophils only are sufficient to promote thrombosis, 

or whether collaboration with other blood cells types is necessary. We studied two mouse 

models: the PF4iCre;JAK2V617F/WT mice, with JAK2V617F in all hematopoietic lineages, thus 

mimicking the human disease, and MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice with  JAK2V617F in 

neutrophils and monocytes only. In PF4iCre;JAK2V617F/WT mice, we observed increased 

neutrophil extracellular trap formation and spontaneous lung thrombosis, that was abrogated by 

DNAse administration. On the contrary, in MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice, we did not observe 

spontaneous lung thrombosis, despite increased neutrophil extracellular trap formation after 

stimulation with biochemical agent, suggesting the need of other actors in the physiopathology 

of thrombosis during MPN. Ex vivo experiments demonstrated that JAK2V617F mutated 

platelets trigger neutrophils extracellular formation in JAK2V617F mutated neutrophils, and that 

leukocytes-platelets aggregates are increased in the PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model, which 

is not true in the MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model. Altogether, our study demonstrates that 

JAK2V617F neutrophils alone are not sufficient to promote thrombosis and that the cooperation 

with platelets is important in NET formation.  
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Introduction 

Myeloproliferative neoplasms are acquired, clonal hematopoietic stem cells, characterized by an 

increased proliferation of myeloid progenitors in the bone marrow, and a subsequent increase in 

terminally differentiated blood cells. The Philadelphia chromosome-negative (Ph-) MPNs 

include polycythemia vera (PV), essential thrombocythemia (ET) and primary myelofibrosis 

(PMF)1. For the majority of patients with MPN, the causing event is the occurrence, in a 

hematopoietic stem cell, of an activating mutation in the Janus kinase 2 (JAK2) gene, JAK2 

V617F. This mutation is responsible for constitutive activation of intracellular signalling 

pathways downstream of various cytokine receptors. In most of the patients without JAK2V617F 

mutation, the causing mutations (Calreticulin or MPL mutation) are also responsible for an 

activation of the JAK pathway. 

Thrombosis reveals MPN in about 30% of patients and is a major cause of morbidity and 

mortality. Understanding the mechanisms underlying the MPN thrombotic diathesis is crucial to 

develop anti thrombotic strategies. Platelets have been extensively studied both in patients and 

mouse models of MPN: in most of the patients, they seem to be activated2,3,4, a result that lead to 

systematic treatment with antiplatelet treatment (such as aspirin). Nevertheless, studies in mice 

with JAK2V617F MPN led to conflicting conclusions depending on the mouse model that was 

used5,6. Results from large clinical studies identified increased leukocytosis as a risk factor for 

thrombosis in PV and ET, suggesting that neutrophils may be involved in the pathogenesis of 

thrombosis7,8. Indeed, these last ten years have revealed that neutrophils can dismantle and expel 

nuclear DNA, thus forming Neutrophil Extracellular Traps (NETs)9. These NETs not only trap 

bacteria but also promote activation of platelets, extrinsic and intrinsic pathways of coagulation 

and inhibit fibrinolysis, thus promoting thrombosis10,11,12,13,14. Very recently, increased NET 

formation was reported in MPN patients and in a JAK2V617F MPN mouse model, leading to 

increased thrombosis in mice15. Nevertheless, the mechanisms that are responsible for increased 
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NETosis remain unknown, leaving unanswered the question of which actor to target to decrease 

the thrombotic risk.  

In this study we aimed to understand whether JAK2V617F neutrophils are intrinsically prone to 

NETosis and thrombosis, or whether they require other partners such as platelets. To answer this 

question, we used two mouse models: one mimicking patients’ MPN with progressive 

development of JAK2V617F clonal hematopoiesis together with JAK2 wild type hematopoiesis, 

and another with a restriction of JAK2V617F expression in neutrophils.  
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Methods 

Generation and characterization of PF4iCre;JAK2V617F/WT, PF4iCre;JAK2V617F/W;mT/mG 

and MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice 

Conditional heterozygous JAK2V617F/WT knock-in (JAK2V617F KI) mice have been previously 

described16. PF4iCre;JAK2V617F/WT mice were generated by crossing JAK2V617F/WT KI mice with 

PF4iCre transgenic mice17 allowing constitutive expression of JAK2V617F under dependence of 

PF4 promoter. PF4iCre;JAK2V617F/WT mice were crossed with mT/mG mice18 to obtain 

PF4iCre;JAK2V617F/W;mT/mG mice, in order to visualize efficacy of recombination with green-

fluorescent protein (GFP) expression. MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice were generated by crossing 

JAK2V617F/WT KI mice with MRP8iCre transgenic mice19 allowing constitutive expression of 

JAK2V617F  under dependence of MRP8 promoter. PF4iCre-negative;JAK2V617F/WT and 

MRP8iCre-negative;JAK2V617F/WT mice were used as controls. Adult mice were genotyped by 

PCR using the P1/P2 primer set for the wild-type allele and for the JAK2 Flex allele: P1: 5’-

GTCTGTCCAAAGAGTCTGTAAGTAC- 3’ ; P2 : 5’-GCTCCAGGGTTACACGAGTC- 3’. 

For PF4 Cre-recombinase, forward primer: 5'-CTCTGACAGATGCCAGGACA-3', and reverse 

primer: 5’-TCTCTGCCCAGTCATCCT-3’ were used. Haematocrit, hemoglobin level, platelet, 

and white cells count were determined using an automated counter (Scil Vet abc Plus+) on blood 

collected from the sublingual vein in EDTA containing tubes. 

 

DNA purification and quantitative allele-specific PCR in neutrophils of 

PF4iCre;JAK2V617F/WT and MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice 

Mice were anesthetized, and blood was collected via the retro-orbital venous plexus in 

polypropylene Eppendorf tubes containing EDTA. Within 2 hours after collection, blood was 

processed for neutrophils isolation. We used EasySep Mouse Neutrophil Enrichment Kit 

(StemCell), following manufacturer’s instructions. Genomic DNAs were purified from isolated 

neutrophils using NucleoSpin Tissue kit (Macherey-Nagel, 740952). For dosage of wild type 
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(WT) and mutated JAK2 DNA, quantitative allele specific PCR from gDNA was conducted 

using the GAAGCAGCAAGCATGATGAG forward primer and the 

AAAGACAAGCAGCTGGCTTTACTTAC reversed primer for PCR amplification and the 

GTGTCTGTTTCTGTGGA JAK2V617F probe or the GTGTCTGTGTCTGTGGA JAK2WT 

probe to identify amplified fragments from the mutated or WT JAK2 DNA, respectively. It was 

performed on a 7500 Real Time PCR System AB (Applied Biosystems, Foster City, USA) and 

analysed with associated software. 

 

Flow cytometry 

After erythrocytes lysis, blood or bone marrow cells were incubated with Fc blocker (BD 

Pharmingen, 24G2 clone) before being stained with anti-Ter-119 (APC Rat anti-mouse Ter119, 

BD Pharmingen, Ter-119 clone), anti-CD42 (APC anti-mouse CD42d, BioLegend, 1C2 clone) 

or anti-Ly6G antibody (APC rat anti-mouse Ly6G, BD Pharmingen, 1A8 clone). Flow cytometry 

analysis was performed using an Accuri C6 flow cytometer (BD Pharmingen). Data were 

interpreted using BD Accuri C6 Analysis Software.  

 

Mouse neutrophil isolation and NET quantification 

Neutrophils were isolated as described earlier and then plated at 50 000 cells per 24-well plates 

in triplicate. They were then stimulated or not with 50 nM phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA, Sigma-Aldrich) for 15 hours at 37°C. After fixation with 2% paraformaldehide (PFA), 

samples were blocked with 5% of bovine serum albumin (BSA), and rinsed. NET were stained 

with a rabbit polyclonal anti-Histone H3 antibody (abcam, reference: ab1791) resolved with 

Alexa Fluor 588 conjugated secondary antibody (Invitrogen, Carlsbad, California). Cells were 

mounted in Vectashield mounting medium containing 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 

Vector Laboratories, Burlingame, California), imaged with a fluorescent microscope 

(AxioObserver, Zeiss) and analyzed by ZEN imaging software (Zeiss). Quantification of NET 
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was based on morphological criteria that included nuclear delobulation and swelling and/or 

extension of web-like DNA strands among neutrophils positive for H1 staining. Results are 

expressed as percent NETs of DAPI-positive neutrophils. NET quantification was assessed 

independently by two investigators blinded to the conditions (AG and SF).  

 

Plasma free DNA quantification 

To perform mice DNA quantification, mice were anesthetized, and blood was obtained by retro-

orbital venous plexus sampling in polypropylene Eppendorf tubes containing citrate. Plasma was 

prepared after two centrifugations at 2400 g for 10 min at room temperature. DNA level was 

measured using fluorescent probe and detection of fluorescence at 520nm after excitation at 480 

nm (Quant-It PicoGreen dsDNA, Fisher Scientific), according to the manufacturer’s instructions. 

50µL of plasma was used, in duplicate.  

 

Analysis of spontaneous thrombus formation  

10 to 12 week-old PF4iCre;JAK2V617FV617F/WT and PF4iCreERT2-negative;JAK2V617F/WT mice 

were used for all experiments. After euthanasia, an incision was performed in the thoracic wall 

to expose heart and lungs. To wash lung vessels and avoid fresh blood clotting, PBS without 

CaCl2 and MgCl2 (Gibco ThermoFisher Scientific) was perfused after intra-cardiac injection 

during 3 minutes. Then, 10% neutral-buffered formalin was perfused for another 3 minutes to fix 

the tissues in vivo. Lungs were then removed and preserved in formalin for at least 24 hours 

before paraffin embedding.  

 

Histology 

To quantify thrombus formation in mice, we used Carstairs staining. This technique allows 

visualization of platelets, red blood cells and fibrin{von Bruhl, 2012 #10}. Slides were hydrated 

in xylol and ethanol to distilled water, followed by incubation in 5% ferric ammonium sulfate for 
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5 min, washing, and staining by Mayer hematoxylin for 5 min and Picric Acid-orange G solution 

for 1 hour. After washing, slides were stained by 1% phosphotungstic acid for 10 min, Ponceau 

Fuchsin solution for 7 min, washing, and 1% phosphotungstic acid for 10 minutes. After 

washing, slides were stained with Anilin blue solution for 30 min, and rinsed in distilled water. 

Slides were dehydrated and covered with a coverslip using mounting medium. Presence of 

thrombi was assessed by fibrin deposition in the lumen of a vessel. Thrombus quantification was 

performed using an optical microscope and pulmonary area was measured to calculate the ratio 

thrombi number/pulmonary area (number of thrombi/cm2). Three slides per mouse were 

analyzed by two independent observers, blindly. Sections were visualized using a Nikon 

Microphot-FXA microscope (10 x objective), and images were captured with a Axiocam HR 

digital Camera (Zeiss, Germany), and analyzed using ZEN imaging software (Zeiss). 

 

Systemic Collagen/Epinephrine-Induced Thrombosis and DNase treatment 

DNase 1 (Pulmozyme, Genentech) was diluted in sterile saline and injected intravenously. 

Control mice were injected with the DNase vehicle buffer [sodium chloride (8.77 mg/ml) and 

calcium chloride (0.15 mg/ml)] diluted in sterile saline. Three hours after DNase treatment, 

75µg/kg collagen (Nycomed Pharma, 7806141/450) and 30µg/kg epinephrine (Helena 

Laboratories, 5367) were injected intraperitoneally and 3 minutes after, mice were euthanized.  

 

NETs formation assays in the presence of platelets 

Neutrophils were isolated as described earlier. For platelets isolation, blood was collected via the 

retro-orbital venous plexus in polypropylene Eppendorf tubes containing ACDA. Platelets-rich-

plasma was collected after centrifugation at 200 g for 6 minutes at room temperature. PRP was 

then pelleted at 700 g in the presence of prostaglandin I2 (PGI2) (2µg/mL). Pellets were washed 

using thyrode-Hepes buffer [134 mM NaCl, 0.34 mM Na2HPO4, 2.9 mM KCl, 12 mM 

NaHCO3, 5 mM Hepes, 1 mM MgCl2, 5 mM glucose, and 0.35% BSA (pH 7.4)] containing 
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PGI2. Washed platelets (150 µl with 5 × 105 platelets/µl), in Tyrode-Hepes buffer containing 2 

mM CaCl2, were stimulated or not using 50 µM thrombin-receptor activated peptide (TRAP). 

Platelets were then incubated with neutrophils for 30 minutes at 37°C. After PFA fixation and 

saturation with 5% BSA PBS, NET were stained and quantified as described earlier. 

 

Statistical analysis 

Results are expressed as mean ± SEM. Statistical significance was calculated using the Student t 

test or Mann-Whitney statistical test to compare differences between 2 groups. For multiple 

groups, we used 1-way-ANOVA followed by Tukey post-hoc test or 2-way-ANOVA followed 

by Sidak post-hoc test. GraphPad Prism 6 was used. A p value < 0.05 was considered 

statistically significant. 
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Results 

The PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model resembles human JAK2V617F MPN 

To study the involvement of JAK2V617F neutrophils in thrombosis, we developed a new 

conditional JAK2-driven MPN mouse model, using conditional heterozygous JAK2V617F/WT 16 

mice crossed with PF4iCre transgenic mice17. As PF4-Cre was shown to be active in a fraction 

of hematopoietic stem cells20 we reasoned that PF4iCre;JAK2V617F/WT mice could be a relevant 

model of MPN, with clonal JAK2V617F hematopoiesis coexisting with JAK2 wild type 

polyclonal hematopoiesis, and progressive development of myeloproliferation. Given that PF4-

Cre is expressed in the majority of megakaryocytes20,17, we were not surprised to observe a 

thrombocytosis in 4-week-old PF4iCre;JAK2V617F/WT mice (Fig. 1A). During the first 2 months, 

the thrombocytosis stayed isolated thus mimicking ET. But at the age of 10 weeks, hematocrit 

and neutrophils counts were elevated, resembling PV, and this phenotype remained after 16 

weeks of observation. Examination of the spleen in 12-week-old mice revealed splenomegaly 

(Fig. 1B). 

To precisely measure the size of the JAK2V617F clone and the efficiency of Cre-recombination 

in hematopoietic lineages, we crossed PF4iCre;JAK2V617F/WT mice with reporter mT/mG mice18. 

In control mouse blood, flow cytometry analysis revealed green-fluorescent protein (GFP) 

expression in 99% of platelets as expected, but also in a minority (<10%) of red blood cells and 

neutrophils (Fig. 1C) consistent with an expression of PF4 in a fraction of HSC20 (Fig. 1C). In 

the MKs, erythroblasts and myeloid precursors, close results were obtained to those found in the 

respective mature blood cells but with a slight decrease in the frequency of GFP+ cells. In 

PF4iCre;mT/mG;JAK2V617F/WT mice, almost all platelets and red blood cells were GFP+ and 

around 50% of neutrophils. As expected, almost all MKs of the bone marrow were GFP+, but 

only a minority of erythroblasts (≈ 13%) and myeloid precursors (≈ 8%) were positive. This is 

consistent with the fact that JAK2V617F induces a marked proliferative advantage during late 

differentiation (Fig. 1C and D). We also performed JAK2V617F/ total JAK2 quantification in 
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neutrophils isolated from PF4iCre;JAK2V617F/WT and confirmed expression of JAK2V617F 

mutation in neutrophils (data not shown). Altogether, these data indicate that the 

PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model mimics the human MPN, with presence of small numbers of 

JAK2V617F HSC together with a majority of JAK2 wild-type HSC, bone marrow proliferation 

of all hematopoietic lineages, responsible for the development of an ET- rapidly followed by a 

PV-like phenotype after 10 weeks of age.  

 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model allow specific expression of JAK2V617F in 

neutrophils 

To understand whether the increased NET formation that has been described in MPN is due to 

the presence of JAK2V617F in neutrophils only, we crossed mice carrying a flexed allele of 

JAK2V617F16 with a granulocyte lineage-specific MRP8-Cre-Ires/GFP transgenic mouse mice19 

(Fig. 2A). Blood cell parameters stayed comparable between MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice and 

controls (Fig. 2B). To analyze recombination efficiency, we measured GFP expression in 

hematopoietic lineages as MRP8iCre mice allow GFP expression in Cre-expressing cells. No 

GFP positive cell was observed among red blood cells and platelets, but more than 75% of 

neutrophils were GFP positive in MRP8iCre;JAK2V617F/WT and control mice (Fig. 2C). 

JAK2V617F/ total JAK2 quantification was performed in neutrophils isolated from 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT and confirmed expression of JAK2V617F mutation in neutrophils (data 

not shown).   

 

Neutrophils from MRP8iCre;JAK2V617F/WT and PF4iCre;JAK2V617F/WT mice are more prone 

to form NET when stimulated with PMA 

We first analyzed NET formation in neutrophils isolated from PF4iCre;JAK2V617F/WT mice, a 

mouse model mimicking MPN disease in patients, and we found an increased NET formation 

after PMA stimulation, while spontaneous NET formation was similar between control and 
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PF4iCre;JAK2V617F/WT mice (Fig. 3A and C). In accordance with this increased NET formation, 

we observed an increased plasmatic concentration of dsDNA in from PF4iCre;JAK2V617F/WT 

mice versus control mice (Fig. 3D). We then analyzed NET formation in neutrophils isolated 

from MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice and observed that NET formation was also increased in 

neutrophils from MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice after PMA stimulation, but not spontaneously 

(Fig. 3B). However, plasmatic dsDNA concentration was not different between control mice and 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice (Fig. 3D), suggesting that in vivo, JAK2V617F neutrophils do not 

spontaneously form NETs if they are not stimulated by an extrinsic factor. Altogether, these 

results support the notion of increased NET formation during MPN, but only after extrinsic 

stimulation of JAK2V617F neutrophils.  

 

Thrombosis formation is increased in PF4iCre;JAK2V617F/WT mice  

To investigate whether PF4iCre;JAK2V617F/WT mice display a higher propensity for thrombosis, 

we examined spontaneous pulmonary thrombus formation using Carstairs staining to quantify 

thrombi. This staining allows viewing of platelets, red blood cells, and fibrin13. Increased 

thrombus formation was observed in the lungs of PF4iCre;JAK2V617F/WT mice compared to 

control mice (Fig. 4A and B). We then analyzed lung thrombus formation in 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice and did not find spontaneous thrombus formation (Fig. 4A). To 

determinate whether NET formation participates in the increased thrombus formation observed 

in PF4iCre;JAK2V617F/WT mice, we next performed thrombus formation experiments after 

administration of type I DNAse in a collagen/epinephrine model of induced thrombosis. We 

observed that DNAse pre-treatment was protective against thrombosis occurrence (Fig. 4C). 

These results suggest that NETs participate in the physiopathology of thrombosis during MPN. 

However, the presence of JAK2V617F in neutrophils only, as in MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice, 

is not sufficient to promote thrombosis.  
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JAK2V617F platelets enhance NET formation during MPN 

Given that platelets are known to cooperate with neutrophils to induce NET21, we hypothesized 

that JAK2V617F platelets could be the extrinsic factor that would stimulate JAK2V617F 

neutrophils for NETosis. We thus analyzed NET formation in control or JAK2V617F mutated 

neutrophils (isolated from MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice) in presence of control or JAK2V617F 

mutated platelets (isolated from PF4iCre;JAK2V617F/WT mice). We first performed this 

experiment with non-activated platelets. We observed that control or JAK2V617F platelets have 

no effect on control neutrophils in term of NET formation (Fig. 5B). On the contrary, 

JAK2V617F neutrophils form more NETs when they are incubated with JAK2V617F platelets 

but not with control platelets (Fig. 5A). We observed similar results when we preactivated the 

platelets with thrombin-receptor activated peptide (Fig 5B).  

These results demonstrate that V617F mutated platelets enhance NET formation from V617F 

mutated neutrophils, and that presence of the mutation in neutrophils only is not sufficient to 

induce a spontaneous NET formation.  
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Discussion 

The main complication of MPN is thrombosis, and in up to 30% of patients, thrombosis is the 

first manifestation of the disease, leading to its diagnosis. Besides, venous thromboses in usual 

sites, such as splanchnic thrombosis or cerebral venous thrombosis are associated with MPN, 

without any understanding why. Deciphering the physiopathology of thrombosis in these 

diseases is thus a challenge, as it would allow better therapeutic targeting, and potential 

development of biomarkers associated with or predictive for thrombosis. Recently Wolach et al. 

highlighted the role of neutrophils extracellular traps in MPN-related thrombosis. They first used 

a model of venous thrombosis in a mouse model of JAK2V617F MPN. Nevertheless, they used 

VavCre/Jak2V617F mice, which carry the JAK2V617F mutation both in blood and endothelial 

cells. They also performed experiments of stenosis of the inferior vena cava, in a model of 

transplantation of blood marrow from VavCre/Jak2V617F mice in wild-type mice, but with 

potential bias secondary to mice irradiation15. Given that JAK2V617F endothelial cells by 

themselves promote thrombosis22, we aimed to assess the role of NET formation in thrombosis 

in a mouse model of MPN restricted to blood cells, as is most often the case in patients. There 

are multiple mouse models restricted to the hematopoietic lineages described in the literature. 

Mx-Cre or Scl-Cre are inducible after interferon (IFN) injections, with the inconvenient that IFN 

may have its proper effect on bone marrow cells. Some groups use bone marrow transplantation 

to restrict JAK2V617F expression in bone marrow and blood cells, with the inconvenient that 

irradiation can modify the homeostasis of mice, especially in the endothelium. As PF4 is 

expressed in a fraction of normal HSC20, we chose to cross PF4iCre transgenic mice with 

JAK2V617F/WT KI mice reasoning that we would reproduce the disease found in patients. Indeed, 

we observed that PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model allows the occurring of MPN in mice, as it 

can be observed in patients, with an earlier thrombocytosis, followed by an increase in 

hematocrit and leukocyte counts. This model thus allows the presence of the JAK2V617F 
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mutation in all hematopoietic lineages, without need of tamoxifen or interferon injection, neither 

bone marrow transplantation.  

PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model has advantages described upper but do not allows to analyse 

the specific consequences of the presence of JAK2V617F in neutrophils only. So, we next chose 

to study the MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model, allowing a neutrophil-specific recombination 

and the presence of the JAK2V61F mutation in neutrophils, without presence in other 

hematopoietic cells. By comparing these two mouse models, our study allowed us to progress on 

understanding the mechanisms involved in the increase NET formation during MPN.  

We also show that the propensity of JAK2V617F mutated neutrophils is not sufficient to induce 

thrombosis, with a need of stimulation by platelets to provoke it. Indeed, our study show that 

lung thrombosis is increased in, model mimicking the disease found in patients, but not in the 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model allowing the presence the JAK2V617F mutation in 

neutrophils only. Ex vivo experiments confirm that JAK2V617F platelets and neutrophils have 

synergistic effects to induce an increased NET formation.  

Thrombus formation implicate monocytes and neutrophils in collaboration with coagulation 

factors and endothelial cells. Neutrophils possess cell-specific mechanisms to potentiate 

thrombosis. When activated, neutrophils can form neutrophil extracellular traps, i.e decondensed 

DNA associated with histones and granular enzymes (neutrophil elastase, myeloperoxydase, 

cathepsin G)9,11. NET can participate in the physiopathology of thrombosis via several 

mechanisms: inhibition of anticoagulant proteins as tissue factor pathway inhibitor (TFPI) or 

thrombomodulin (TM)14, recruitment and activation of platelets10, activation of the intrinsic 

pathway of coagulation via activation of factor XII13, activation of the extrinsic pathway of 

coagulation via binding of tissue factor (TF), activation of endothelial cells23,24. Peptidyl arginine 

deiminase 4 (PAD4) is a crucial enzyme for NETosis. During NETosis, there is a translocation 

of PAD4 to the nucleus, leading to a citrullination of histones and a decondensation of 

chromatin, first step of NETosis. PAD4 can be activated by an increased in ROS production, and 
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via calcium impulses25. Neutrophil elastase (NE) and myeloperoxydase (MPO) also participate 

in the chromatin decondensation26,27. The release of NET can be separated between NETosis 

leading to death of neutrophils (named late suicidal NETosis) and NETosis occurring during a 

process of phagocytosis and chemotaxis (named early vital NETosis). Late suicidal NETosis, 

triggered by PMA or antibodies, is characterized by involvement of neutrophils ROS production 

and PAD4 nuclear translocation. In contrary, early vital NETosis, principally triggered by 

platelets or pathogens as E. Coli or S. Aureus, does not necessarily imply ROS production28.  

In our study, we demonstrate that JAK2V617F mutated platelets can trigger NET formation 

during MPN. Previous studies have shown that platelets were activated in patients with MPN: 

increase of P-Selectin and tissue factor expression, leukocytes-platelets aggregates, plasmatic 

markers of platelets activation (CD40-ligand, thromboxane A2)2,4,3,29. In mice, results from 

previous studies are more controversial. Lamrani and al. have showed a hypo-reactivity of 

platelets in a VavCre;JAK2V617F mouse model6. These results were recently confirmed by 

Wolach and co-authors15. On contrary, Hobbs and co-authors have showed a platelet activation 

in a MxlCre;JAK2V617F mouse model, mimicking essential thrombocytemia found in patients5. 

Etheridge and co-authors have studied two mouse models: the PF4-Cre/FF1 mouse model and 

the Tie2-Cre mouse model, the last allowing recombination in hematopoietic and endothelial 

cells. In their study, they did not find difference concerning platelet aggregation or integrin 

expression between control, PF4Cre/FF1 and TieCre/FF1 mice30. Differences of platelets 

functions found in these previous studies can be attributed to the different mouse models studied, 

with different kinetics in hematopoietic cells proliferation, and variation of recombination 

between the different lineages. Our PF4Cre;JAK2V617F/WT mouse model develop a 

thrombocytosis in 8 weeks, following by an increase in hematocrit and leukocytes levels, thus it 

may be a model more similar to the MxlCre model than to the VavCre model.  

Previous studies have shown that platelets trigger the formation of NET. Clark and co-authors 

have demonstrated that LPS activated platelets can trigger NET formation, participating in 
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bacteria trapping21. Interestingly, it has been recently shown that neutrophils stimulation by 

platelets was under the dependence of P-Selectin and PSGL1 link31. Our results confirm that 

platelets are a major player of NET formation, especially in the context of MPN disease during 

which platelets and neutrophils are activated.  

Our study has potential therapeutic implications. Indeed, we demonstrate that neutrophils and 

platelets collaborate to induce an increase NET formation during MPN. These results confirm 

the need of inhibit platelet activation during MPN, especially with aspirin treatment. 

Interestingly, these datas indicate that aspirin prescription (or other platelet function inhibitor) 

can be a useful inhibitor of neutrophil activation and NET formation. Target neutrophils and 

NET formation during MPN can be another alternative, maybe via inhibiting JAK/STAT 

pathway, with ruxolitinib for example.  
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Figure Legends 

Figure 1. PF4iCre;JAK2V617F/WTmouse model is a reliable model of MPN disease. (A) 

Occurrence of proliferation of platelets, red blood cells, leukocytes and neutrophils in 

PF4iCre;JAK2V617F/WT mouse model. (B) Occurence of splenomegaly in PF4iCre;JAK2V617F/WT 

mouse. Statistical significance by Student t-test.   (C) Presence of recombination in platelets, red 

blood cells and neutrophils of PF4iCre;JAK2V617F/WT;mT/mG  mouse model. Statistical 

significance by Mann-Whitney test. N = 5 mice per group. (D) Presence of recombination in 

megakaryocytes, erythroblasts, and granular progenitors of  PF4iCre;JAK2V617F/WT;mT/mG 

mouse model. Statistical significance by Mann-Whitney test. N = 5 mice per group. *P < 0.05; 

**P < 0.01.  

 

Figure 2. MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model allow neutrophil specific presence of 

JAK2V617F mutation. (A) We crossed MRP8Cre+/- mice with JAK2V617FFlex/WT mice to 

obtain MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model. (B) Absence of neutrophils, platelets, red blood 

cells proliferation in MRP8iCre;JAK2V617F/WT model. (C) Occurrence of recombination 

visualized by GFP expression in more than 70% of neutrophils in MRP8iCre;JAK2V617F/WT 

mouse model, without recombination in platelets or red blood cells. Statistical significance by 

Mann-Whitney test. N = 5 mice per group. 

 

Figure 3. There is an increased NET formation in PF4iCre;JAK2V617F/WT and 

MRP8iCre;JAK2V617F/WT mouse model. (A) NET formation is increased in 

PF4iCre;JAK2V617F/WT and (B) MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice than in control in presence of 

PMA. (C) Representative images of NET formation in presence of PMA in control and 

PF4iCre;JAK2V617F/WT mice. Scale bar: 100µM. (D) Plasmatic DNA concentration is increased in 
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PF4iCre;JAK2V617F/WT mice than in control and MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice . Statistical 

significance by Mann-Whitney test and one-way ANOVA and post-hoc Dunn test . *P < 0.05; 

**P < 0.01.  

 

Figure 4. There is an increased thrombus formation in PF4iCre;JAKV617F/WT but not in 

MRP8iCre;JAKV617F/WT mouse model. (A) Spontaneous lung thrombus formation is increased in 

PF4iCre;JAK2V617F/WT mice than in control, but not in MRP8iCre;JAK2V617F/WT mice. (B) 

Representative images of lung thrombus using Carstairs staining in control mice and 

PF4iCre;JAK2V617F/WT mice. Scale bar: 500µM. (C) Lung thrombus formation is reduced after 

DNAse treatment in PF4iCre;JAK2V617F/WT mice. Statistical significance by Mann-Whitney test. 

*P < 0.05.  

 

Figure 5. JAK2V617F platelets and neutrophils are necessary to induce increased NET 

formation. There is increased NET formation in presence of JAK2V617F platelets and 

JAK2V617F neutrophils, without activation (A) or after platelet activation (B) with thrombin-

receptor activated peptide (TRAP) during 30 minutes at the concentration of 50µM.  Statistical 

significance by one-way ANOVA analysis of variance and Dunn post-hoc test. *P < 0.05; **P < 

0.01.***P < 0.001. 
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1ère partie : Etude du rôle des cellules endothéliales avec mutation 
JAK2V617F dans la physiopathologie de la thrombose des 
néoplasies myélo-prolifératives avec mutation JAK2V617F 
 

 

I. Principaux résultats obtenus 
 

Dans cette première partie, nous avons premièrement montré que la survenue de thrombose 

au niveau pulmonaire était augmentée chez les souris PDGFb-iCre;JAK2V617F/WT, exprimant la 

mutation JAK2V617F dans les cellules endothéliales uniquement.  

 

L’étape suivante a été de caractériser les cellules endothéliales JAK2V617F, dans ce 

modèle murin, mais également à l’aide d’expériences réalisées in vitro, à l’aide d’HUVEC 

possédant la mutation JAK2V617F (réalisation d’une transduction avec un lentivirus 

JAK2V617F). Nous avons ainsi constaté que les HUVEC JAK2V617F ne possédaient pas de 

propriétés pro-coagulantes, sans différence en termes de génération de thrombine, d’activation 

de la protéine C, ou de modifications du métabolisme oxydatif. Par contre, nous avons constaté 

in vitro et in vivo que les CE JAK2V617F entraînaient une augmentation de l’adhésion des 

cellules mononuclées et des neutrophiles.  

 

La question suivante a été de déterminer les protéines responsables d’une telle 

modification de phénotype et nous avons ainsi pu montrer que les taux de P-Selectine et de 

facteur Willebrand étaient augmentés à la surface des HUVEC JAK2V617F, mais également 

chez les souris PDGFb-iCre;JAK2V617F/WT. Connaissant le rôle crucial de la P-Sélectine dans la 

physiopathologie de la thrombose en dehors des NMP, nous avons focalisé notre attention sur 

cette protéine et ainsi montré que son inhibition menait à une diminution de l’adhésion et du 

rolling des leucocytes, mais également permettait de prévenir la survenue de thrombose dans le 

modèle murin PDGFb-iCre;JAK2V617F/WT.  

 

Enfin, l’hydroyurée ayant montré un effet direct anti-adhesif sur les CE et étant un 

médicament couramment utilisé en pratique clinique au cours des NMP, nous avons voulu savoir 

si ce traitement pouvait jouer un rôle au niveau des CE JAK2V617F. Et, en effet, nous avons 

constaté que l’administration d’HU prévenait la survenue de thrombose, inhibait l’adhésion et le 
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rolling des leucocytes sur les CE JAK2V617F, mais jouait également un rôle direct sur les CE en 

diminuant l’adhésion des neutrophiles dans des expériences réalisées in vitro.  

 

Ces résultats soulèvent cependant plusieurs questions que j’aborderai dans les paragraphes 

suivants.  

 

II. Limites, questions soulevées et perspectives futures 
 

A. Comment la mutation JAK2V617F peut-t-elle survenir dans une cellule 
endothéliale ? 
 

Au cours des néoplasies myélo-prolifératives avec mutation JAK2V617F, la mutation 

JAK2V617F survient dans un contingent de cellules souches hématopoiétiques, conférant à 

celles-ci un avantage prolifératif et de survie et expliquant la prolifération sanguine retrouvée.  

 

Nous pouvons formuler quatre hypothèses principales (non antinomiques) pour 

expliquer la survenue de la mutation JAK2V617F dans le compartiment endothélial (Figure 23):  

 

1/ la mutation JAK2V617F survient dans une cellule très immature capable de se 

différencier en cellules hématopoiétiques et en cellules endothéliales (hypothèse d’un 

hémangioblaste).  

 

2/ la mutation JAK2V617F survient dans une cellule endothéliale qui est capable de donner 

naissance à des cellules souches hématopoiétiques (hypothèse de l’endothélium 

hémogénique).  

 

3/ la mutation JAK2V617F est acquise par des cellules endothéliales matures via la 

migration puis la transdifférenciation de cellules d’origine hématopoiétique au niveau du 

vaisseau (hypothèse de l’intégration de cellules hématopoiétiques et/ou d’une différenciation 

hémato-endothéliale)  

 

4/ la mutation JAK2V617F est acquise par les cellules endothéliales via un transfert génique.  
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Figure  23  :  Hypothèses  de  survenue  de  la  mutation  JAK2V617F  dans  le  compartiment  endothélial    
Au   niveau   médullaire,   il   existe   des   arguments   pour   l’existence   d’un   hémangioblaste,   cellule   donnant  
naissance  à  une  cellule  souche  hématopoiétique  et  un  progéniteur  endothélial.  La  mutation  JAK2V617F  
pourrait  survenir  dans  cette  cellule  (Hypothèse  1).  La  mutation  JAK2V617F  pourrait  également  survenir  
dans   une   cellule   endothéliale,   ce   qui   favoriserait   sa   différenciation   en   cellule   souche   hématopoiétique  
(Hypothèse   2).  Au   niveau  périphérique,   une   cellule   d’origine   hématopoiétique   pourrait   intégrer   la   paroi  
vasculaire  voire  effectuer  une  différenciation  en  cellule  endothéliale   (Hypothèse  3).  Moins  probable,  on  
pourrait  imaginer  un  transfert  de  la  mutaiton  JAK2V617F  entre  une  cellule  hématooiétique  et  une  cellule  
endothéliale  (Hypothèse  4).  
 
 

En plus d’expliquer la présence de la mutation JAK2V617F au sein du compartiment 

endothélial, les hypothèses ainsi formulées nous ont permis d’approfondir et d’élargir les travaux 

de l’équipe aux questions suivantes :  

-‐   Existe-t-il une transition endothélio-hématopoiétique au cours des NMP JAK2V617F ?  

-‐   A l’inverse, les cellules hématopoiétiques sont-elles capables d’intégrer puis de se 

différencier en cellules endothéliales matures ?  
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a. L’hypothèse d’un hémangioblaste 
 

 
1) La recherche d’un progéniteur commun aux lignées hématopoiétique et 

endothéliale ou hémangioblaste   
 

Le fait que les cellules immatures hématopoiétiques et endothéliales partagent des 

marqueurs communs (CD34, CD133, VEGF-R2 (ou KDR)) suggère que ces deux types 

cellulaires pourraient avoir un progéniteur commun. Une des voies pour identifier ce progéniteur 

commun a été de chercher à déterminer l’origine des progeniteurs endothéliaux circulants 

(Asahara et al., 1997). Des arguments plaident pour une origine médullaire de ces cellules. En 

1999, Asahara et ses co-auteurs ont effectué des expériences de transplantation médullaire en 

utilisant comme souris donneuses des souris exprimant la ß-galactosidase sous la dépendance de 

promoteurs endothéliaux (FlK1 et Tie2), afin de « tracer » dans les souris receveuses les cellules 

endothéliales progénitrices. A l’aide de modèles d’angiogenèse post-natale (ischémie de patte, 

ischémie myocardique, angiogenèse tumorale), ils ont ainsi montré que les cellules endothéliales 

progénitrices présentes dans les sites d’angiogenèse exprimaient la ß-galactosidase, plaidant en 

faveur d’une origine médullaire de ces progéniteurs endothéliaux circulants (Asahara et al., 

1999). En 2002, Grant et son équipe ont étudié des souris receveuses de cellules souches 

hématopoiétiques (cellules lin-sca+c-Kit+ ou LSK) exprimant la GFP (green fluorescent 

protein). Dans ces souris receveuses, un modèle de néovascularisation rétinienne (injection de 

VEGF et traitement par laser) a été développé, permettant la mise en évidence de cellules 

endothéliales GFP positive dans les vaisseaux nouvellement formés. Cette étude apportait des 

arguments pour une participation de progéniteurs endothéliaux d’origine médullaire dans la 

néovascularisation (Grant et al., 2002).  

En 2004, l’équipe menée par William Fleming a également utilisé un modèle de greffe 

osseuse à partir de moelle totale ou de cellules LSK exprimant la GFP. Les auteurs ont montré 

que des cellules endothéliales de souris receveuses exprimaient la GFP, au niveau de différents 

territoires vasculaires : veine portale, veine centrale de la rétine, vaisseaux sinusoïdes et 

artérioles hépatiques. Démontrant que la greffe d’une seule cellule LSK GFP-positif donnait lieu 

à la présence de cellules endothéliales GFP-positif chez la souris receveuse 6 mois après la 

transplantation, les auteurs apportaient de nouveaux arguments pour la clonalité d’un progéniteur 

commun aux deux lignées, hématopoiétique et endothéliale, situé dans le compartiment des 

cellules LSK (Bailey et al., 2004). Cette étude ne permet cependant pas d’exclure la possibilité 

que des monocytes et/ou CFU-EC puissent s’intégrer au niveau de la paroi vasculaire. 
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Chez l’homme, en 2000, Lin et son équipe ont étudié des patients ayant reçu une greffe 

de moelle osseuse à partir de donneurs non apparentés sur le sexe, afin de pouvoir déterminer 

l’origine des progéniteurs endothéliaux circulants via l’étude des chromosomes sexuels en 

hybridation in situ en fluorescence (FISH) chez les patients receveurs. Dans cette étude, les 

auteurs montrent que la majorité des progeniteurs endothéliaux circulants (PEC) des patients 

receveurs avaient le génotype du donneur, plaidant en faveur d’une origine médullaire de ces 

PEC (Lin et al., 2000). En 2004, l’équipe de Fleming a également étudié les cellules 

endothéliales situées au niveau cutané et intestinal de patients ayant reçu une greffe de moelle 

osseuse de donneurs non apparentés sur le sexe. Les auteurs montraient, également par technique 

de FISH, que des cellules endothéliales de patients receveurs provenaient du donneur (Jiang et 

al., 2004). Une autre équipe a apporté en 2002 des arguments pour l’existence d’un 

hémangioblaste existant en post-natal chez l’homme. Cette équipe a étudié des cellules co-

exprimant les marqueurs CD34 et KDR, issues de sangs de cordon et de moelle osseuse. Les 

auteurs ont montré que la mise en culture de cellules CD34+KDR+ entraînait la formation de 

colonies hémato-endothéliales, ce qui n’était pas le cas de cellules CD34+KDR-. Utilisant des 

expériences de dilutions limites, les auteurs ont démontré la clonalité des cellules CD34+KDR. 

Enfin, les auteurs montraient que des cellules « filles » de colonies primaires (hématopoiétique, 

endothéliale, ou hémato-endothéliale) pouvaient générer (après « passage ») des colonies de 

différenciation autre que les cellules « mère », constituant un argument pour la présence d’un 

programme de différenciation double de ces cellules CD34+KDR+, flexible et modulable selon 

les conditions de culture. En conclusion, les auteurs de cette étude plaidaient pour l’existence 

d’un hémangioblaste en post-natal, cellule porteuse des antigènes CD34 et KDR (Pelosi et al., 

2002). On peut cependant apporter un « bémol » à cette étude, réalisée avant la mise en évidence 

de différents types de progéniteurs endothéliaux, avec la possibilité éventuelle que l’ 

« hémangioblaste » mis en évidence soit en fait un progéniteur endothélial précoce, ou CFU-EC.  

 

 2) La recherche d’un hémangioblaste à l’aide du modèle des hémopathies malignes 
 

Un des moyens réalisables pour la recherche d’un progéniteur commun aux lignées 

hématopoiétique et endothéliale est d’étudier des maladies de la lignée hématopoiétique 

caractérisées par un marqueur de clonalité, et de rechercher ce marqueur au niveau des cellules 

endothéliales. Ainsi, en 2000, Gunsilius et son équipe ont étudié six patients avec leucémie 

myéloïde chronique (LMC) porteurs d’un transcrit de fusion BCR-ABL. Après obtention de 

progéniteurs endothéliaux circulants à partir de cellules mononuclées de sang périphérique ou de 

moelle osseuse, les auteurs ont montré qu’une proportion de cellules endothéliales (allant de 0 à 
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56%) de patients exprimaient le transcrit BCR-ABL, constituant un argument pour l’existence 

d’un hémangioblaste porteur de cette anomalie moléculaire. De plus, chez un patient avec LMC, 

le transcrit de fusion était retrouvé au niveau de l’endothélium vasculaire myocardique, 

témoignant de la présence de cellules endothéliales avec transcrit de fusion BCR-ABL in vivo 

(Gunsilius et al., 2000). Dans cette étude, les auteurs arguaient donc de l’existence d’un 

progéniteur commun aux deux lignées, hématopoiétique et endothéliale, au cours de la LMC. Il 

est difficile cependant d’émettre des conclusions définitives sur le type de cellules endothéliales 

analysées. Même si les auteurs rapportent l’analyse de cellules endothéliales différenciées, on 

peut se poser la question de savoir si ces cellules ne sont pas des CFU-EC, donc dérivées de 

cellules hématopoiétiques, ce qui irait contre l’existence d’un tel hémangioblaste. De même, ces 

résultats ne permettent cependant pas d’exclure l’hypothèse d’un endothélium hémogénique ou 

de l’acquisition d’un marqueur de clonalité par des cellules endothéliales matures. A noter tout 

de même que les auteurs rapportent une culture de cellules endothéliales maintenue pendant 12 

semaines d’affilée, ce qui ne semble difficilement réalisable avec des CFU-EC, qui ne peuvent 

former des colonies après repiquage, comme l’a montré Yoder en 2007 (Yoder et al., 2007). A 

noter que la recherche du transcrit de fusion BCR-ABL au niveau de CE fut confirmée en 2009 

par une autre équipe (Wu et al., 2009). Enfin, en 2005, une équipe étudia la possibilité de 

l’existence d’un hémangioblaste au cours de la leucémie myéloïde chronique utilisant un modèle 

murin NOD/SCID. Dans cette étude, les auteurs isolèrent des cellules Flk1+ (fetal liver kinase 1 

positive) CD31-CD34- à partir de moelle osseuse de patients avec LMC BCR-ABL et montré 

que ces cellules pouvaient in vitro se différencier en cellules hématopoiétiques ou en cellules 

endothéliales matures porteuses du transcrit BCR-ABL. In vivo, les auteurs montraient 

également que les cellules Flk1+ porteuses du transcrit de fusion BCR-ABL pouvaient être 

greffées dans des souris NOD/SCID et participer à l’établissement d’un modèle murin de LMC. 

Enfin, et de manière intéressante, les auteurs retrouvaient chez les souris greffées des cellules 

endothéliales intestinales porteuses du transcrit de fusion, témoignant d’une participation de ces 

cellules dans des phénomènes de néoangiogénèse (Fang et al., 2005).  

 

En dehors de la LMC, la recherche d’un marqueur de clonalité commun aux cellules 

endothéliales et hématopoiétiques a également été effectuée au cours du myélome multiple. 

Ainsi, Rigolin et ses co-auteurs ont analysé les cellules endothéliales circulantes (CEC) de 8 

patients atteints de myélome multiple avec délétion 13q14 et montré que chez 5 patients, les 

CEC étaient porteuses de la même anomalie chromosomique, en faveur d’un clone commun aux 

deux lignées (Rigolin et al., 2006). Enfin, Streubel et ses co-auteurs ont également recherché des 
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marqueurs de clonalité communs aux lignées hématopoiétique et endothéliale, cette fois chez des 

patients atteints de lymphomes B. Dans leur étude, les auteurs ont isolé puis mis en culture les 

cellules endothéliales microvasculaires issues de la tumeur, et montré que 15 à 85% des cellules 

endothéliales isolées étaient porteuses des mêmes aberrations chromosomiques que les cellules 

lymphomateuses (Streubel et al., 2004).  

Toutes ces études apportent des arguments en faveur de la possibilité de l’existence d’un 

hémangioblaste au cours des hémopathies malignes. Cependant, on peut s’interroger sur 

plusieurs aspects. Premièrement, comme dit plus haut, la mise en évidence d’un marqueur de 

clonalité commun aux deux lignées ne démontre pas l’existence d’un hémangioblaste : le 

marqueur de clonalité peut être acquis via d’autres mécanismes. D’autant plus que dans un 

certain nombre de ces études, les auteurs ont étudié des cellules endothéliales matures, et non des 

progéniteurs endothéliaux. Deuxièmement, même si les auteurs de ces études ont généralement 

correctement validé la pureté des cellules endothéliales isolées puis analysées, il est difficile de 

ne pas penser à une éventuelle contamination par des cellules hématopoiétiques pouvant biaiser 

le résultat obtenu.  

Au cours des NMP avec mutation JAK2V617F, seules les équipes de Yoder (Yoder et 

al., 2007) (pour 1 patient), de Teofili (Teofili et al., 2011) (pour 5 patients) et de Helman 

(Helman et al., 2016) (pour 4 patients) ont réussi à mettre en évidence la présence de la 

mutation JAK2V617F au niveau des progéniteurs endothéliaux (ECFC) de patients. A l’inverse, 

d’autres équipes ne retrouvaient pas de tels résultats (Piaggio et al., 2009)(Rosti et al., 2013). 

Dans l’objectif d’étayer l’hypothèse d’un hémangioblaste au cours des NMP JAK2V617F, 

l’équipe de Sozer et de ses co-auteurs a étudié la capacité des cellules CD34+ de patients avec 

NMP de participer au compartiment endothélial dans des modèles de souris immuno-déficientes 

NOD-SCID. Dans cette étude, les auteurs montraient qu’après transplantation de cellules CD34+ 

JAK2V617F positif, des cellules endothéliales murines hépatiques et pulmonaires étaient 

porteuses de la mutation JAK2V617F, en faveur selon les auteurs d’un hémangioblaste positif 

pour le CD34. A noter que l’hypothèse d’une différenciation hémato-endothéliale ou d’une 

intégration de cellules hématopoiétiques au sein de la monocouche endothéliale n’était pas 

étudiée, ni donc exclue dans cette étude (Sozer et al., 2009b). En effet, il reste possible qu’une 

intégration de cellules monocytaires et/ou de CFU-EC JAK2V617F positif s’effectue dans la 

paroi vasculaire. 
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Au cours de ma thèse, j’ai analysé les ECFC de patients avec NMP JAK2V617F. Nous 

avons inclus 134 patients et obtenu au moins une colonie d’ECFC chez 51 patients (38%). Nous 

avons obtenu de l’ADN en quantité suffisante et de bonne qualité pour 29 patients (22%). Parmi 

ces patients, 14 avaient des antécédents de thrombose, et nous n’avons pas retrouvé la présence 

de la mutation JAK2V617F dans les ECFC de ces patients. Nous émettons donc la conclusion 

que l’acquisition de la mutation JAK2V617F dans les ECFC est un phénomène très rare, et donc 

que l’acquisition de la mutation JAK2V617F par des CE s’effectue par d’autres mécanismes.  

 

b. L’hypothèse d’un endothélium hémogénique 
 

La recherche de l’existence d’un hémangioblaste chez l’adulte (en post-natal) s’est faite de 

manière concomitante à la recherche d’un autre phénomène, celui de l’existence d’un 

endothélium hémogénique. L’hypothèse de l’existence d’un endothélium hémogénique n’est pas 

éloignée de celle de l’existence d’un hémangioblaste, et pourrait la compléter. En effet, un 

hémangioblaste est une cellule non différenciée capable de donner naissance aux deux lignées 

hématopoiétique et endothéliale. Un endothélium hémogénique est constitué de cellules 

différenciées en cellules endothéliales mais dotées de la capacité de donner naissance à des 

cellules hématopoiétiques. Le phénomène d’endothélium hémogénique est reconnu chez 

l’embryon, avec l’existence maintenant reconnue d’un endothélium hémogénique au niveau de 

l’AGM, mais cette hypothèse est controversée chez l’adulte. En 2007, Wu et son équipe ont 

apporté des arguments pour l’existence d’un tel endothélium hémogénique en post-natal. Cette 

équipe a montré que des cellules immatures issues de sang de cordon, exprimant les marqueurs 

CD34+ et CD133+, cultivées dans un milieu endothélial-spécifique, donnaient lieu à des cellules 

endothéliales adhérentes mais également à des cellules non-adhérentes. Les auteurs ont étudié les 

propriétés de ces deux compartiments cellulaires, adhérentes et non-adhérentes, et premièrement 

montré que les cellules non-adhérentes exprimaient un marqueur nécessaire à l’hématopoïèse, 

AML1 (acute myeloid leukemia 1) ou RUNX1 (runt-related transcription factor 1). Dans un 

second temps, les auteurs ont montré que les deux compartiments cellulaires pouvaient donner 

naissance à des colonies hématopoiétiques. Enfin, pour démontrer la capacité des cellules 

adhérentes (avec phénotype de cellule endothéliale) à donner naissance à des colonies 

hématopoiétiques, les auteurs ont effectué des expériences de clonage à partir de cellules 

adhérentes, et montré qu’un certain nombre de cellules adhérentes pouvaient donner naissance à 

des colonies hématopoiétiques (BFU-E et CFU-GEMM). Cette étude a été la première à apporter 

des arguments en faveur de l’existence d’un endothélium hémogénique en post-natal (Wu et al., 

2007). En 2009, Lancrin et ses co-auteurs ont apporté de nouvelles données sur l’endothélium 
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hémogénique chez la souris et montré que les deux hypothèses (endothélium hémogénique et 

hémangioblaste) n’étaient pas conflictuelles mais s’inscrivaient plutôt dans un continuum 

temporel. En effet, dans cet article, les auteurs montraient qu’il y a passage entre un 

hémangioblaste (blast-colony forming cell, BC-FC, cellule KDR+) et un groupe de cellules 

exprimant les antigènes c-kit et Tie2 mais pas l’antigène CD41 (population Tie2highckit+CD41-

) : cellules de l’endothélium hémogénique. En effet, ces cellules, à phénotype endothélial, ont 

des propriétés clonales, et peuvent donner naissance à des colonies hématopoiétiques. Dans cet 

article, les auteurs montrent que la mise en place de cet endothélium hémogénique nécessite 

l’expression du facteur de transcription Tal1 (T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1), et 

que l’établissement de l’hématopoïèse définitive à partir de l’endothélium hémogénique 

nécessite l’expression du facteur de transcription RUNX1 (Lancrin et al., 2009). D’autres 

facteurs semblent nécessaires à la transition de cellules endothéliales vers des progéniteurs 

hématopoiétiques : core-binding factor ß (CBF ß) (Chen et al., 2011), GfI1 (growth factor 

independent 1 transcriptional repressor) et GfI1b (Lancrin et al., 2012)(Hock et al., 2004). En 

2014, des auteurs ont également montré que des cellules endothéliales matures pouvaient être 

reprogrammées en cellules hématopoiétiques pluri-potentes. Dans leur étude, Sandler et ses co-

auteurs ont utilisé des cellules endothéliales veineuses de sang de cordon (HUVEC) et des 

cellules endothéliales dermiques humaines (hDMEC). En transduisant ces cellules avec quatre 

facteurs de transcription (FosB, GfI1, RUNX1, SPI1), dans un système de co-culture en présence 

de cellules endothéliales micro-vasculaires, les auteurs montraient que les cellules endothéliales 

matures pouvaient être reprogrammées en cellules hématopoiétiques mutlipotentes et dotées de 

propriétés clonogéniques (Sandler et al., 2014). 

Cet article intéressant nous a fait soulever l’hypothèse que la mutation JAK2V617F 

pourrait être acquise par des cellules endothéliales matures au niveau médullaire et que la 

mutation JAK2V617F pourrait induire une augmentation des taux de FosB, GfI1, RUNX1 ou 

SPI1 dans ces cellules. Cette augmentation de facteurs de transcription, cruciale pour la 

transition endothélio-hématopoiétique, pourrait participer à l’émergence de cellules 

hématopoiétiques avec mutation JAK2V617F à partir de cellules endothéliales matures.  

Ainsi, des expériences préliminaires ont été débutées dans notre équipe par Oliver Mansier 

pour déterminer si la présence de la mutation JAK2V617F dans des cellules endothéliales mène 

à une augmentation en ARN des facteurs de transcription FosB, GFi1, RUNX1 et SPI1.  
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c. L’hypothèse de l’intégration de cellules hématopoiétiques et/ou d’une différenciation 
hémato-endothéliale 

 

De manière schématique, et comme dit plus haut, des études ont montré que des cellules 

endothéliales pouvaient « dériver » de cellules souches hématopoiétiques médullaires (Jiang et 

al., 2004)(Grant et al., 2002)(Bailey et al., 2004). Cela signe soit la présence d’un 

« hémangioblaste », soit l’intégration de cellules hématopoiétiques au niveau du compartiment 

endothélial. Deux types de cellules sont candidates à cette intégration : les 

monocytes/macrophages et/ou les CFU-EC (ou progéniteurs endothéliaux précoces). Les 

monocytes humains sont classés selon l’expression à leur surface des marqueurs CD14, CD16 et 

CD40 (Appleby et al., 2013). Les monocytes CD14+ CD16-, ou monocytes « classiques », 

constituent la population la plus abondante de monocytes au niveau circulant. Les monocytes 

CD14+CD16+, monocytes dits « intermédiaires » entre les monocytes « classiques » et « non-

classiques », contribuent à la physiopathologie de l’athérosclérose. Les monocytes 

CD14+CD16++ sont dénommés monocytes « non-classiques » et ont essentiellement une 

fonction de surveillance et de présentation d’antigène. En l’absence d’inflammation, les 

monocytes « classiques » peuvent se différencier en monocytes « intermédiaires » puis « non-

classiques ». En présence d’inflammation, les monocytes vont se différencier en macrophages 

sous la dépendance de stimuli environnementaux et intégrer la paroi vasculaire. A noter que les 

macrophages sont également classés en plusieurs sous-types (macrophages M1, M2a, M2b, M2c, 

M4), chacun de ces sous-types possédant des fonctions différentes et étant activés par différentes 

cytokines fonction du sous-type (Fang et al., 2018). De manière schématique, les macrophages 

M1 ont des fonctions pro-inflammatoires (Martinez et al., 2008), tandis que les macrophages 

M2 aident à la résolution de l’inflammation et soutiennent l’angiogenèse (He et al., 2012). Les 

mécanismes d’intégration des monocytes dans la paroi sont bien connus au cours de 

l’athérosclérose. Il est possible d’imaginer qu’une telle intégration, de monocytes JAK2V617F, 

se déroule au cours des NMP, notamment dans un contexte inflammatoire, permettant l’apport 

de la mutation JAK2V617F au niveau du compartiment endothélial mature. Il a également été 

montré que les progéniteurs endothéliaux précoces, ou CFU-EC, pouvaient s’intégrer dans une 

monocouche de cellules endothéliales (HUVEC) (Hur et al., 2004) et que l’immense majorité de 

ces CFU-EC possédait la mutation JAK2V617F (Yoder et al., 2007). Ainsi, les CFU-EC 

peuvent représenter des cellules candidates pour l’apport de la mutation JAK2V617F dans le 

compartiment endothélial.  

La différenciation d’une cellule hématopoiétique avec mutation JAK2V617F en cellule 

endothéliale pourrait également expliquer la survenue de la mutation JAK2V617F dans le 
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compartiment endothélial. On peut ainsi formuler l’hypothèse, à l’inverse de la transition 

endothélio-hématopoiétique, que la présence de la mutation JAK2V617F au sein d’une cellule 

hématopoiétique, pourrait favoriser sa différenciation en cellule endothéliale. Cette hypothèse 

peut d’ailleurs compléter et/ou suivre l’hypothèse précédente, c’est-à-dire, que l’intégration 

d’une cellule hématopoiétique peut être suivie d’une différenciation en cellule endothéliale. Il a 

d’ailleurs été montré dans des situations d’ischémie que des cellules issues de la moelle osseuse 

pouvaient se différencier en cellules endothéliales (Orlic et al., 2001)(Kamihata et al., 2001). 

Ainsi, Virginie Gourdou-Latyszenok, ingénieure dans notre équipe, a débuté des 

expériences préliminaires pour rechercher l’existence éventuelle d’une différenciation des 

cellules hématopoiétiques vers les cellules endothéliales. Pour cela, nous avons étudié les 

modèles murins PF4iCre ;JAK2V617F/WT et MRP8iCre ;JAK2V617F/WT qui permettent l’expression 

de la mutation JAK2V617F respectivement dans toutes les cellules hématopoiétiques ou 

uniquement dans la lignée granuleuse. En croisant ces souris avec des souris mT/mG, nous avons 

la capacité de suivre l’efficacité de recombinaison via l’expression de la protéine GFP. Afin de 

déterminer si des cellules hématopoiétiques peuvent se différencier en cellules endothéliales, 

nous avons analysé l’expression de la protéine GFP par les cellules endothéliales, via des 

techniques d’imagerie sur des vaisseaux « en face », et sur des vaisseaux isolés. La 

recombinaison survenant uniquement dans les cellules hématopoiétiques, nous formulons 

l’hypothèse que la présence de cellules endothéliales avec expression de GFP serait secondaire à 

la différenciation de cellules hématopoiétiques en cellules endothéliales ou à l’intégration de 

cellules hématopoiétiques dans la monocouche endothéliale. Les difficultés de ces expériences 

sont cependant de deux ordres. Premièrement, il est important de caractériser (sur un plan 

phénotypique) avec précision les cellules GFP positif afin de bien différencier les cellules 

hématopoiétiques des cellules endothéliales. Deuxièmement, la présence de cellules 

endothéliales GFP positif ne peut pas nous permettre d’exclure la présence d’un progéniteur 

commun aux deux lignées (hématopoiétique et endothéliale), les modèles PF4iCre et MRP8iCre 

étant des modèles constitutifs, et non inductibles. Il sera donc nécessaire, afin de s’affranchir de 

ce biais, de réaliser des expériences de transplantation de moelle de souris « JAK2V617F » et 

« GFP » (souris PF4iCre ;JAK2V617F/WT ou mieux souris VavCre ;JAK2V617F/WT) dans des souris 

wild-type.  

 

d. L’hypothèse du transfert génique 
 

Même si cela semble moins probable, la possibilité de transfert d’ADN entre cellules a été 

démontrée il y a plusieurs années (Holmgren et al., 2002)(Bergsmedh et al., 2001). Dans leur 
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étude, les auteurs montraient que des cellules lymphomateuses B étaient capables de 

« transférer » l’ADN du virus Ebstein-Barr (EBV) à des cellules endothéliales matures, via 

l’endocytose par les cellules endothéliales de corps apoptotiques (Holmgren et al., 2002). En 

2002, la même équipe a montré que l’ADN transmis aux cellules via les corps apoptotiques 

conférait à ces cellules un avantage prolifératif, participant à la tumorogenèse (Bergsmedh et 

al., 2001). De manière complémentaire, le transfert de petits ARN et de protéines peut également 

advenir entre deux cellules, via les exosomes ou les microvésicules (Lee et al., 2012). 

Cependant, cette hypothèse semble moins probable dans le cas des CE avec mutation 

JAK2V617F, la recherche de la mutation ayant été effectuée par PCR dans les cellules 

endothéliales.  

 

B. L’ensemble de l’endothélium possède-t-il la mutation JAK2V617F ? 
 

L’utilisation du modèle PDGFCre ;JAK2V617F/WT comme modèle d’étude des conséquences 

de la survenue de la mutation JAK2V617F au niveau des cellules endothéliales se heurte à une 

limite importante : l’ensemble (ou presque) des cellules endothéliales possèdent la mutation 

JAK2V617F. Nous sommes conscients que cette situation n’est vraisemblablement pas ce qui 

survient chez les patients avec NMP. En effet, la mutation JAK2V617F a été retrouvée chez les 

patients au niveau de cellules endothéliales matures isolées de capillaires hépatiques (Sozer et 

al., 2009a) et de capillaires spléniques (Rosti et al., 2013). Ce modèle murin ne représente donc 

pas ce qui se passe chez les patients, mais constitue cependant un bon modèle d’étude et de 

caractérisation des CE avec mutation JAK2V617F in vivo. Chez les patients, nous pouvons 

émettre l’hypothèse que la présence de la mutation JAK2V617F au niveau des CE est ponctuelle, 

possiblement au niveau de sites soumis à un environnement inflammatoire, comme peut l’être le 

territoire hépatique. Cependant, les mécanismes en jeu, rejoignant la question des mécanismes 

responsables de l’existence de CE JAK2V617F, restent à élucider.  

 

C. Quel est le mécanisme responsable de l’augmentation de P-Sélectine 
retrouvée à la surface des cellules endothéliales avec mutation 
JAK2V617F ? 

 

Dans ce travail, nous avons démontré que l’augmentation de P-Sélectine à la surface des 

CE JAK2V617F était responsable d’un phénotype pro-adhésif et pro-thrombotique de ces 

cellules. Il est connu que la P-Selectine est responsable du rolling et de l’adhésion des leucocytes 

au niveau de l’endothélium (Zarbock et al., 2011), participant ainsi à la physiopathologie de la 
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thrombose (von Brühl et al., 2012)(Connolly et al., 1997). En revanche, nous n’avons pas 

retrouvé d’augmentation à la surface des autres molécules d’adhésion importante pour les 

interactions entre cellules endothéliales et leucocytes que sont ICAM-1, VCAM-1 ou la E-

Selectine. Les mécanismes responsables d’une augmentation de P-Sélectine à la surface des 

cellules endothéliales JAK2V617F restent à élucider.  

La première hypothèse est que la mutation JAK2V617F soit responsable d’une 

augmentation de STAT3 phosphorylée, à son tour responsable d’une augmentation de 

transcription de l’ADN de la P-Sélectine. Récemment, une étude a montré que l’activation de 

STAT3 au niveau de cellules endothéliales était responsable d’une augmentation des quantités de 

P-Selectine (ARN messager) (Kim et al., 2017). Dans notre travail, nous montrons, de manière 

logique, que la quantité de STAT3 phosphorylée est augmentée dans les CE JAK2V617F. De 

plus, nous retrouvons une augmentation en ARN messager de la P-Selectine dans les CE 

JAK2V617F, plaidant en faveur de cette hypothèse.  

La seconde hypothèse, qui peut compléter la première, est que la mutation JAK2V617F 

entraîne une augmentation de l’exoxytose des corps de Weibel-Palade. Les corps de Weibel-

Palade contiennent de la P-Sélectine et du facteur Willebrand. Dans notre travail, nous avons 

montré une augmentation des taux de facteur Willebrand à la surface des HUVEC JAK2V617F, 

ainsi qu’une augmentation des taux antigéniques de facteur Willebrand chez les souris 

PDGFCre ;JAK2V617F/WT. Afin d’étayer cette hypothèse, il serait nécessaire d’explorer les voies 

responsables de l’exocytose des corps de Weibel-Palade et de rechercher une modulation de ces 

voies par la protéine JAK2V617F : notamment les voies de signalisation calcique (Hamilton 

and Sims, 1987) ou celles de l’adénosine monophopshate cyclique (AMPc) (Vischer and 

Wollheim, 1997).  

A noter qu’une autre équipe a également mis en évidence un phénotype pro-inflammatoire 

acquis par les cellules endothéliales JAK2V617F, dans un article publié récemment (Guadall et 

al., 2018). Dans cet article, les auteurs ont utilisé des cellules endothéliales (endothelial like 

cells, ELC) dérivées de cellules pluri-potentes induites (induced pluripotent cells, IPS) obtenues 

de patients avec (IPS puis ELC JAK2V617F) la mutation JAK2V617F et de patients sans la 

mutation JAK2V617F (IPS puis ELC JAK2WT). Ils montrèrent premièrement, comme dans 

notre travail, que les ELC JAK2V617F avaient des taux de facteur Willebrand et de P-Selectine 

intra-cellulaire augmentés, ainsi que des taux de P-Selectine à la surface des ELC JAK2V617F 

augmentés. De manière intéressante, les auteurs ont également analysé le transcriptome des ELC 

JAK2V617F. Avec cette approche, les auteurs montraient une dérégulation des gènes codant 

pour les molécules d’adhésion cellulaire et de gènes impliqués dans la cascade de la coagulation. 
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Ils mettaient également en évidence une sur-représentation des gènes impliqués dans les 

réponses inflammatoires, dans les propriétés pro-adhésives (CX3CL1, CXCL2, CXCR4, ALCAM, 

BST2, SELP) et pro-thrombotiques (IL1RL, SULF1) des cellules endothéliales. Une confirmation 

de la surexpression de certains ARN (notamment CX3CL1, CXCL2, SELP, IL1RL1) a été 

réalisée par analyse par q-PCR dans les ELC JAK2V617F et WT. Enfin, les auteurs ont analysé 

l’adhésion de cellules mononuclées de patients contrôles et de patients avec NMP et, comme 

dans notre étude, ont mis en évidence une adhésion augmentée des cellules mononuclées en 

présence d’ELC JAK2V617F. A noter que l’adhésion de cellules mononuclées de patients était 

augmentée par rapport à l’adhésion de cellules mononuclées de témoins, confirmant l’activation 

des leucocytes au cours des NMP. Nous avons également analysé l’adhésion de polynucléaires 

neutrophiles de témoins et de patients avec NMP en présence d’HUVEC JAK2WT et d’HUVEC 

JAK2V617F (n= 6 patients) sans mettre en évidence une augmentation d’adhésion des PNN de 

patients par rapport aux témoins. Cependant, nous avons remarqué une diminution forte de 

l’adhésion des PNN de patients avec traitement cytoréducteur (Figure 24). Au total, les résultats 

de cette étude sont en accord avec ceux que nous avons obtenu, confirmant une activation des 

CE en présence de la mutation JAK2V617F. De plus, comme dans notre travail, les auteurs 

mettent en évidence une surexpression de la P-sélectine et du facteur Willebrand à la surface des 

CE JAK2V617F.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure   24.   Données   préliminaires   sur   l’adhésion   de   PNN   de   patients   avec   NMP   en   présence  
d’HUVEC  JAK2WT  et  JAK2V617F.    
3  patients  sans  traitement  cytoréducteur  (CR)  et  3  patients  avec  ont  été  étudiés.  Patient  1  :  PV,  charge  
allélique  JAK2V617F  :  10%  ;;  Patient  2  :  PV,  charge  allélique  JAK2V617F  :  27%  ;;  Patient  3  :  TE,  charge  
allélique  :  4%  ;;  Patient  4  :  PV,  charge  allélique  JAK2V617F  :  51%,   traitement  par  Hydroxyurée  ;;  Patient  
5  :   MFP,   charge   allélique   JAK2V617F  :   14%,   traitement   Ruxolitinib  :   Patient   6  :   TE,   charge   allélique  
JAK2V617F  :  15%,  traitement  par  Hydroxyurée.  Test  t  de  Student.  *p<  0,05.    
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D. Quelles seraient les éventuelles conséquences thérapeutiques de ce travail ? 
 

Nous avons montré que l’inhibition de l’expression de P-Sélectine conduisait à une 

diminution de l’adhésion des cellules mononuclées et des neutrophiles in vitro et in vivo. De 

plus, nous avons montré que l’inhibition de l’expression de la P-Sélectine permettait la 

prévention de la survenue de thromboses au niveau pulmonaire chez les souris PDGFb-

iCre ;JAK2V617F/WT. Ces données ouvrent la voie à d’éventuelles thérapeutiques anti-

thrombotiques futures qui cibleraient la P-Selectine. Un anticorps bloquant la P-Sélectine, le 

crizanlizumab, a été étudié au cours de la drépanocytose dans un essai randomisé contre placebo, 

et a montré une efficacité sur la survenue de crises vaso-occlusives au cours de cette maladie 

(Ataga et al., 2017). A noter que cibler la P-Sélectine aurait probablement des conséquences sur 

le compartiment endothélial, mais également sur les plaquettes et indirectement sur les 

polynucléaires neutrophiles et la formation de NET (les plaquettes favorisant la formation de 

NET via l’interaction P-Sélectine/PSGL1).  

Dans ce travail, nous montrons également que l’hydroxyurée (HU) joue un rôle direct sur 

les cellules endothéliales. Utilisé en pratique clinique à visée cytoréductrice, cette donnée ouvre 

la voie à d’autres mécanismes d’action de l’HU, avec potentiellement des conséquences en terme 

de prévention de la survenue d’évènements thrombotiques. Utilisé également au cours de la 

drépanocytose afin d’augmenter les taux d’hémoglobine fœtale (HbF), il a été montré au cours 

de cette maladie que l’HU jouait un rôle direct au niveau des cellules endothéliales (activation de 

la voie du NO et de la guanosine monophosphate cyclique) et permettait de diminuer l’adhésion 

des leucocytes au niveau des cellules endothéliales en conditions inflammatoires (Almeida et 

al., 2012). Récemment, la même équipe a montré, dans un modèle d’hémolyse, que 

l’administration d’HU diminuait l’expression de VCAM-1 et de E-Sélectine médiée par la 

présence d’hémoglobine au niveau des cellules endothéliales (Almeida et al., 2015). Nous 

montrons ici que l’administration d’HU entraîne une diminution de l’adhésion et du rolling des 

leucocytes in vivo, une diminution de l’adhésion des leucocytes in vitro, et une diminution des 

taux de P-Selectine et facteur Willebrand dans les souris PDGFb-iCre ;JAK2V617F/WT. Les 

mécanismes responsables du rôle de l’HU sur les cellules endothéliales restent encore à élucider, 

même si nous avons montré que l’HU entraînait une diminution d’expression de pSTAT3 dans 

les HUVEC JAK2V617F, suggérant donc une inhibition de la voie JAK/STAT. En pratique 

clinique, cela suggère que l’HU pourrait avoir des bénéfices supérieurs aux autres thérapeutiques 

en terme de prévention de la survenue de thrombose chez les patients avec NMP.  
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2ème partie : Etude du rôle des polynucléaires neutrophiles et du 
phénomène de NETose dans la physiopathologie de la thrombose 
des néoplasies myélo-prolifératives avec mutation JAK2V617F 
 

 

I. Principaux résultats obtenus 
 

A. Au sein d’une cohorte de patients avec NMP 
 

Dans cette seconde partie, nous avons étudié une cohorte de patients avec NMP. De 

manière originale, nous avons choisi de sélectionner uniquement les patients vus au diagnostic 

avant le début du traitement et donc naïfs de tout traitement cytoréducteur. Cette méthode nous a 

ainsi permis d’écarter un biais lié aux traitements administrés, qui modifient les propriétés des 

PNN et des autres cellules sanguines.  

Comme démontré par de précédentes études, nous avons confirmé que les marqueurs 

d’activation (CD11b et facteur tissulaire) étaient augmentés à la surface des polynucléaires 

neutrophiles (PNN). Afin d’étudier le phénomène de formation de NET de manière « directe », 

nous avons quantifié la NETose ex vivo et constaté que la formation de NET était augmentée 

chez les patients avec NMP. Cette augmentation de NETose était également associée à une 

augmentation des marqueurs indirects de NETose au niveau plasmatique : taux d’ADN 

plasmatique et taux de MPO-ADN plasmatique. Etant donné que l’objectif principal de ce travail 

était d’analyser le lien entre formation de NET et survenue de thrombose chez les patients avec 

NMP, nous avons, pour chaque paramètre analysé, quantifié celui-ci chez les patients avec 

antécédents de thrombose en comparaison avec les patients sans antécédents de thrombose. Nous 

avons, de cette façon, pu mettre en évidence que les patients avec antécédents de thrombose 

avaient des taux de MPO-ADN plasmatique significativement plus élevés que les patients sans 

antécédents de thrombose, suggérant qu’une formation de NET augmentée serait associée à une 

augmentation de la survenue de thrombose. Nous n’avons pas retrouvé de différences concernant 

les autres marqueurs analysés. Afin d’étudier les mécanismes intra-cellulaires en jeu dans cette 

formation de NET accrue, nous avons premièrement analysé la formation de dérivés réactifs de 

l’oxygène (reactive oxygene species ou ROS), cette voie étant cruciale dans la formation de 

NET. Ainsi, nous avons constaté que les PNN de patients avec NMP avaient une formation de 

ROS très augmentée par rapport aux patients témoins.  
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En conclusion de cette première partie, nous avons pu démontrer que la formation de NET 

était augmentée chez les patients avec NMP naïfs de traitement cytoréducteur. De manière 

intéressante, nous avons également mis en évidence qu’un marqueur spécifique de NETose, le 

MPO-ADN plasmatique, était augmenté chez les patients avec NMP ayant déjà thrombosé, 

suggérant une association entre NETose et survenue de thrombose au cours des NMP. 

 

B. A l’aide de modèles murins 
 

Afin d’étudier plus précisément le rôle de la NETose dans la physiopathologie de la 

thrombose des NMP, ainsi que les mécanismes en jeu dans l’augmentation de NETose constatée 

dans notre cohorte de patients, nous avons dans un second temps étudié deux modèles murins 

différents permettant l’expression de la mutation JAK2V617F au niveau des cellules 

hématopoiétiques : les modèles PF4Cre ;JAK2V617F/WT et MRP8Cre ;JAK2V617F/WT. Le modèle 

PF4Cre ;JAK2V617F/WT permet l’expression de la mutation JAK2V617F dans toutes les cellules 

sanguines, menant au développement d’un syndrome myéloprolifératif. Le modèle 

MRP8Cre ;JAK2V617F/WT permet l’expression spécifique de la mutation JAK2V617F dans la 

lignée granuleuse, sans développement d’un syndrome myéloprolifératif.  

 

Nous avons premièrement mis en évidence que la formation de NET était augmentée dans 

ces deux modèles, confirmant ce que nous avions observé dans la cohorte de patients avec NMP. 

Deuxièmement, nous avons constaté que la formation de thrombi était augmentée au niveau 

pulmonaire chez les souris PF4Cre ;JAK2V617F/WT, et que cette formation de thrombi était inhibée 

par un traitement dirigé contre les NET, la DNAse. Dans le même temps, nous avons constaté 

que les souris MRP8Cre ;JAK2V617F/WT n’avaient pas une formation de thrombi augmentée au 

niveau pulmonaire.  

 

Ces données nous ont donc permis d’émettre les conclusions suivantes : la formation de 

NET augmentée participe à la physiopathologie de la thrombose (augmentation de thrombose 

chez les souris PF4Cre ;JAK2V617F/WT avec inhibition de la thrombose par la DNAse) avec 

cependant nécessité de la participation d’autres acteurs dans cette physiopathologie (absence de 

différence de thrombose chez les souris MRP8Cre ;JAK2V617F/WT). Ainsi, devant les données 

disponibles dans la littérature sur le rôle des plaquettes dans l’activation de la NETose (Etulain 

et al., 2015)(Clark et al., 2007), nous avons focalisé notre attention sur le rôle des plaquettes 

dans l’activation des neutrophiles et avons constaté, à l’aide d’expériences réalisées ex-vivo, que 
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la présence de plaquettes avec mutation JAK2V617F était nécessaire pour déclencher la 

formation de NET à partir de PNN également mutés JAK2V617F. Ces données suggèrent donc 

que les plaquettes JAK2V617F déclenchent la formation de NET de PNN JAK2V617F.  

 

Au total, nous avons démontré que la formation de NET était augmentée dans deux 

modèles murins différents, et que cette formation de NET participait à la physiopathologie de la 

thrombose. De manière intéressante, nous avons également observé que la collaboration entre les 

plaquettes mutées JAK2V617F et les PNN mutés JAK2V617F participait à la formation de NET 

augmentée, suggérant la nécessité d’une interaction entre ces deux types cellulaires pour induire 

la thrombose au cours des NMP avec mutation JAK2V617F.  

 

II. Limites, questions soulevées et perspectives futures 
 

A. Ces résultats sont-ils concordants avec les résultats d’études antérieures ? 
 

L’étude du phénomène de NETose au cours des NMP a été menée par deux équipes, de 

manière parallèle à notre travail, avec des publications réalisées en 2015 et en 2018 : une étude 

parue en 2015 réalisée par une équipe argentine (équipe de Heller) (Oyarzún et al., 2016) et une 

étude parue tout récemment en 2018, réalisée par une équipe américaine (équipe de Wagner) 

(Wolach et al., 2018b). Je présenterai dans ce paragraphe les principaux résultats de ces études, 

avec les concordances et discordances que nous retrouvons, et l’apport de notre travail par 

rapport à ces deux études. 

 

Concernant la formation de NET ex-vivo, l’équipe de Heller a montré que les PNN de 

patients avec NMP ne formaient pas plus de NET de manière spontanée, et en présence 

d’activateurs de la NETose : TNF-alpha et IL8. A l’inverse, cette équipe a montré que les PNN 

de patients formaient moins de NET que les PNN de patients contrôles en présence de PMA. 

Quant à elle, l’équipe de Denisa Wagner a montré, comme nous le faisons ici, que les PNN de 

patients de leur cohorte formaient plus de NET en présence d’un activateur calcique, la 

ionomycine. De plus, les auteurs retrouvaient une abolition de la formation de NET ex vivo chez 

les patients traités par ruxolitinib (inhibiteur de JAK2 et JAK1), et à partir de PNN de patients 

témoins pré-traités par du ruxolitinib. Nous retrouvons également une formation de NET 

augmentée, cependant de manière spontanée, et non en présence d’un inducteur comme l’a mis 

en évidence l’équipe de Wagner. A noter que dans les deux autres études, les cohortes étudiées 
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comportaient des patients avec traitement cytoréducteur et sans traitement cytoréducteur, alors 

que nous avons étudié uniquement des patients naïfs de tout traitement. Cette différence 

d’inclusion peut expliquer pourquoi nous mettons en évidence une différence de formation de 

NET de manière spontanée entre les patients avec NMP et les patients contrôles, de manière 

discordante avec les résultats de ces deux autres équipes.  

 

Concernant les marqueurs indirects de NETose chez les patients avec NMP, l’équipe de 

Heller a retrouvé dans leur cohorte des taux plus élevés de nucléosomes au niveau plasmatique,  

en discordance avec leurs résultats concernant la formation de NET ex-vivo. Nous retrouvons 

des résultats en accord avec ceux-ci, avec des taux d’ADN plasmatique et de MPO-ADN 

augmentés dans le plasma des patients de notre cohorte. De plus, alors que cette équipe ne 

retrouve pas d’association entre le taux de nucléosomes circulants et la survenue de thrombose, 

nous montrons que les taux de MPO-ADN sont augmentés chez les patients avec antécédents de 

thrombose. La différence entre ces deux résultats vient possiblement d’une plus grande 

spécificité du marqueur « MPO-ADN » par rapport à la mesure des nucléosomes. De plus, nous 

retrouvons des résultats similaires dans notre modèle PF4Cre;JAK2V617F/WT avec des taux 

d’ADN plasmatique augmentés. L’équipe de Wagner n’a quant à elle pas étudié les marqueurs 

indirects de NETose dans leur cohorte de patients, mais a retrouvé des taux d’ADN plasmatique 

augmentés chez les souris VavCre;JAK2V617F utilisées dans leur étude.  

 

Concernant l’étude du métabolisme oxydatif des PNN au cours des NMP, l’équipe de 

Heller retrouvait une formation de ROS augmentée chez les patients avec NMP, ce que nous 

mettons en évidence également dans notre travail. Cela avait d’ailleurs été retrouvé 

précédemment par une autre équipe (Hurtado-Nedelec et al., 2013). De manière 

complémentaire, nous avons également analysé la formation de ROS dans les PNN des souris 

MRP8Cre ;JAK2V617F/WT sans retrouver de différence entre les souris avec mutation JAK2V617F 

et les souris contrôles. L’absence de différence retrouvée vient possiblement de la sonde de 

détection utilisée, le dihydroethidium (DHE), qui mesure uniquement la production d’anion 

superoxyde, et non le métabolisme oxydatif de manière globale comme peut le faire la sonde 

CM-H2DCFDA utilisée chez les patients. Nos résultats concernant l’étude des ROS chez la 

souris sont comparables aux résultats de l’équipe de Denisa Wagner qui ne retrouvait pas 

d’augmentation de la production de ROS dans les PNN de leur modèle murin 

VavCre ;JAK2V617F. 
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Concernant l’étude de la formation de thrombose, seule l’équipe de Wagner a analysé un 

modèle murin. Cette équipe a utilisé le modèle Vav;Cre, modèle permettant une recombinaison 

dans l’ensemble des cellules hématopoiétiques mais également dans les cellules endothéliales, ce 

qui peut éventuellement entraîner un biais dans les résultats compte tenu du rôle des CE avec 

mutation JAK2V617F dans la thrombose. Dans ce modèle, les auteurs retrouvaient une 

augmentation de la formation de thrombose de manière spontanée au niveau pulmonaire avec 

mise en évidence de NET (marquage de l’histone H3 citrullinée) au niveau des thrombi. Dans un 

second temps, les auteurs utilisaient des souris greffées avec de la moelle de souris 

VavCre ;JAK2V617F (afin d’exclure le biais lié à la présence de la mutation JAK2V617F au 

niveau des cellules endothéliales) et analysaient la survenue de thrombose dans un modèle de 

sténose de la veine cave inférieure. Ils montrèrent ainsi que la formation de thrombi était 

augmentée chez les souris greffées avec de la moelle de souris VavCre ;JAK2V617F, par rapport 

aux souris contrôles. Cette formation de thrombose augmentée était inhibée par un traitement par 

Ruxolitinib, ainsi que par un traitement par DNAse. Enfin, les auteurs ont étudié la survenue de 

thrombose spontanée chez des souris greffées avec des cellules c-kit+ de souris déficientes en 

PAD4 (PAD4-/-) transduites avec un lentivirus JAK2V617F. Dans ce modèle déficient en 

PAD4, les auteurs montrèrent une diminution de la formation de NET ainsi qu’une diminution 

de la survenue de thrombi, confirmant l’importance de cette enzyme dans la NETose et la 

physiopathologie de la thrombose des NMP. Nous retrouvons des résultats concordants, avec une 

formation de thrombi augmentée dans notre modèle murin PF4Cre;JAK2V617F/WT et une 

inhibition de la formation de thrombose en présence d’un traitement par DNAse.  

 

Au total, notre travail confirme les résultats retrouvés par ces deux équipes, avec quelques 

différences que j’ai rapportées ci-dessus. Notre travail a cependant des points originaux, qui 

permettent de compléter les données des précédentes études. Premièrement, nous avons étudié 

un nombre important de patients avec NMP, permettant l’obtention d’une puissance importante. 

De plus, nous avons obtenu des données à partir de patients naïfs de tout traitement, ce qui n’est 

pas le cas des deux études parues précédemment. Cela est un point important, étant données les 

modifications apportées par un traitement cytoréducteur au niveau des cellules sanguines. Nous 

avons également mise en évidence un éventuel biomarqueur associé à la thrombose, le taux de 

MPO-ADN plasmatique, ce qui n’avait jamais été retrouvé précédemment.  

Enfin, nos expériences ont porté sur deux modèles murins, différents de ceux 

précédemment étudiés, et complémentaires concernant l’étude des mécanismes en jeu dans la 

formation de NET au cours des NMP. Le modèle PF4Cre ;JAK2V617F/WT permet l’obtention chez 
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la souris d’un syndrome myéloprolifératif, similaire à ce qui peut être retrouvé chez les patients 

puisque uniquement de rares CSH sont mutées. Mais surtout, point original, nous avons étudié 

un modèle permettant une recombinaison spécifique au niveau de la lignée granuleuse, le modèle 

MRP8Cre ;JAK2V617F/WT. Ce modèle nous a permis de montrer que la formation de NET accrue 

retrouvée au cours des NMP était médiée par deux « grands » mécanismes : une activation 

intrinsèque du PNN par la mutation JAK2V617F (augmentation de la formation de NET ex-

vivo) et une activation extrinsèque du PNN par les plaquettes avec mutation JAK2V617F.  

 

B. Quels sont les mécanismes responsables de l’augmentation de la 
formation de NET constatée au cours des NMP ? 

 

Dans notre travail, nous avons mis en évidence plusieurs aspects du mécanisme en jeu dans 

l’augmentation de NETose constatée au cours des NMP.  

Premièrement, l’étude des modèles murins a permis de mettre en évidence une 

participation probable de la mutation JAK2V617F en elle-même, devant l’observation que la 

NETose était augmentée chez les souris MRP8Cre;JAK2V617F/WT par rapport aux souris contrôles. 

Cependant, la présence de la mutation JAK2V617F ne suffit probablement pas à déclencher la 

NETose. En effet, nous avons constaté une augmentation de NETose en présence de stimulation 

des PNN par du PMA, et non de manière spontanée. Dans les perspectives, il serait intéressant 

d’analyser plus précisément le rôle de la mutation JAK2V617F dans les mécanismes intra-

cellulaires d’induction de la NETose (Figure 25). Une des hypothèses soulevées par ce travail 

est celle d’un lien entre la mutation JAK2V617F et la production de ROS intra-cellulaire. Un tel 

lien a précédemment été retrouvé dans deux études antérieures. L’étude de Marty et de ses co-

auteurs avait démontré que la mutation JAK2V617F était responsable d’une diminution du taux 

de catalase intra-cellulaire, via l’activation de la voie PI3K/AKT , au sein de cellules de la 

moelle osseuse (Marty et al., 2013). L’étude de Hurtado-Nedelec a quant à elle montré que la 

production de ROS était augmentée dans des PNN de patients avec NMP, avec activation de la 

voie ERK et augmentation de la phosphorylation de la protéine p47phox, composant du 

complexe de la NADPH-oxydase (Hurtado-Nedelec et al., 2013). Il serait donc intéressant 

d’analyser la formation de NET en présence d’un traitement inhibiteur du métabolisme oxydatif, 

comme la N-acétyl-cystéine (NAC). Enfin, les données apportées par l’équipe de Wagner, 

montrant que le ruxolitinib inhibe la formation de NET à partir de PNN de patients, suggère un 

lien direct entre la mutation JAK2V617F et la formation de NET, même si le ruxolitinib n’est 

pas un inhibiteur spécifique de JAK2, ni de JAK2V617F.  
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Figure  25  :  Hypothèses  de  mécanismes  de  promotion  de  la  NETose  par  la  mutation  JAK2V617F  
La  mutation  JAK2V617F  pourrait  entraîner  une  augmentation  de  ROS  intra-cellulaire  via  la  voie  des  MAP  
kinases   et   la   protéine   ERK,   ou   via   la   voie   PI3K/AKT   et   la   protéine   catalase.   JAK2V617F   pourrait  
également   activer   la   voie  STAT,   avec   régulation   de   la   transcription   génique.  D’autres   voies   pourraient  
également   exister   entre   la   mutation   JAK2V617F   et   la   protéine   PAD4,   protéine   cruciale   dans   le  
déclenchement  de  la  NETose.  Le  récepteur  aux  cytokines  auquel  se  rattacherait  la  protéine  JAK2V617F  
pourrait  être  le  récepteur  au  G-CSF.  Les  plaquettes  JAK2V617F  pourraient  activer  le  PNN  via  la  voie  du  
TLR4.  

 

Nous avons également mis en évidence que les plaquettes avec mutation JAK2V617F 

induisaient une formation de NET augmentée à partir de PNN mutés JAK2V617F. Cela suggère 

que les plaquettes isolées des souris PF4Cre:JAK2V617F/WT sont activées. Comme dit en 

introduction, les résultats concernant l’étude des fonctions plaquettaires dans les modèles murins 

de NMP JAK2V617F sont discordants : certaines équipes ont montré une activation plaquettaire 

(Hobbs et al., 2013), alors que d’autres non (Lamrani et al., 2014)(Etheridge et al., 2014). Les 

différents modèles utilisés participaient vraisemblablement de ces différences retrouvées. Chez 

les patients, les données sont plus consensuelles avec des arguments pour une activation 

plaquettaire au cours des NMP. Ces résultats amènent donc plusieurs perspectives. 

Premièrement, il serait intéressant d’étudier les fonctions plaquettaires des plaquettes des souris 
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PF4Cre ;JAK2V617F/WT (étude en cytométrie en flux des principales glycoprotéines à l’état basal 

et à l’état activé, étude de l’agrégation plaquettaire). Il serait également intéressant de confirmer 

une activation plaquettaire chez les patients avec NMP et de réaliser des expériences de mise en 

présence de plaquettes de patients avec des neutrophiles de patients. Nous risquons cependant 

d’être confrontés à des variations de charge allélique entre les patients, et donc de ne pas pouvoir 

être certains du caractère muté ou non des cellules étudiées ex vivo. Enfin, il serait intéressant 

d’étudier la formation de NET chez des souris PF4Cre ;JAK2V617F/WT préalablement traitées par 

un inhibiteur des fonctions plaquettaires, comme l’aspirine, tout comme étudier l’induction de la 

NETose à partir de plaquettes de patients non ou alors préalablement traitées par aspirine. 

Utilisant un modèle murin déficient en PAD4, l’étude du groupe de D. Wagner a confirmé 

le rôle crucial de cette enzyme dans la formation de NET au cours des NMP, ainsi que dans la 

survenue de thrombose dans un modèle murin Vav;Cre. Cependant, même si le taux d’enzyme 

PAD4 est augmenté dans les PNN de patients avec NMP, il serait intéressant de préciser quelles 

sont les voies intra-cellulaires menant à cette activation et quels sont les inducteurs de cette 

activation au cours des NMP : activation par la protéine JAK2V617F et/ou activation par un 

inducteur extra-cellulaire et/ou activation par les plaquettes et/ou activation par des cytokines 

inflammatoires ?  

 
 

C. Le dosage de MPO-ADN plasmatique est-il un marqueur prometteur de 
thrombose au cours des NMP ? 

 

Nous avons démontré que les taux de MPO-ADN plasmatiques étaient augmentés chez les 

patients avec NMP et antécédents de thrombose. Il s’agit d’une donnée intéressante car cela 

suggère que les patients ayant une formation de NET augmentée ont un risque de thrombose 

augmenté au cours des NMP. Nous avons cependant conscience que ces données ne nous 

permettent pas de conclure à une causalité entre la formation de NET et la survenue de 

thrombose. A noter également que nous n’avons pas mis en évidence de différence de taux de 

MPO-ADN plasmatique en fonction du délai entre le dosage et la survenue de thrombose, c’est-

à-dire que des taux élevés de MPO-ADN ne signent pas la survenue récente d’une thrombose. 

De plus, nous n’avons retenu que les prélèvements situés au-delà d’un délai de 2 mois depuis un 

épisode thrombotique.  

Devant ces résultats, va être mise en place une étude multicentrique ayant pour objectif 

principal d’évaluer une éventuelle corrélation entre le taux de MPO-ADN et le score prédictif de 

thrombose au cours de la TE (score IPSET-thrombosis) (appel à projet FORCE-HEMATO).  
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Au total, le dosage de MPO-ADN semble être un marqueur intéressant d’évaluation de la 

NETose, et pourrait potentiellement constituer un marqueur pronostique de thrombose au cours 

des NMP. A terme, il serait également intéressant d’évaluer l’utilité de ce marqueur, en dehors 

des NMP, dans le domaine des maladies thrombotiques.  
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3ème partie : Un lien entre nos deux principaux axes de travail ?  

 

Dans le premier axe de travail, nous avons démontré que les cellules endothéliales (CE) 

JAK2V617F participaient à la physiopathologie de la thrombose via une augmentation de P-

Sélectine et de facteur Willebrand à leur surface et une augmentation de l’adhésion et du rolling 

des leucocytes à leur surface.  

 

Dans le second axe de travail, nous avons démontré que les polynucléaires neutrophiles 

(PNN) des patients formaient plus de NET. Chez la souris, nous avons démontré que la 

formation de NET était augmentée, participant à la propension de ces souris à former des 

thrombi au niveau pulmonaire.  

 

Ces données nous permettent d’imaginer de nouveaux axes de travail, transversaux 

entre ces deux thématiques. Il est probable qu’ait lieu une activation réciproque entre les PNN 

et les cellules endothéliales au cours des NMP, médiée notamment par la mutation JAK2V617F 

(Figure 26).  

 

Ainsi, il serait intéressant :  

 

-‐   D’étudier la NETose de PNN de patients témoins et de patients avec NMP en 

présence de CE JAK2V617F. L’hypothèse sous-jacente est celle d’une activation des 

PNN et d’un déclenchement de la NETose par les CE JAK2V617F.  

 

-‐   D’étudier l’activation des CE non mutées ou avec mutation JAK2V617F en 

présence de PNN avec mutation JAK2V617F. L’hypothèse sous-jacente est celle d’une 

activation des CE par les PNN avec mutation JAK2V167F. Nous pourrions ainsi analyser 

l’expression de P-Sélectine et de facteur Willebrand à la surface des CE, après contact 

avec des PNN contrôles et des PNN avec mutation JAK2V617F.  
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Figure  26  :  Mécanismes  possibles  d’interaction  entre  les  cellules  endothéliales  JAK2V167F  et  les  
polynucléaires  neutrophiles  avec  mutation  JAK2V617F  
Il  est  possible  que  les  polynucléaires  neutrophiles  (PNN)  avec  mutation  JAK2V617F  activent  les  cellules  
endothéliales   (CE)   via   une   augmentation   de   formation   de  NET.  A   l’inverse,   il   est   possible   que   les  CE  
avec  mutation   JAK2V617F  activent   les  PNN,  provoquant  une  activation  des  PNN,  et   une   formation  de  
NET  augmentée.  
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Titre : Rôle des cellules endothéliales avec mutation JAK2V617F et des polynucléaires neutrophiles 
dans la physiopathologie de la thrombose des néoplasies myéloprolifératives 
Résumé : Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des maladies hématologiques acquises de la 
cellule souche hématopoiétique (CSH) caractérisées par une prolifération accrue de cellules sanguines. 
Une mutation activatrice de la protéine JAK2 (JAK2V617F) a été identifiée chez plus de 50% des 
patients. La survenue de thromboses au niveau artériel et veineux constitue une des principales 
complications au cours de ces maladies. Au cours d’un premier axe de travail, nous avons souhaité 
étudier les conséquences sur la physiopathologie de la thrombose de la présence de la mutation 
JAK2V617F dans les cellules endothéliales (CE). Utilisant deux approches complémentaires, in 
vitro avec l’utilisation de cellules endothéliales veineuses, et in vivo avec l’utilisation d’un modèle murin 
permettant la présence de la mutation JAK2V617F dans le compartiment endothélial, nous avons 
démontré que la présence de CE JAKV617F favorisait la survenue de thrombose. Cette augmentation de 
la survenue de thrombose était médiée par une augmentation de l’adhésion des leucocytes au niveau des 
CE JAK2V617F, secondaire à une augmentation d’expression de P-Sélectine à leur surface. Ce travail a 
permis de mettre en évidence un nouveau mécanisme de la physiopathologie de la thrombose au cours des 
NMP JAK2V617F. Au cours d’un second axe de travail, nous avons étudié les polynucléaires 
neutrophiles (PNN) et le phénomène de NETose (formation de neutrophil extracellular traps ou NET) au 
cours des NMP. Nous avons démontré que la formation de NET était augmentée dans une cohorte de 
patients avec NMP, tout comme des marqueurs indirects de NETose (ADN plasmatique, MPO-ADN 
plasmatique). Nous avons mis en évidence que les taux de MPO-ADN plasmatique étaient plus élevés 
chez les patients avec antécédents de thrombose par rapport aux patients sans. Nous avons confirmé ces 
résultats à l’aide de deux modèles murins différents dans lesquels nous avons également retrouvé une 
formation de NET augmentée. Nous avons mis en évidence que cette formation de NET participait à la 
physiopathologie de la thrombose, l’administration de DNAse entraînant une réduction de la survenue de 
thrombose. Enfin, nous avons démontré que les plaquettes JAK2V617F stimulaient la production de NET 
par les PNN JAK2V617F, suggérant une collaboration de ces deux types cellulaires au cours de la 
physiopathologie de la thrombose des NMP. 
Mots clés : Néoplasies myéloprolifératives, Cellules endothéliales, Polynucléaires neutrophiles, 
Thrombose, NET, mutation JAK2V617F. 
 
Title: Implication of JAK2V617F endothelial cells and neutrophils in the physiopathology of 
thrombosis during myeloproliferative neoplasms 
Summary: Myeloproliferative neoplasms (MPN) are acquired hematologic diseases of the hematopoietic 
stem cell (HSC) characterized by blood cell proliferation. An activating mutation of the protein JAK2 
(JAK2V617F) has been identified in more than 50% of patients. The occurrence of arterial and venous 
thrombosis is one of the main complications during these diseases. We first studied the consequences of 
the presence of the JAK2V617F mutation in endothelial cells (EC) on the physiopathology of thrombosis. 
We used two complementary approaches, in vitro with the use of human venous endothelial cells, and in 
vivo with the use of a mouse model allowing the presence of the JAK2V617F mutation only in the 
endothelial compartment: the PDGFb-iCreERT2;JAK2V617F/WT model. We first observed that PDGFb-
iCreERT2;JAK2V617F/WT  mice displayed a higher propensity for thrombosis. This increased thrombus 
formation was mediated by an increased leukocyte adhesion in presence of JAK2V617F EC, secondary to 
an increase in P-Selectin expression at their surface. This work made it possible to highlight a new 
mechanism of the physiopathology of thrombosis during JAK2V617F MPN. Then we studied neutrophils 
and the phenomenon of NETosis (formation of neutrophil extracellular traps or NET) during MPN. We 
demonstrated that NET formation was increased in a cohort of patients with MPN, such as indirect 
markers of NETosis (plasmatic DNA and MPO-DNA). We found that plasma MPO-DNA levels were 
higher in patients with a history of thrombosis compared to patients without. We confirmed these results 
using two different mouse models in which we also found increased NET formation. We found that NET 
formation was involved in the physiopathology of thrombosis, as DNAse administration resulted in a 
reduction of thrombosis occurrence. Finally, we demonstrated that JAK2V617F platelets stimulated NET 
formation by JAK2V617F neutrophils, suggesting collaboration of these two cell types during the 
physiopathology of thrombosis during MPN. 
Key words: Myeloproliferative neoplasms, endothelial cells, neutrophils, thrombosis, NET, JAK2V617F 
mutation 


