
HAL Id: tel-04001635
https://theses.hal.science/tel-04001635v1

Submitted on 23 Feb 2023

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

L’autophagie, cible thérapeutique potentielle dans les
néoplasies myéloprolifératives JAK2V617F

Charly Courdy

To cite this version:
Charly Courdy. L’autophagie, cible thérapeutique potentielle dans les néoplasies myéloproliféra-
tives JAK2V617F. Immunologie. Université Paul Sabatier - Toulouse III, 2022. Français. �NNT :
2022TOU30189�. �tel-04001635�

https://theses.hal.science/tel-04001635v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


THÈSE
En vue de l’obtention du

DOCTORAT DE L’UNIVERSITÉ DE TOULOUSE

Délivré par l'Université Toulouse 3 - Paul Sabatier

 

Présentée et soutenue par

Charly COURDY

Le 5 décembre 2022

L'autophagie, cible thérapeutique potentielle dans les Néoplasies
Myéloprolifératives JAK2V617F

Ecole doctorale : BSB - Biologie, Santé, Biotechnologies

Spécialité : CANCEROLOGIE 

Unité de recherche :
CRCT - Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse 

Thèse dirigée par
Véronique DE MAS et Carine JOFFRE

Jury
M. Eric LIPPERT, Rapporteur

Mme Mojgan DJAVAHERY-MERGNY, Rapporteure
Mme Caroline MARTY, Rapporteure

Mme Véronique DE MAS, Directrice de thèse
Mme Carine JOFFRE, Co-directrice de thèse

Mme Estelle ESPINOS, Présidente



2 
 

 
 



3 
 

REMERCIEMENTS



4 
 

Je remercie les membres de mon jury de thèse qui ont accepté d’évaluer mes travaux. Je 

remercie mes rapporteurs Éric Lippert, Caroline Marty et Mojgan Mergny pour leur 

implication et leurs remarques très constructives. Je remercie également Estelle Espinos de 

s’être rendue disponible pour présider ce jury.  

 

Je remercie les membres de mon comité de thèse Isabelle Plo et Cécile Vindis pour leurs 

conseils avisés lors de nos réunions. Je remercie plus particulièrement Isabelle Plo de m’avoir 

accueilli à Villejuif dans son laboratoire pour me former sur l’utilisation des modèles murins. 

J’espère que notre collaboration portera ses fruits et aboutira à la publication d’un article de 

qualité.  

 

Je tiens à remercier l’ensemble des personnels hospitaliers qui m’ont permis d’obtenir tous 

ces échantillons précieux de cellules de patients. Merci à Suzanne Tavitian, Sarah Bertoli et 

Pierre Cougoul pour leur collaboration. Je remercie également l’ensemble des infirmières 

du service d’hospitalisation de jour de l’IUCT qui ont mis en pratique cette collaboration et 

avec qui il a toujours été facile de discuter malgré leur emploi du temps chargé. 

 

Merci à l’ensemble des membres du pôle technologique du CRCT, et plus particulièrement 

Manon Farcé, Laetitia Ligat et Nathalie Saint-Laurent, pour votre travail de qualité, votre 

écoute et votre disponibilité.  

 

Je tiens à remercier vivement mes deux directrices de thèse Véronique De Mas et Carine 

Joffre. Ces cinq années passées ensemble auront été très enrichissantes. Merci d’avoir 

partagé avec moi votre expérience et votre engouement dans vos domaines de prédilection 

respectifs, les NMP et l’autophagie. Merci d’avoir cru en moi et de m’avoir soutenu durant ces 

cinq années, depuis le stage de M2 jusqu’à la fin de cette thèse. J’ai beaucoup apprécié toutes 

les discussions que nous avons pu avoir tous les trois et qui m’ont fait grandir sur de nombreux 

aspects, scientifiquement et humainement parlant. Merci à toutes les deux pour votre 

gentillesse, votre patience et votre immense générosité. Je pars vers de nouveaux horisons 

riche de tout ce que vous m’avez transmis et j’espère vivement que nos routes se croiseront 

à nouveau un jour.  

 

Je remercie Stéphane Manenti pour m’avoir initié au monde de la recherche au sein de 

l’équipe 8 du CRCT. Tu as toujours été très disponible pour discuter, comme lors de nos 

premières réunions hebdomadaires dans le petit bureau, et même pour retourner à la paillasse 

à mes côtés ! Merci pour tous tes conseils à la fois pratiques et théoriques qui m’ont toujours 

été d’une grande aide mais aussi pour tes conseils sur les balades à vélo et sur les coins pour 

aller à la pêche dans les Pyrénées ! 

 



5 
 

Je tiens à remercier Jean-Emmanuel Sarry pour son accueil à mon arrivée dans l’équipe 

18 du CRCT. Merci d’avoir contribué à mon évolution au sein d’une équipe exceptionnelle 

pleine de ressources sur le plan scientifique et humain. Merci également d’être retourné mettre 

la main à la pâte pour m’aider en dissection lorsque personne d’autre ne le pouvait.  

 

Je tiens à remercier l’ensemble des personnes qui j’ai pu côtoyer pendant mes trois années 

passées au CRCT dans l’équipe 8. Merci à Maëlle, Véronique, Christine, Charlotte, 

Alexandre, Sylvie, Camille, Carine, Stéphane, Laurent, Patricia, Trang, Domenico et 

Gabrielle pour tous ces moments de partage comme lors de nos déjeunés toujours très 

animés.  

 

Merci tout particulièrement à Alex, Gabi et Maëlle mes premiers collègues de bureau, vous 

avez mis des paillettes dans ma vie, au sens propre comme au figuré ! 

 

Je remercie tous les membres de l’équipe 18 pour l’ensemble des échanges que nous 

avons pu avoir durant ces deux dernières années, vous formez une équipe d’une grande 

qualité scientifique et où travailler devient un plaisir. Merci à Emeline, Guillaume, Thibault, 

Véronique, Charlotte, Thomas, Margherita, Léa, Fanny, Nathan, Alexis, Latifa, Carine, 

Mathieu, Clément, Laura L, Jean, Margaux, Loïc, Laura P, Nathaniel, Gonçalo, Marie, 

Ambrine, Estelle, Jean-Emmanuel, Helena et Lucille. Merci également à Anne-Marie notre 

gestionnaire qui réalise un travail de grande qualité.  

 

Merci plus particulièrement à Nathan et Estelle, mes compagnons de rédaction en cette 

fin de thèse, à Emeline, Charlotte et Ambrine toujours présentes pour mettre l’ambiance 

dans le bureau. Merci à Loïc qui commence sa thèse dans l’équipe, profite au maximum de 

cette expérience ! Merci à Léa et Laura L, les deux inséparables, bon courage pour la révision 

et au plaisir de vous revoir… le lundi… en Lauturie ! Merci aux M&M’s Mathieu et Margaux 

pour les parties de rigolade, vous formez une équipe de choc ! Merci Alexis pour ton humour 

toujours aussi pertinent, quel honneur de pouvoir entrer dans ton réseau !   

 

Je tiens à remercier plus particulièrement Charlotte, ma meilleure binôme, pour tous les 

moments passés ensemble au laboratoire comme en dehors sur les marchés, à la montagne 

et maintenant à démonter des meubles ! Je ne sais pas lequel de nous deux a le plus dû 

supporter les délires psychotiques de l’autre mais cela a toujours été un immense plaisir, alors 

merci pour tout Chacha ! 

 

Merci à tous d’avoir supporté mes blagues nulles, vous penserez à moi le jour où on verra 

des vitres courir au fond du jardin ! Vous avez toujours su égayer le quotidien et nous pouvions 

toujours compter les uns sur les autres pour avancer même dans les moments difficiles. 



6 
 

Continuez comme ça, ayez confiance en vous et tout vous sera possible car vous êtes des 

personnes exceptionnelles ! 

 

 Je remercie également toutes les personnes que j’ai pu rencontrer dans les autres équipes 

du CRCT. Merci aux copains des équipes 4 et 10 Carine, Mathieu, Claire, Lorraine et 

Guillaume pour les parties de rigolade, et pour ce fameux concours de gifles auquel vous 

avez participé de manière plus ou moins volontaire… 

 

Merci à tous les copains qui m’ont accompagné dans la vie de tous les jours durant ces 

dernières années. Merci à tous les badistes qui m’ont permis de me vider la tête que ce soit 

dans les gymnases, au cours de nos week-ends bad ou lors de nos traditionnelles soirées à 

la pizzeria le dimanche soir. Merci à Adeline et Manon pour les sorties estivales à Saint-Orens 

qui se terminaient bien souvent à discuter tard le soir autour d’un bon repas bien diététique ! 

Merci aux deux licornes Marie et Loïc ainsi qu’aux manchac’ Thomas, Deborah et Baptiste 

pour tous ces instants de rigolade et de détente. Et on enfonce le clou ! 

 

Merci aux copains de l’Aveyron les colibris Nathan, Jérémy, Rudolf, Ian et Axel. Chacune 

de nos retrouvailles est un pur moment de bonheur et surtout de délire ! Vivement la 

prochaine ! 

 

Merci également à tous les amis d’Ariège que j’ai rencontrés durant ces dernières années 

à Toulouse. Merci à Camille, Harry, Amandine, Yohan, Mathilde, Anthony, Primiano, 

Jenni, Alvin et Tiziana pour tous ces moments partagés autour d’un verre ou lors de nos 

parties acharnées de 7-wonders. 

 

Je tiens tout particulièrement à remercier Camille pour m’avoir accompagné pendant ces 

cinq années. Je garderai toujours un souvenir heureux de ce temps passé ensemble. Merci 

pour tout ce que nous avons vécu et partagé, je te souhaite plein de bonnes choses pour 

l’avenir car tu le mérites tellement ! 

 

Cette aventure a également été possible grâce au soutien de toute ma famille que je tiens 

à remercier chaleureusement. Merci Papa et Maman d’avoir toujours continué à croire à moi. 

Vous m’avez encouragé et même parfois porté mais toujours en m’accordant votre entière 

confiance. Merci de m’avoir appris à aimer les choses simples de la vie, de m’avoir inculqué 

l’amour de la nature et du partage avec les êtres qui me sont chers. Même si je sais aussi de 

qui je tiens mon côté pas toujours très bien organisé ! Bref, vous avez fait de moi ce que je 

suis aujourd’hui alors merci pour tout. Je vous aime ! 

 



7 
 

Merci à mes frères et sœurs Théo, Noémie et Enola. Nous avons partagé tellement de 

choses depuis toutes ces années que je ne sais même pas par quoi commencer. Titou et 

Mimie, je suis tellement fier des adultes que vous êtes devenus, même si en tant que grand 

frère je ne pourrai jamais me retenir de surveiller ce que vous faîtes haha ! Vous pourrez 

toujours compter sur moi dans chaque instant de vos vies, je vous aime fort ! 

 

Je remercie mes grands-parents, du Rouquet comme du Vigan. Les moments passés 

avec vous sont toujours si reposants. Merci pour tous ces souvenir si précieux au jardin, à 

greffer des arbres, à la pêche, à la cueillette des champignons, lors des parties de belote ou à 

table autour d’un bon plat de pâtes. Merci à vous d’avoir toujours fait tant d’efforts pour 

chercher à nous rassembler et à partager avec nous. Votre famille vous aime ! Je vous aime ! 

 

Je remercie toute ma famille pour chaque instant passé ensemble, merci à mes oncles et 

tantes Agnès, Serge, Véro et Lulu, Clarisse, Anne-Marie, Jean-Pascal, Cathy, Joseph, 

Alain et Véro. Merci à Gilles mon beau-père de prendre tant soin de ma petite maman. Merci 

à David et Anaïs de rendre heureux ma sœur et mon frère, c’est un plaisir de vous connaitre. 

Merci enfin à tous mes couz’ Chloé, Jonathan, Léa, Valentin, Ugo, Lisa, Malvina, Manuela, 

Thomas, Adrien, Eva et Eli. Mes pensées vont également vers mes oncles Fernand et 

Raphaël qui nous regardent de là où ils sont. Tous ces moments de joie passés ensemble 

font de vous une source d’énergie inépuisable qui permet de gravir chaque montagne. Ma 

famille ma base ! Je vous aime tous très fort ! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



8 
 

 



9 
 

RESUMÉ EN FRANÇAIS



10 
 

Les Néoplasies Myéloprolifératives (NMP) représentent un groupe d’hémopathies malignes 

chroniques caractérisées par une expansion clonale excessive de cellules de la lignée 

myéloïde. L’expression fréquente de la tyrosine kinase mutée JAK2V617F dans ces pathologies 

a conduit au développement d’inhibiteurs de JAK1/JAK2 comme le ruxolitinib, utilisés 

aujourd’hui en clinique. Cependant, les bénéfices du ruxolitinib se sont avérés limités. Ainsi, 

une majorité de patients interrompent leur traitement en raison de réponses partielles ou non 

durables ou d’effets indésirables hématologiques principalement dus à un manque de 

spécificité du traitement vis-à-vis des cellules tumorales. Il est donc nécessaire de développer 

de nouvelles stratégies thérapeutiques afin d’améliorer la prise en charge des patients atteints 

de NMP. Au cours de ma thèse, j’ai émis l’hypothèse que l’autophagie, un processus 

catabolique impliqué dans la biologie des cellules cancéreuses, participait à la résistance au 

ruxolitinib dans ces pathologies. 

L’autophagie est un processus de dégradation et de recyclage de composés cellulaires. 

C’est un mécanisme finement régulé qui permet aux cellules de répondre et de s’adapter à de 

nombreux stress. Ces dernières années, plusieurs études ont établi un lien étroit entre 

autophagie et cancer. En effet, les cellules tumorales détournent l’autophagie à leur propre 

avantage pour proliférer et survivre dans des conditions environnementales extrêmes et même 

résister aux thérapies anti-cancéreuses. Dans les NMP qui expriment JAK2V617F, le rôle de 

l’autophagie n’a été que peu étudié. Mon projet de thèse vise donc à caractériser dans ces 

cancers la contribution de l’autophagie dans la mise en place des mécanismes de résistance 

au ruxolitinib. 

Les résultats que j’ai obtenus montrent tout d’abord que l’inhibition de JAK2V617F par le 

ruxolitinib entraîne une augmentation de l’autophagie dans des lignées cellulaires et des 

cellules primaires de patients JAK2 mutés. De plus, inhiber l’autophagie, en combinaison avec 

le ruxolitinib, augmente les effets cytotoxiques du traitement dans ces cellules et réduit les 

capacités clonogéniques de cellules de patients atteints de NMP JAK2V617F. Ceci indique que 

l’autophagie induite par le ruxolitinib est cytoprotectrice et participe à la résistance des cellules 

tumorales au traitement. De manière intéressante, l’autophagie n’est pas augmentée par le 

ruxolitinib dans les cellules JAK2 sauvages et son inhibition n’affecte pas la prolifération des 

cellules hématopoïétiques saines. Ces résultats suggèrent que l’induction d’autophagie 

cytoprotectrice observée sous traitement est un mécanisme de résistance propre aux cellules 

de NMP qui expriment JAK2V617F. 

D’un point de vue mécanistique, l’induction de l’autophagie par le ruxolitinib est dépendante 

de la protéine phosphatase PP2A. En effet, le ruxolitinib augmente l’activité de PP2A et inhiber 

cette phosphatase prévient l’induction d’autophagie conséquente à l’inhibition de JAK2. De 

plus, cibler PP2A, comme inhiber l’autophagie, sensibilise les cellules de NMP JAK2V617F au 

ruxolitinib sans impacter les cellules hématopoïétiques saines. 

Enfin, le rôle cytoprotecteur de l’autophagie a été validé in vivo dans un modèle de 

xénogreffe de cellules mutées pour JAK2 dans des souris NSG. Dans ce modèle, inhiber 
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l’autophagie en combinaison avec le ruxolitinib réduit la prise de greffe et prolonge 

significativement la survie des souris en comparaison au ruxolitinib seul. 

En conclusion, cette étude démontre que l’autophagie ou son régulateur en amont, PP2A, 

représentent de nouvelles cibles thérapeutiques dans les NMP JAK2V617F. L’association du 

ruxolitinib avec des inhibiteurs de l’autophagie ou de PP2A permettrait d’améliorer l’efficacité 

du traitement, d’augmenter sa spécificité vis-à-vis du clone malin et améliorerait ainsi la prise 

en charge des patients atteints de NMP. 
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Myeloproliferative Neoplasms (MPN) are a group of chronic hematological malignancies 

characterized by excessive clonal expansion of myeloid lineage cells. The prevalent 

expression of the JAK2V617F mutated tyrosine kinase observed in these disorders led to the 

development of JAK1/JAK2 inhibitors such as ruxolitinib, now in clinical use. However, limited 

benefits of ruxolitinib were reported in clinics. Indeed, a majority of patients interrupt their 

treatment because of partial response or hematological side effects mainly due to a lack of 

specificity towards tumor cells. Therefore, there is a critical need for developing new 

therapeutic approaches to enhance MPN patient care. We thus hypothesized that autophagy, 

a catabolic process involved in cancer cell biology, could contribute to ruxolitinib resistance in 

these blood cancers. 

Autophagy is a dynamic process of degradation and recycling of cell compounds. It is tightly 

regulated and it allows cells to adapt in response to many stresses. Over the past years, 

extensive data have established a close relationship between autophagy and cancer. Indeed, 

tumor cells are able to hijack autophagy to their own benefits to proliferate and survive in 

stressful environment and even to resist cancer treatments. Until now, little attention has been 

paid to the role of autophagy in JAK2V617F MPN cells. My PhD project thus aims to characterize 

the involvement of autophagy in the resistance mechanisms to ruxolitinib in these cancer 

types. 

First, my results show that JAK2V617F inhibitor ruxolitinib leads to an early autophagy flux 

induction in JAK2V617F cell lines and primary MPN patient cells. Furthermore, inhibiting 

autophagy in combination with ruxolitinib reduced proliferation and increased death of 

JAK2V617F cells. Accordingly, proliferation and clonogenic potential of JAK2V617F-driven primary 

MPN patient cells, but not of normal hematopoietic cells, were markedly impaired by the 

association, ruxolitinib plus autophagy inhibitors, compared to ruxolitinib alone. These results 

therefore indicate that ruxolitinib-induced autophagy is cytoprotective, contributes to treatment 

resistance of tumor cells and represents a JAK2V617F MPN cell-specific resistance mechanism. 

Mechanistically, we demonstrate that ruxolitinib-induced autophagy relies on PP2A protein 

phosphatase activation. Indeed, ruxolitinib treatment enhances PP2A activity in JAK2V617F cells 

and inhibiting this phosphatase prevents the autophagy induction mediated by JAK2 inhibition. 

Accordingly, targeting PP2A mirrors the effects obtained with autophagy inhibitors as it 

sensitizes JAK2V617F cells to ruxolitinib without impacting healthy hematopoietic cells. 

Finally, we confirmed the autophagy cytoprotective role in vivo in a xenograft model of JAK2 

mutated cells into NSG mice. In this model, the duplet therapy, i.e. autophagy inhibitor plus 

ruxolitinib, reduces tumor burden and significantly extends mice overall survival compared with 

ruxolitinib alone. 

To conclude, autophagy or its upstream regulator PP2A represent new therapeutic targets 

in JAK2V617F-positive MPNs. Combining ruxolitinib with autophagy or PP2A inhibitors could 

enhance treatment efficacy and specificity towards the malignant clone to improve MPN patient 

care. 
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I. DE L’HEMATOPOIESE NORMALE AUX HEMOPATHIES 

MALIGNES : 

 

A. L’hématopoïèse normale : 

 

1. Définition de l’hématopoïèse : 

 

Avec plus de mille milliards de cellules produites chaque jour, le sang est l’un des tissus se 

régénérant le plus rapidement chez l’humain adulte. Cette production est assurée dans la 

moelle osseuse par l’hématopoïèse (du grec « hematos » sang et « poiesis » fabrication). Elle 

correspond à l’ensemble des événements hiérarchiques qui permettent la production et le 

remplacement continu et régulé des différentes cellules hématopoïétiques du sang (cellules 

circulantes) et des tissus (cellules résidentes) à partir d’une petite population de cellules de la 

moelle osseuse, les cellules souches hématopoïétiques (CSH). Cette notion a été introduite 

par les travaux du biologiste russe A. Maximow qui publie en 1906 sa théorie unitaire de 

l’hématopoïèse selon laquelle la production de l’ensemble des cellules du sang serait 

organisée de manière hiérarchique à partir d’une origine cellulaire commune qu’il nomma 

« polyblaste ». 

L’hématopoïèse est donc un processus complexe possédant de fortes capacités de 

prolifération et de différenciation, mais elle présente aussi un haut potentiel d’adaptation. En 

effet, si la production cellulaire est stable dans des conditions physiologiques, elle peut être 

largement modifiée en réponse à différents stimuli environnementaux ou en conditions 

physiopathologiques. Cette grande plasticité est sous-tendue par l’existence de fins 

mécanismes de régulation à la fois au niveau endo- et paracrine par les cytokines et au niveau 

cellulaire par les facteurs de transcription. 

 

2. La niche hématopoïétique :  

 

Chez l’adulte, l’hématopoïèse a lieu essentiellement dans la moelle osseuse des os de la 

tête, des vertèbres, du thorax, du bassin et dans les épiphyses des os longs. La moelle 

osseuse est composée essentiellement de cellules hématopoïétiques, d’une innervation par 

le système nerveux sympathique, d’un réseau microvasculaire riche et d’un ensemble de 

cellules stromales qui forment le cadre osseux et produisent la matrice extracellulaire ainsi que 

des facteurs de croissance hématopoïétiques. C’est ce microenvironnement, comprenant 

l’ensemble des cellules stromales, la matrice et les signaux qu’elles produisent, qui forme la 

niche hématopoïétique. Il s’agit d’un réseau dynamique en étroite interrelation avec les CSH 
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pour permettre leur maintien et leur développement et ainsi assurer le déroulement de 

l’hématopoïèse tout au long de la vie de l’individu.   

 

3. La hiérarchie hématopoïétique :  

 

Dans sa définition classique, l’hématopoïèse correspond à un système hiérarchique qui 

peut être divisé en quatre compartiments en fonction du degré de maturité des cellules : les 

cellules souches, les progéniteurs, les précurseurs et les cellules matures. Cependant, 

l’arrivée de nouvelles technologies permettant l’étude à l’échelle de la cellule unique a conduit 

à une redéfinition de la hiérarchie hématopoïétique. Aujourd’hui, cette hiérarchie est visualisée 

comme un continuum de différenciation où la démarcation entre les différentes populations est 

réduite. De plus, ces études ont mis en évidence une grande hétérogénéité au sein de chaque 

compartiment immature en termes de possibilités de différenciation et donc l’existence de biais 

de lignages acquis précocement dans la hiérarchie hématopoïétique (Laurenti and Göttgens, 

2018).  

 

a. Les cellules souches :  

 

Les CSH correspondent au compartiment le plus immature situé à l’apex de la hiérarchie 

hématopoïétique. Plusieurs études ont tenté de définir les CSH, ce sont des cellules rares et 

quiescentes qui présentent une autophagie élevée (Warr et al., 2013; Ho et al., 2017) et un 

métabolisme essentiellement glycolytique (Takubo et al., 2013). L’identification des CSH 

passe également par une définition fonctionnelle, ces cellules présentent des capacités 

multiples de différenciation et d’auto-renouvellement. La démonstration de leurs fonctions 

provient des travaux de Till et McCulloch qui, après injection de cellules de moelle de souris 

saines, décrivent l’apparition de nodules de divers lignages hématopoïétiques dans les rates 

des souris receveuses préalablement mises en aplasie médullaire par irradiation létale (Becker 

et al., 1963). Ces observations démontrent l’existence dans la moelle osseuse de cellules 

multipotentes capables de régénérer l’ensemble des lignages hématopoïétiques après 

transplantation.  

Il apparait aujourd’hui que les CSH sont une population de cellules hétérogènes que l’on peut 

classer en fonction de leurs capacités d’auto-renouvellement et de différenciation. D’une part, 

les CSH dites à long terme (LT-CSH) présentent des capacités élevées d’auto-

renouvellement. D’autre part, les CSH à court terme (ST-CSH) possèdent des capacités 

d’auto-renouvellement plus faibles. Une population de CSH aux capacités intermédiaires (IT-

CSH) a également été décrite à l’interface entre LT-CSH et ST-CSH (Figure 1). Ce sont des 

cellules quiescentes à l’état basal qui sont réactivées par des stimuli de stress. Les CSH 

contribuent donc peu à la production quotidienne de cellules hématopoïétiques, elles servent 

cependant de réservoir en cas de lésion. 
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Initialement positionnés en aval dans la hiérarchie hématopoïétique, les progéniteurs 

multipotents (MPP) apparaissent étroitement liés à la population des CSH. Ces cellules, qui 

présentent des capacités d’auto-renouvellement, assurent à l’état basal l’essentiel de la 

production quotidienne de cellules hématopoïétiques. Sur la base d’études récentes, les MPP 

apparaissent comme un groupe hétérogène où chaque cellule présente individuellement un 

biais de différenciation dans une voie hématopoïétique spécifique, ils peuvent être séparés en 

MPP1, MPP2, MPP3 et MPP4 (Figure 1). Les MPP1 sont des cellules multipotentes 

fonctionnellement proches des ST-CSH. Les MPP2 et MPP3 s’engagent préférentiellement 

dans la voie de différenciation myéloïde alors que les MPP4 plutôt vers la voie lymphoïde 

(Pietras et al., 2015). La représentation classique de l’hématopoïèse était basée sur un 

engagement des cellules en aval des MPP dans l’une des deux voies de différenciation 

hématopoïétiques que sont les lignées myéloïde et lymphoïde. Ces découvertes ont révélé 

l’existence de choix de trajectoires de différenciation dès les stades les plus immatures de 

l’hématopoïèse. Le processus de différenciation d’une cellule sanguine particulière serait donc 

dépendant d’un biais de différenciation apparu dès le stade des CSH. 

 

b. Les progéniteurs : 

 

Plus en aval, les cellules perdent peu à peu leurs capacités d’auto-renouvellement et 

augmentent leurs capacités de prolifération et de différenciation pour donner des progéniteurs. 

C’est au sein de ces populations qu’émergent les premières marques phénotypiques d’un 

engagement dans l’une ou plusieurs des voies de différenciation hématopoïétiques. La 

ségrégation des voies de différenciation se poursuit d’une part avec, en aval des MPP2 et 3, 

les progéniteurs myéloïdes communs (CMP) qui possèdent exclusivement des capacités de 

différenciation dans la voie myéloïde vers les progéniteurs mégacaryocyte/érythrocyte (MEP) 

ou les progéniteurs granulocyte/macrophage (GMP). En parallèle, les progéniteurs 

lymphoïdes communs (CLP) en aval des MPP4 possèdent exclusivement des capacités de 

différenciation lymphoïde (Figure 1). Cette vision a cependant été complexifiée par la mise en 

évidence d’états transitoires à l’origine de la notion de continuum de différenciation. Ainsi les 

progéniteurs hématopoïétiques seraient un compartiment hautement hétérogène que les CSH 

et MPP en cours de différenciation traversent pour acquérir graduellement les caractéristiques 

d’un type de lignage spécifique (Buenrostro et al., 2018). 

Le modèle de ségrégation en deux lignages a également été remis en cause par la 

découverte de progéniteurs aux capacités doubles de différenciation à la fois dans les voies 

myéloïde et lymphoïde ou LMPP (« lympho-myeloid primed progenitor »), suggérant que ces 

deux trajectoires de différenciation pouvaient également rester intriquées en aval des MPP 

(Figure 1). 
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Historiquement, l’identification des progéniteurs a été permise par la mise au point d’un test 

fonctionnel in vitro de culture en milieu semi-solide appelé test de clonogénicité (Bradley and 

Metcalf, 1966). Ce test évalue la capacité des cellules à proliférer pour former des clones 

engagés dans une voie de différenciation dont la nature sera dépendante du type de 

progéniteur qui en est à l’origine. Ainsi, le CLP sera identifiable par sa capacité à former des 

clones, aussi appelés « Colony Forming Unit » (CFU), dans les lignages des lymphocytes B, 

lymphocytes T et cellules Natural Killer. Le CMP, aussi appelé CFU-GEMM (« Granulocyte 

Erythrocyte Macrophage Megakaryocyte ») donnera des progéniteurs engagés de type CFU-

GM (Granulocyte Macrophage) dans la voie granulo-monocytaire, BFU-Meg (Burst forming 

unit – Megakaryocyte) de la lignée mégacaryocytaire et de type BFU-E (BFU-Erythrocyte) 

engagés dans la différenciation érythroïde. Les BFU-E sont aisément reconnaissables par leur 

capacité à former des colonies éclatées d’une coloration rouge-orangée caractéristique de la 

production d’hémoglobine par les cellules de la lignée érythroïde. 

Figure 1 : Schéma général de l’hématopoïèse. 

Les cellules du sang dérivent du compartiment des CSH et MPP qui présentent des biais de différenciation 

spécifiques de différents lignages. La différenciation hématopoïétique est un processus continu, les 

cellules engagées dans le compartiment des progéniteurs vont acquérir peu à peu des caractéristiques 

propres à un seul type cellulaire. Le bon déroulement de la myélopoïèse est finement régulé par un 

ensemble de cytokines qui stimulent la prolifération et la survie des cellules ou leur différenciation. 
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c. Les précurseurs et cellules matures :  

 

Au cours des cycles de divisions cellulaires, les progéniteurs perdent leur potentiel de 

différenciation et de prolifération pour devenir des précurseurs spécifiques d’une seule lignée 

de l’hématopoïèse, capables de générer un type de cellules matures. Les précurseurs suivent 

alors un processus de maturation pour acquérir progressivement une morphologie identifiable 

ainsi qu’une fonction propre à chaque type cellulaire. Enfin, lors d’une étape de mobilisation, 

les cellules sortent de la moelle osseuse et migrent vers le sang périphérique où elles pourront 

exercer leurs fonctions ou rejoindre d’autres tissus.  

L’ensemble des processus menant de la CSH aux cellules myéloïdes matures est appelé 

myélopoïèse. Elle peut être séparée en érythropoïèse (production des globules rouges), 

mégacaryopoïèse (production des plaquettes), granulopoïèse (production des granulocytes) 

et monocytopoïèse (production des monocytes-macrophages).  

 

4. Régulation de la myélopoïèse par les cytokines : 

 

La quantité de cellules sanguines doit être continuellement maintenue dans des valeurs 

physiologiques pour éviter la survenue de pathologies. Cependant, elle doit également être 

rapidement et transitoirement adaptable pour répondre à divers stress comme des infections 

ou des saignements. Ainsi, une régulation fine de l’hématopoïèse est un enjeu majeur pour 

l’organisme. Celle-ci est largement médiée par un ensemble de facteurs solubles appelés 

cytokines ou facteurs de croissance hématopoïétiques.  

En fonction de leur niveau d’action dans la hiérarchie hématopoïétique, les cytokines 

peuvent être classées en trois catégories. Premièrement, les facteurs de promotion qui 

interviennent en amont dans l’hématopoïèse en régulant la prolifération, la survie, l’entrée en 

cycle et l’auto-renouvellement des CSH. Les principaux facteurs de promotion sont le stem 

cell factor (SCF), l’interleukine 3 (IL-3) et la famille des interleukines 6 (IL-6). Puis, les cytokines 

de la catégorie des facteurs de régulation multipotents comme le granulocyte-monocyte – 

colony stimulating factor (GM-CSF) qui régulent la prolifération, la différenciation et la 

maturation des cellules de divers lignages à des étapes précoces. Enfin, les étapes les plus 

tardives de la différenciation de lignées déjà engagées sont contrôlées par les facteurs de 

régulation dits restreints. Ainsi, le G-CSF stimule la production des granulocytes, le M-CSF 

favorise la production des monocytes, la thrombopoïétine (TPO) permet la production des 

plaquettes et l’érythropoïétine (EPO) contrôle la production des érythrocytes. 

 

5. Dérégulations de la myélopoïèse : 

 

Des dérégulations de la myélopoïèse peuvent conduire à une production insuffisante de 

cellules sanguines, on parle alors de cytopénie. Au contraire, une dérégulation à la hausse 
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entraîne un excès de production de cellules, on parle alors de leucocytose pour les globules 

blancs, de thrombocytose lorsque les plaquettes sont produites en trop grand nombre ou de 

polyglobulie lorsque c’est l’érythropoïèse qui est exacerbée.  

Les causes de ces dérégulations sont multiples comme des facteurs environnementaux, 

des carences ou des maladies. Par ailleurs, elles peuvent être dues à des facteurs intrinsèques 

propres à la cellule comme la survenue de mutations. Si une mutation est retrouvée dans des 

cellules très immatures comme les CSH ou les MPP, elle conduit à la formation d’un clone de 

cellules qui prolifèrent et se différencient parallèlement à l’hématopoïèse normale. On parle 

alors d’hématopoïèse clonale. Dans certains cas la mutation confère un avantage à ce clone 

qui prolifère alors de manière dérégulée et remplace peu à peu l’hématopoïèse normale, 

pouvant conduire à l’apparition de cancers ou hémopathies malignes.  

 

B. L’hématopoïèse clonale : 

 

1. Définition de l’hématopoïèse clonale : 

 

Avec l’âge, l’accumulation de mutations au sein des CSH ou des MPP conduit à l’expansion 

de clones de cellules hématopoïétiques génétiquement hétérogènes. La plupart des mutations 

n’ont pas d’impact biologique, cependant certaines confèrent un avantage prolifératif aux 

clones qui vont alors progressivement s’amplifier au détriment des autres. L’identification de 

ce processus chez des individus sans hémopathie maligne, présentant une hématopoïèse qui 

reste fonctionnellement normale, est nommée hématopoïèse clonale de signification 

indéterminée ou CHIP (« clonal hematopoiesis of indeterminate potential ») (Genovese et al., 

2014; Jaiswal et al., 2014; Xie et al., 2014). Les gènes communément retrouvés mutés dans 

la CHIP sont habituellement associés au développement d’un cancer hématologique. Des 

études multivariées menées sur de larges cohortes de patients indiquent que les individus 

présentant une CHIP ont un risque accru de développer une hémopathie maligne. De ce fait, 

la 5ème édition de la classification des tumeurs hématologiques de l’Organisation Mondiale de 

la Santé à paraître en fin d’année 2022 définit la CHIP comme étant un état précurseur de 

maladies hématologiques (Khoury et al., 2022). Les progrès de la biologie moléculaire avec 

notamment l’avènement des techniques de séquençage à haut débit ont permis d’identifier 

ces mutations somatiques même si celles-ci sont peu exprimées dans les cellules sanguines 

de sujets sains. Aujourd’hui, une mutation est comptabilisée comme définissant une CHIP si 

elle est retrouvée avec un seuil de détection (ou fréquence allélique) arbitrairement fixé à 2% 

des cellules hématopoïétiques. Dans 90% des sujets atteints de CHIP, c’est une seule 

mutation qui est retrouvée de manière isolée. Par ailleurs, bien que la CHIP soit très rare chez 

les moins de 40 ans, son incidence augmente avec l’âge jusqu’à être retrouvée chez plus de 

10% des sujets de 70 ans et plus, ce qui fait de l’âge le principal facteur de risque d’une CHIP. 
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2. Paysage mutationnel de l’hématopoïèse clonale : 

Tableau 1 : Liste des principales mutations dans la CHIP. 

Abréviations : LAM (leucémie aiguë myéloïde), SMD (syndrome myélodysplasique), NMP (néoplasies 

myéloprolifératives), LMMC (leucémie myélomonocytaire chronique), LAMC (leucémie aiguë 

mégacaryoblastique), LAL (leucémie aiguë lymphoïde). 

 

Les mutations initialement recherchées dans la CHIP sont celles affectant une liste de 160 

gènes qui avaient précédemment été retrouvés comme mutés de manière récurrente dans les 

cancers hématologiques (Tableau 1). Les gènes principalement identifiés comme mutés dans 

le contexte d’une CHIP sont DNMT3A (« DNA-methyltransferase 3A ») dans 53% des cas, 

TET2 (« tet methylcytosine dioxygenase 2 ») dans 10% des cas, ASXL1 (« additional sex 

combs-like 1 ») dans 9% des cas et JAK2 (« Janus kinase 2 ») dans 5% des cas. DNMT3A, 

TET2 et ASXL1 sont des protéines impliquées dans la régulation épigénétique de l’ADN. JAK2 

est une protéine kinase essentielle à la signalisation de cytokines contrôlant l’hématopoïèse. 

La présence de ces mutations procure un avantage prolifératif et permet l’expansion clonale 

des cellules qui les portent (Watson et al., 2020). Bien que cet avantage soit modéré, il 

contribue à l’expansion clonale de la CHIP qui associé à l’âge et à l’émergence potentielle de 

nouvelles mutations au sein d’un même clone conduisent au développement de cancers 

hématologiques. 

 

3. Progression en hémopathie maligne : 

 

La présence d’une CHIP est associée à un risque accru de développement d’une 

hémopathie maligne estimé à 0,5-1% par an (Genovese et al., 2014; Jaiswal et al., 2014). Les 

mutations présentes dans le clone malin sont alors celles retrouvées dans le clone de CHIP 

duquel il émerge, accompagnées généralement de nouvelles mutations. Ceci renforce 

l’hypothèse selon laquelle la CHIP crée un terrain favorable à l’apparition de nouvelles 

mutations qui pourront être l’élément déclencheur d’une hémopathie maligne. Il existerait donc 

Mutation 
Fréquence dans 

la CHIP 

Mécanisme  

affecté 
Hémopathies malignes associées 

DNMT3A 53% 

Régulation 

épigénétique 

LAM - SMD - NMP - Lymphomes 

TET2 10% 
LAM - SMD - NMP - LMMC - 

Mastocytoses 

ASXL1 9% 
LAM - SMD - NMP - LMMC - 

Mastocytoses 

JAK2 5% Signalisation NMP - LAMC  - LAL 

TP53 4% 
Régulation de 

l'apoptose 
LAM - SMD - NMP 

SF3B1 4% 
Epissage                  

des ARNm 
LAM - SMD - NMP 
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un continuum entre les cancers hématologiques et les clones sains, tels que dans la CHIP, 

desquels ils dérivent. En revanche, le type d’hémopathie développée à partir d’une CHIP n’est 

pas déterminé. Dans le cas des affections myéloïdes, il peut s’agir principalement de 

syndromes myélodysplasiques, de leucémies aiguës myéloïdes (LAM) ou de néoplasies 

myéloprolifératives (NMP) (Figure 2). 

 

C. Les néoplasies myéloprolifératives BCR-ABL1 négatives : 

 

1. Classification des NMP : 

 

Les NMP correspondent à un groupe d’hémopathies malignes chroniques de faible 

incidence définies par une expansion clonale excessive de cellules de la lignée myéloïde sans 

blocage de différenciation. La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une NMP qui se 

distingue des autres par la présence du chromosome de Philadelphie. Cette anomalie 

chromosomique causée par une translocation réciproque t(9 ; 22) conduit à la production de 

la protéine de fusion BCR-ABL1 (« breakpoint cluster region – Abelson 1 »), une tyrosine 

kinase dérégulée responsable d’une granulopoïèse exacerbée et de la survenue de la 

maladie. Selon la classification actualisée des tumeurs hématologiques (Khoury et al., 2022), 

Figure 2 : Evolution de l’hématopoïèse clonale. 

La survenue de mutations dans les CSH peut entraîner l’émergence d’un clone au sein de 

l’hématopoïèse. Bien que ce clone soit généralement asymptomatique, il peut favoriser l’accumulation 

de nouvelles mutations et progresser vers une hémopathie maligne (adapté de Danlos et al., 2019). 
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les NMP dites BCR-ABL1 négatives regroupent trois principales pathologies que sont la 

polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle (TE) et la myélofibrose primaire 

(MFP). Ce groupe comprend également d’autres pathologies plus rares dites atypiques 

comme la leucémie neutrophile chronique, la leucémie éosinophile chronique, la leucémie 

myélomonocytaire juvénile ainsi que les NMP non classifiées. Dans la suite du mémoire, le 

terme NMP fera référence aux seules PV, TE et MFP. 

 

2. La polyglobulie de Vaquez : 

 

La polyglobulie de Vaquez (PV) ou polyglobulie primitive est caractérisée par une 

production accrue de cellules myéloïdes morphologiquement normales avec une 

prédominance sur la lignée érythrocytaire. Cette production exacerbée de globules rouges est 

indépendante des taux circulants d’EPO. En effet, les progéniteurs issus de patients atteints 

de PV sont capables de proliférer en milieu semi-solide et de donner des clones érythroïdes 

de type BFU-E indépendamment de cette cytokine. 

C’est la plus fréquente des NMP, son incidence est estimée de 1 à 2,8 nouveaux cas pour 

100.000 personnes par an et augmente avec l’âge. L’âge moyen au diagnostic est d’environ 

60 ans. Il repose principalement sur la détection d’une polyglobulie sur la numération formule 

sanguine (NFS), un dosage de l’EPO ainsi qu’une exploration pour la recherche de mutations 

notamment de JAK2. Il s’agit d’un cancer chronique, en effet la survie médiane des patients 

atteints de PV est de 24 ans. 

La PV est souvent asymptomatique, mais l’accumulation d’érythrocytes dans le sang 

aboutit finalement à une hypervolémie et une hyperviscosité sanguine. Les conséquences 

pour le patient sont multiples comme une asthénie, des céphalées, une érythrose cutanée ou 

un prurit à l’eau. Environ un tiers des patients présentent également une augmentation du 

volume de la rate ou splénomégalie.  

Les complications de la PV à court terme sont essentiellement un risque de thromboses 

artérielles ou veineuses en raison de l’augmentation de la viscosité sanguine ainsi qu’une 

prédisposition à une augmentation de l’importance des hémorragies. À plus long terme, 10 à 

30% des patients développent une insuffisance médullaire et une myélofibrose. Une 

transformation en LAM peut spontanément survenir dans 1 à 2,5% des cas.  

 

3. La thrombocytémie essentielle : 

 

La thrombocytémie essentielle (TE) se caractérise par une production accrue de cellules 

myéloïdes avec une prédominance sur la lignée mégacaryocytaire.  

Son incidence est estimée de 1 à 2,5 nouveaux cas pour 100.000 personnes par an et 

augmente avec l’âge. Le diagnostic est le plus souvent réalisé après 50 ans, un pic précoce 

de survenue de la maladie est également observé autour de 30 ans principalement chez les 
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femmes. Le diagnostic repose principalement sur l’observation d’une numération plaquettaire 

élevée et persistante et l’exploration pour la recherche de mutations. Il s’agit également d’un 

cancer chronique puisque la survie médiane des patients atteints d’une TE est quasiment 

similaire à la population générale. 

À l’instar de la PV, la TE se développe lentement et peut rester longtemps asymptomatique. 

Elle cause progressivement une asthénie, des céphalées, des rougeurs, des sensations de 

brûlure dans les extrémités et également une splénomégalie. 

La surproduction de plaquettes augmente progressivement le risque de thromboses ou de 

saignements. A plus long terme, une évolution en myélofibrose ou en LAM peut également 

être observée mais survient plus rarement que dans la PV. 

 

4. La myélofibrose primaire : 

 

La myélofibrose primaire (MFP) correspond à une fibrose médullaire généralement 

associée à une hématopoïèse extramédullaire le plus souvent splénique. Elle est la résultante 

d’une prolifération accrue de cellules progénitrices myéloïdes. Dans ce contexte, les 

mégacaryocytes qui dérivent de ces progéniteurs malins produisent de grandes quantités de 

cytokines (e.g. TGF-beta). Ils activent alors les fibroblastes de la moelle osseuse qui 

produisent des quantités excessives de matrice extracellulaire et conduisent à la fibrose 

médullaire. La moelle osseuse fibrosée s’appauvrit, elle perd peu à peu sa cellularité et sa 

capacité à héberger une hématopoïèse physiologique. Elle est alors progressivement 

remplacée par d’autres organes (essentiellement le foie et la rate) pour produire les cellules 

sanguines. 

L’incidence de la MFP est estimée de 0,5 à 1,5 nouveaux cas pour 100.000 personnes par 

an. Le diagnostic, réalisé généralement autour de 60 ans, repose principalement sur la 

détection d’une fibrose par biopsie ostéo-médullaire, d’une anémie s’aggravant avec le temps 

par NFS, d’une splénomégalie ainsi que sur l’exploration mutationnelle. 

C’est la plus agressive des NMP pour le patient, la survie médiane est de 5 à 6 ans mais 

présente une grande variabilité. En effet, la MFP progresse rapidement chez certains patients 

pour aboutir à une insuffisance médullaire ou une transformation en LAM qui engage le 

pronostic vital du patient. Cependant, la plupart des patients ont une évolution lente, la 

splénomégalie apparait progressivement et on observe plus tardivement une dégradation de 

l’état général, de la fièvre et un infarctus splénique. 

 

5. Bases génétiques des NMP BCR-ABL1 négatives : 

 

En 2005, l’identification de la première anomalie moléculaire « driver » retrouvée dans 70% 

des NMP BCR-ABL1 négatives, la mutation JAK2V617F, a constitué une avancée majeure dans 

la compréhension de la physiopathologie de ces maladies (Baxter et al., 2005; James et al., 
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2005; Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005). La présence de cette mutation conduit à une 

activation constitutive de JAK2, une tyrosine kinase cytosolique essentielle à la signalisation 

des cytokines. Cette mutation est présente dans 95% des PV et dans 50 à 60% des TE et 

MFP.  

Par la suite d’autres mutations majoritaires dans les NMP ont été identifiées (Vainchenker 

and Kralovics, 2017). Dans 3% des PV, on peut retrouver une mutation sur l’exon 12 de Jak2 

qui conduit à l’activation constitutive de cette tyrosine kinase. Par ailleurs, des mutations faux-

sens touchant le récepteur à la thrombopoïétine MPL (« myeloproliferative leukemia virus ») 

ont été associées au développement d’une NMP. Elles conduisent à l’activation spontanée de 

la signalisation de JAK2 en aval du récepteur indépendamment de la fixation d’une cytokine. 

Une mutation de MPL est retrouvée dans 2 à 3% des TE et 3 à 5% des MFP. Enfin, des 

mutations affectant le gène codant pour la calréticuline (CALR), une protéine chaperonne 

responsable de la maturation et du trafic de MPL jusqu’à la membrane plasmique, ont été 

retrouvées dans 20 à 25% des TE et 25 à 30% des MFP. Une mutation de CALR entraîne sa 

liaison au domaine extracellulaire du récepteur MPL dans le réticulum endoplasmique (RE). 

Ceci cause la dimérisation du MPL immature et son transport via l’appareil de Golgi à la 

surface de la cellule où il sera constitutivement activé, stimulant ainsi la signalisation de JAK2 

en aval du récepteur (Pecquet et al., 2019). 

Les trois mutations décrites jusqu’à présent sont le plus souvent mutuellement exclusives. 

En revanche, elles ne permettent pas à elles seules d’expliquer l’hétérogénéité retrouvée dans 

les NMP. D’autres mutations ont également été identifiées dans les NMP et peuvent être 

classées en quatre catégories (Tableau 2) : 

- les mutations affectant des voies de signalisation comme celles conduisant à une perte 

de fonction de régulateurs négatifs de signaux dépendants des récepteurs de cytokines (CBL, 

LNK) ou des mutations activatrices de signalisation (NRAS, NF1, FLT3). Ces mutations 

peuvent prédisposer au développement d’une NMP mais aussi favoriser la progression de la 

maladie et notamment la transformation en LAM. 

- celles impactant la régulation épigénétique de l’expression des gènes en contrôlant la 

méthylation de l’ADN (TET2, DNMT3A, IDH1/2) ou la modification des histones (EZH2, 

ASXL1). Ces mutations, retrouvées pour certaines dans l’hématopoïèse clonale ou CHIP, 

auraient un rôle favorisant l’initiation de la maladie. 

- les mutations de facteurs de transcription (TP53, CUX1, IKZF1, ETV6, RUNX1), qui 

apparaissent généralement tardivement et favorisent la transformation en LAM. 

- les mutations de facteurs d’épissage (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), essentiellement 

restreintes à la TE et à la MFP, qui participeraient essentiellement à la progression de la 

maladie.  

Ces nouvelles mutations ne sont pas restreintes aux NMP, elles peuvent être retrouvées 

dans la CHIP mais aussi dans les syndromes myélodysplasiques et les LAM, sous-entendant 

l’existence d’un continuum entre ces différents états.  
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Mutation Type de mutation Fonction Fréquence Conséquences 

Mutation « driver » 

JAK2 

V617F 
Transduction du signal 

de cytokines 

95% PV 

50 à 60% TE et MFP 

Augmentation 

myélopoïèse 

Exon 12 3% PV 
Augmentation 

érythropoïèse 

MPL Faux sens Récepteur de la TPO 3 à 5% TE et MFP Augmentation 

mégacaryopoïèse CALR Indel exon 9 Chaperonne du RE 25% TE et MFP 

Mutations secondaires 

LNK 
Perte de fonction 

Régulateur négatif 

de JAK2 

1 à 2% TE et MFP 
Synergie avec 

JAK2V617F 

CBL 4% MFP 

Progression en 

LAM 

NRAS Activation 

Voie des MAPK Rare MFP 
NF1 

Faux sens - 

Délétion 

FLT3 
FLT3-ITD 

(gain de fonction) 
Récepteur de cytokine <3% PV, TE et MFP 

TET2 

Perte de fonction Régulation 

épigénétique 

10 à 20% PV, TE et MFP 

Initiation 

et progression 

de la maladie 

DNMT3A 5 à 10% PV, TE et MFP 

ASXL1 
25% MFP, 1 à 3% PV 

et TE 

EZH2 5 à 10% MFP 

IDH1/2 Faux sens 1 à 3% MFP 

TP53 
Perte de fonction Contrôle de l’apoptose 

<5% PV, TE et MFP 

Progression en 

LAM 

CUX1 <3% PV, TE et MFP 

IKZF1 Délétion – Indel 
Facteur de transcription 

hématopoïèse 
<3% PV, TE et MFP ETV6 Faux sens – Indel 

RUNX1 Perte de fonction 

SRSF2 

Faux sens 
Facteurs d’épissage 

de l’ARN 

10 à 15% MFP, <2% TE 

Initiation 

et progression 

de la maladie 

SF3B1 <3% TE 
Anémie 

U2AF1 10 à 15% MFP 

Tableau 2 : Liste des mutations présentes dans les NMP. 

(Adapté de Vainchenker and Kralovics, 2017). 

 

Il apparaît qu’une large majorité des patients atteints de NMP présente une mutation 

responsable d’une activation constitutive de la signalisation dépendante de la protéine kinase 

JAK2. De plus, la mutation V617F de JAK2 est la mutation la plus fréquente dans ce groupe 

de cancers. 
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II. LA MUTATION JAK2V617F : 

 

A. La tyrosine kinase JAK2, un acteur majeur dans la régulation 

de l’hématopoïèse physiologique : 

 

1. Généralités sur les kinases JAK : 

 

Les cytokines exercent leurs fonctions en se fixant à la surface des cellules 

hématopoïétiques sur les protéines de la superfamille des récepteurs de cytokines. 

Cependant, cette famille de récepteurs est caractérisée notamment par une absence d’activité 

catalytique intrinsèque. La transduction du signal vers l’intérieur de la cellule est donc assurée 

par l’association des récepteurs de cytokines dans leur domaine intracellulaire avec des 

protéines à activité tyrosine kinase de la famille des Janus kinases (JAK). Le complexe ainsi 

formé permet à la cellule de transformer des signaux provenant de leur environnement en 

effets biologiques, conférant alors aux kinases JAK un rôle essentiel dans la régulation de 

l’hématopoïèse. 

Les membres de la famille des kinases JAK sont au nombre de quatre : JAK1, JAK2, JAK3 

et TYK2 (« Non-receptor tyrosine-protein kinase 2 »). A l’exception de JAK3, 

préférentiellement retrouvée dans les cellules hématopoïétiques et endothéliales, les kinases 

JAK sont exprimées à des niveaux comparables dans une vaste majorité de types cellulaires. 

Elles sont impliquées dans la régulation de divers processus physiologiques, dans le 

développement et la croissance. De plus, une activation aberrante de la signalisation 

dépendante des kinases JAK est fréquemment retrouvée dans diverses pathologies comme 

des affections inflammatoires, des maladies auto-immunes ou des cancers. Plus 

particulièrement, des altérations génétiques conduisant à l’activation constitutive de voies de 

signalisation dépendantes de kinases JAK sont fréquemment associées au développement de 

cancers touchant les cellules de la lignée myéloïde (Vainchenker et al., 2018). De par son rôle 

prépondérant dans divers cancers, JAK2 est la plus étudiée des kinases JAK.  

 

2. Structure de JAK2 : 

 

À l’instar des autres kinases JAK, JAK2 possède sept domaines d’homologie appelés 

domaines JH pour « JAK homology domains » classés de JH1 à JH7 (Vainchenker et al., 

2018) (Figure 3) : 

- Parmi eux, le domaine tyrosine kinase JH1 situé en C-terminal porte l’activité catalytique 

de JAK2.  

- Plus en amont, le domaine pseudokinase JH2 régule l’activité kinase de JAK2 à différents 

niveaux. Premièrement, le domaine JH2 permet par un mécanisme d’autophosphorylation qui 
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inhibe le domaine JH1 de maintenir l’activité basale de JAK2 à un bas niveau (Ungureanu et 

al., 2011). De plus, un travail récent basé sur une technique de microscopie à fluorescence à 

l’échelle de la molécule unique suggère que le domaine pseudokinase de JAK2 contribue à la 

stabilisation des complexes de signalisation formés par JAK2 et son récepteur associé 

(Wilmes et al., 2020). Le domaine pseudokinase JH2 apparait donc essentiel à la régulation 

des mécanismes de transduction du signal dépendants de JAK2. 

- En N-terminal, les domaines JH3 à JH7 comprennent un domaine pseudo Src Homology 

2 (Ψ-SH2) et un domaine band 4.1, ezrin, radixin and moesin (FERM) qui permettent la liaison 

spécifique non-covalente de la kinase JAK avec le récepteur aux cytokines. 

 

3. La signalisation dépendante de JAK2 : 

 

a. Les récepteurs de cytokines de type I et II : 

 

Le contrôle de la myélopoïèse par les cytokines est dépendant de la fixation de celles-ci 

sur des récepteurs de cytokines situés à la membrane plasmique. Ils peuvent être classés en 

récepteurs de type I ou de type II sur la base d’homologies dans leur domaine extracellulaire. 

Parmi ceux de type I, qui présentent des résidus cystéine et un motif WSXWS conservés, les 

récepteurs sont classés en différentes sous-familles en fonction du type de dimérisation lors 

de leur activation (homodimères, hétérodimères ou multimères). Les récepteurs de cytokines 

ont chacun une affinité particulière pour une ou plusieurs kinases de la famille JAK. Ainsi, les 

récepteurs homo- et hétérodimériques de type I, comme le récepteur à l’EPO (EPO-R), à la 

TPO (MPL), au G-CSF (G-CSFR) ou au GM-CSF (GM-CSFR) se lient presque exclusivement 

à JAK2. À l’inverse, les récepteurs multimériques de type I et les récepteurs de cytokines de 

type II utilisent une ou plusieurs des quatre kinases JAK dans diverses combinaisons (Ihle, 

1995; Vainchenker et al., 2018) (Figure 4). 

 

 

 

Figure 3 : Structure de la protéine JAK2. 

La protéine kinase JAK2 est constituée de quatre domaines. Les domaines FERM et Ψ-SH2 permettent 

sa liaison aux récepteurs de cytokines. Le domaine kinase porte l’activité catalytique de JAK2. Le 

domaine pseudokinase régule le domaine kinase par un mécanisme d’autophosphorylation. 
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Dans les premières étapes des mécanismes de transduction du signal, la fixation d’une 

cytokine sur son récepteur amorce une cascade de signalisation qui débute par la dimérisation 

du récepteur. Ceci conduit au rapprochement de deux kinases JAK qui pourront alors se trans-

phosphoryler et ainsi phosphoryler le domaine intracellulaire du récepteur. C’est la somme de 

ces événements qui conduit à la formation d’un complexe de signalisation fonctionnel qui sert 

de site d’ancrage pour des protéines à domaine SH2 (« Src Homology 2 »), responsables de 

la propagation du signal. Les principales cascades de signalisation activées par JAK2 sont la 

voie JAK/STAT canonique mettant en jeu les facteurs de transcription de la famille STAT 

(« Signal Transducer and Activator of Transcription »), les MAPK (« Mitogen Activated Protein 

Kinases ») et la voie PI3K (« Phosphatidylinositol-3’-Kinase ») (Figure 5). 

 

b. Les facteurs de transcription STAT : 

 

Chez les mammifères, les facteurs de la famille STAT sont au nombre de sept (STAT1-4, 

5a, 5b et 6). Une fois activée, JAK2 phosphoryle sur des résidus tyrosine la partie cytosolique 

du récepteur auquel elle est liée et permet le recrutement directement sur ces motifs 

phosphorylés des facteurs STAT1, STAT3, STAT5a et STAT5b préférentiellement. Puis JAK2 

phosphoryle les facteurs STAT sur des résidus tyrosine spécifiques. Une fois phosphorylés, 

ils forment des dimères puis sont rapidement transloqués vers le noyau où ils exercent leurs 

Figure 4 : Implication des kinases JAK dans la transduction du signal en aval des récepteurs de cytokines. 

Les différentes classes de récepteurs requièrent des kinases JAK spécifiques pour activer des cascades de 

signalisation suite à la fixation des cytokines comme celles citées entre parenthèses. JAK2 est essentiel à la 

signalisation de cytokines liant des récepteurs homo- et hétérodimériques comme l’EPO, la TPO ou le GM-CSF. 
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fonctions d’activateurs de la transcription de gènes impliqués dans la survie cellulaire comme 

Bcl-2 ou Bcl-xL (« B-cell lymphoma »), la prolifération (comme la cycline D1, c-myc ou PIM-1) 

ou l’invasion (comme certaines métalloprotéases) (Figure 5). Par ailleurs, plusieurs évidences 

ont démontré que ces facteurs de transcription pouvaient réguler positivement ou 

négativement des processus clés du métabolisme cellulaire comme la respiration 

mitochondriale ou l’autophagie (Wegrzyn et al., 2009; You et al., 2015). 

 

c. Les voies des MAPK : 

 

Les MAPK sont un groupe de sérine/thréonine kinases exprimées de manière ubiquitaire, 

elles sont impliquées dans la conversion de stimuli extracellulaires en un large spectre de 

réponses cellulaires. Les MAPK sont réparties en différentes voies chacune composées de 

trois kinases agissant de manière séquentielle. Premièrement, une MAP3K (MAPK kinase 

kinase) phosphoryle et active une MAP2K (MAPK kinase) qui pourra à son tour stimuler une 

MAPK par phosphorylation. Les trois principales voies de MAPK activées en aval de JAK2 

sont les kinases des voies ERK1/2 (« extracellular signal-regulated kinases 1 & 2 »), p38 et 

JNK (« c-Jun amino-terminal kinases »). Une fois activées, les MAPK ciblent de nombreuses 

protéines, elles phosphorylent des facteurs de transcription (e.g. c-Myc, c-Jun, c-Fos, ATF2, 

STAT3 ou CHOP) pour réguler l’expression de gènes mais aussi des protéines favorisant la 

prolifération, la survie, la croissance et la migration cellulaire (Tóthová et al., 2021) (Figure 5). 

 

d. La voie PI3K/AKT : 

 

La voie des PI3K de classe I est impliquée dans la médiation de signaux de survie, de 

prolifération et de différenciation. En aval de JAK2, elle est activée par le recrutement sur le 

récepteur de cytokine de la PI3K, directement ou indirectement via l’action de divers 

adaptateurs. Une fois active, la PI3K catalyse la conversion du phosphatidylinositol-4,5-

biphosphate (PIP2) en phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). L’accumulation de PIP3 

à la membrane plasmique conduit au recrutement et à l’activation de la PDK1 

(« phosphoinositide-dependent kinase 1 ») qui pourra ensuite stimuler la sérine/thréonine 

kinase AKT (RAC-gamma serine/threonine-protein kinase), acteur central dans la signalisation 

PI3K/AKT. Les principales cibles en aval d’AKT sont les facteurs de transcription FOXO3 

(« forkhead box protein O3 ») et GATA1 (« GATA-binding factor 1 ») qui sont essentiel à 

l’érythropoïèse, le facteur de réponse à l’hypoxie HIF1α (« hypoxia-inducible factor 1-alpha ») 

et le complexe mTORC1 (« mammalian target of rapamycin complex 1 ») (Tóthová et al., 

2021). De par son rôle dans la stimulation de mTORC1, la voie PI3K/AKT régule positivement 

la croissance et la prolifération cellulaire. En effet, mTORC1 promeut différents processus 

anaboliques comme la traduction de protéines ou la synthèse de lipides. Cette voie de 

signalisation stimule également la biogenèse mitochondriale et biosynthèse des ribosomes, 
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essentiels à la survie et à la croissance cellulaire. Le complexe mTORC1 limite également 

divers processus cataboliques comme l’autophagie en inhibant les protéines ULK1 (« Unc-51-

like kinase 1 ») et ATG13 (Laplante and Sabatini, 2009) (Figure 5). 

 

e. Mécanismes d’interruption de la signalisation de JAK2 : 

 

Les mécanismes d’activation de la signalisation dépendante de JAK2 sont finement 

régulés. En ce sens, plusieurs protéines permettant de limiter la durée et l’amplitude du signal 

ont été décrites (Richmond et al., 2005) (Figure 5). 

Les protéines SOCS (« Suppressor Of Cytokine Signaling ») interagissent avec des résidus 

tyrosine phosphorylés sur le récepteur de cytokine et bloquent le recrutement des acteurs 

moléculaires situés en aval de JAK2. Elles sont directement régulées transcriptionnellement 

en aval de JAK2 par les facteurs STAT, permettant ainsi la mise en place d’une boucle de 

rétrocontrôle négatif. Enfin, les protéines SOCS permettent le recrutement d’enzymes E3 

ligases sur le JAK2 phosphorylé, entraînant l’ubiquitination de JAK2 et sa dégradation par le 

protéasome (Ungureanu et al., 2002).  

Les protéines PIAS (« Protein Inhibitors of Activated STAT ») sont une famille de protéines 

exprimées constitutivement capables de se fixer sur les facteurs STAT et d’inhiber leur activité 

transcriptionnelle en bloquant l’interaction de STAT avec l’ADN. D’autre part, il a été décrit que 

les PIAS pouvaient agir comme des E3-like ligases catalysant des réactions de SUMOylation 

et contrôler ainsi l’activité de protéines impliquées dans les voies de signalisation JAK/STAT 

ou PI3K/AKT (Rabellino et al., 2017). 

Plusieurs protéines à activité tyrosine phosphatase (PTP) participent à la régulation de la 

signalisation de JAK en déphosphorylant JAK2 et ses substrats pour réduire leur activité 

(Tonks, 2006). Ces PTP ont initialement été décrites comme constitutivement actives et 

faiblement régulées, ne constituant pas une boucle de rétrocontrôle. De ce fait, l’amplitude de 

la signalisation de JAK serait la résultante d’un équilibre entre une activité kinase finement 

régulée et une activité phosphatase présente à l’état basal. Cependant, il apparait aujourd’hui 

que les PTP sont régulées au niveau de leur expression, de leur localisation ou de leur activité 

par divers mécanismes encore peu documentés. 

D’autres régulateurs négatifs sont décrits comme les protéines adaptatrices LNK (Takaki et 

al., 2002) et CBL (Lv et al., 2017) qui interagissent directement avec JAK2 pour l’inhiber et 

conduire à l’ubiquitination de JAK2 et à sa dégradation par le protéasome. 

Enfin, la protéine phosphatase 2A (PP2A), une sérine/thréonine phosphatase, est retrouvée 

associée à JAK2 (Yokoyama et al., 2001). Ce complexe formé par l’association d’une kinase 

et d’une phosphatase où chacun peut potentiellement être le substrat de l’autre permet une 

fine régulation des cascades de signalisation en aval (le rôle de PP2A sera développé dans la 

partie V paragraphe B). 
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f. La voie JAK/STAT non canonique : 

 

Parallèlement à la voie JAK/STAT dite canonique, les facteurs STAT non phosphorylés, 

initialement décrits comme inactifs et localisés dans le cytosol, peuvent également être 

retrouvés dans le noyau et exercer certaines fonctions. C’est par exemple le cas du STAT5 

non phosphorylé qui s’associe dans le noyau à la protéine HP1 (« heterochromatin protein 1 ») 

Figure 5 : Les principales voies de signalisation dépendantes de JAK2. 

La fixation d’une cytokine sur son récepteur conduit à l’activation de JAK2 qui pourra alors s’autophosphoryler 

et phosphoryler le récepteur auquel il est associé. Ceci conduit essentiellement au recrutement et à 

l’activation des voies de signalisation STAT, PI3K/AKT/mTORC1 et des MAPK. Ces différentes voies 

régulent au niveau transcriptionnel ou protéique un ensemble de processus tels que la prolifération, la survie, 

la différenciation ou le métabolisme. Plusieurs protéines comme les SOCS, les PTP ou PP2A régulent 

négativement l’amplitude et la durée de la signalisation de JAK2. (Abréviations : PP2A : protéine 

phosphatase 2A, LNK : lymphocyte adapter protein, CBL : Casitas B-lineage lymphoma, SOCS : suppressor 

of cytokine signaling, PTP : tyrosine-protein phosphatase, PIAS : protein inhibitor of activated STAT protein). 
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et permet la stabilisation de l’hétérochromatine et la répression de gènes (Hu et al., 2013) 

(Figure 6). Par conséquent, l’activation canonique de la voie JAK/STAT conduit à la 

phosphorylation de STAT5 et à son déplacement vers l’euchromatine. Dans ce contexte, on 

observe alors une déstabilisation de l’hétérochromatine. Le réservoir de STAT5 non 

phosphorylé apparaît donc essentiel au maintien de la stabilité du génome et à la prévention 

de l’apparition de tumeurs. Une autre étude menée dans des cultures primaires de 

progéniteurs hématopoïétiques murins a également mis en évidence une localisation nucléaire 

du STAT5 non phosphorylé. Lorsque la voie JAK/STAT n’est pas active, le STAT5 non 

phosphorylé est colocalisé avec le répresseur de la transcription CTCF (« CCCTC-binding 

factor ») dans le noyau et bloque la transcription de gènes impliqués dans la différenciation 

mégacaryocytaire ainsi que les cibles canoniques du facteur de transcription STAT5 

phosphorylé (Park et al., 2016) (Figure 6). La régulation différentielle de divers programmes 

transcriptionnels par les STAT5 phosphorylés ou non phosphorylés semble donc essentielle 

au processus de différenciation médiée par les cytokines dans l’hématopoïèse. 

 

Figure 6 : Mécanisme d’action non canonique de la voie JAK2/STAT5. 

Lorsque la voie JAK2/STAT5 n’est pas active, une fraction de STAT5 non phosphorylé est localisée 

dans le noyau et contribue à la répression de la transcription de gènes. Lorsque la voie est activée, 

STAT5 phosphorylé peut alors être recruté dans les régions promotrices de ses gènes cibles et activer 

leur transcription. En cas d’activation prolongée, ce déplacement de STAT5 de l’hétérochromatine vers 

l’euchromatine conduit au relargage de la protéine HP1 et à une déstabilisation de l’hétérochromatine. 
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4. Rôle de JAK2 dans la myélopoïèse : 

 

JAK2 est exprimé dans l’ensemble des cellules hématopoïétiques où il est impliqué dans la 

transduction de signaux de cytokines qui contrôlent l’hématopoïèse. Les niveaux d’activation 

de la signalisation de JAK2 permettent de contrôler la balance entre auto-renouvellement et 

différenciation.  

En effet, une activation qualifiée d’intermédiaire promeut la quiescence et les capacités 

d’auto-renouvellement dans les CSH (Akada et al., 2014). Ces effets seraient au moins en 

partie dus en aval de l’activation de STAT5 à une augmentation de l’expression du facteur de 

réponse à l’hypoxie HIF2α et à une répression du facteur de transcription impliqué dans la 

différenciation myéloïde C/EBPα (« CCAAT/enhancer-binding protein α ») (Fatrai et al., 2011; 

Wierenga et al., 2008, 2006). 

Par ailleurs, la kinase JAK2 est essentielle à la signalisation contrôlant la production des 

érythrocytes. En effet, chez la souris, la délétion du gène Jak2 conduit à des défauts 

d’érythropoïèse et à une anémie létale à l’état embryonnaire (Neubauer et al., 1998). Au cours 

de la différenciation myéloïde, les niveaux d’expression de JAK2 sont globalement augmentés 

et ce notamment au cours de l’érythropoïèse où l’expression de JAK2 est maximale dans les 

précurseurs érythrocytaires (érythroblastes et réticulocytes) (Figure 7). Les facteurs de 

transcription STAT5a/b sont essentiels à la signalisation en aval de JAK2, ainsi leur déplétion 

cause des défauts d’érythropoïèse (Zhu et al., 2008). De manière intéressante, la 

Figure 7 : Expression relative de JAK2 au cours de la myélopoïèse humaine. 

Chez l’homme, l’expression de JAK2 est globalement augmentée au cours de la myélopoïèse et plus 

particulièrement dans l’érythropoïèse. (D’après Bloodspot, dataset « Normal Human Hematopoiesis – 

DMAP »). Abréviations : Erythro : Erythrocyte, Méga : mégacaryocyte, Moono : Monocyte, Gran : Granulocyte. 
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surexpression d’un variant constitutivement actif de STAT5a restaure une érythropoïèse 

normale lorsque celle-ci est bloquée par la déplétion du récepteur à l’EPO ou de JAK2 

(Grebien et al., 2008), conférant à STAT5a un rôle clé dans la différenciation érythrocytaire en 

aval de JAK2. Dans les cellules hématopoïétiques, des niveaux élevés d’expression et 

d’activation de JAK2 induisent un blocage de la myélopoïèse et favorisent l’érythropoïèse 

(Wierenga et al., 2008). En effet, l’activation élevée de JAK2 conduit à une plus forte activité 

du facteur de transcription STAT5 qui reconnait alors des domaines de liaison de plus faible 

affinité et active ainsi l’expression de nouveaux gènes (Moucadel and Constantinescu, 2005). 

Ce mode de régulation dépendant du niveau d’activation de la voie JAK2/STAT5 contrôlerait 

la différenciation myéloïde des cellules. D’autre part, JAK2 régule l’érythropoïèse en contrôlant 

l’activation de la voie PI3K et des facteurs de transcription FOXO3A et GATA1 en aval. La 

déplétion de la PI3K in vivo impacte l’érythropoïèse et réduit significativement le nombre de 

BFU-E chez la souris (Huddleston et al., 2003).Cette voie est donc essentielle à la 

différenciation terminale des érythrocytes.  

 

B. Caractérisation de la mutation JAK2V617F : 

 

La mutation somatique JAK2V617F correspond à la substitution d’une guanine par une 

thymidine en position 1849 dans l’exon 14 de Jak2. Elle conduit au remplacement de la valine 

617 par une phénylalanine dans le domaine pseudokinase JH2 de la protéine JAK2. Cette 

phénylalanine 617 interagit alors avec les deux résidus phénylalanine 594 et 595 également 

situés dans le domaine JH2 et avec la phénylalanine 537 située dans la région liant les 

domaines JH2 et JH3. Le changement de conformation qui en découle conduit à une levée de 

l’inhibition du domaine kinase JH1 par le domaine pseudokinase, JAK2 se retrouve alors activé 

constitutivement. 

 

1. JAK2V617F dans l’étiologie des NMP : 

 

a. L’apport des modèles murins : 

 

Plusieurs modèles murins ont été développés pour étudier l’impact de la mutation de JAK2 

dans la transformation maligne des cellules hématopoïétiques. En reproduisant les PV et TE 

humaines ainsi que leur évolution naturelle en myélofibrose, ces modèles ont largement 

contribué à caractériser le rôle de JAK2V617F dans l’occurrence de la maladie mais aussi sa 

progression (Benlabiod et al., 2022).  

Les premiers modèles ont été générés par transduction rétrovirale afin de surexprimer le 

gène Jak2 murin muté dans des CSH qui étaient ensuite transplantées dans des souris BALB/c 

ou C57BL/6 (Bumm et al., 2006; James et al., 2005; Lacout et al., 2006; Wernig et al., 2006; 
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Zaleskas et al., 2006). Les souris développent alors spontanément une maladie mimant la PV 

humaine, démontrant que l’expression seule de JAK2V617F était suffisante pour induire un 

phénotype de NMP. Ces premières études ont clairement établi le rôle « driver » de la mutation 

V617F de JAK2 dans l’occurrence de la maladie. 

Par la suite, des modèles utilisant une approche de « knock-in » ont été développés. Ils 

permettent d’introduire la mutation par recombinaison homologue dans le locus de Jak2. 

JAK2V617F se retrouve alors sous le contrôle de son promoteur endogène et exprimé à des 

niveaux physiologiques (Akada et al., 2010; Li et al., 2010; Marty et al., 2010; Mullally et al., 

2010). Ces études ont également révélé l’existence d’une corrélation entre les niveaux 

d’expression du transgène et le phénotype observé. En effet, une faible expression de 

JAK2V617F induit un phénotype de TE alors qu’une expression élevée conduit à un phénotype 

de PV. 

Afin de tenir compte de la notion selon laquelle une NMP est un clone malin qui évolue au 

sein d’une hématopoïèse normale, des modèles murins de transplantation de cellules 

exprimant JAK2V617F en compétition avec des cellules JAK2WT ont été développés. Ainsi, il était 

possible d’étudier plus finement la progression clonale et l’évolution de la maladie en 

myélofibrose ou en leucémie, notamment en considérant l’effet de mutations secondaires sur 

ces paramètres. De manière intéressante, il a été montré que la transplantation d’une seule 

CSH porteuse de la mutation JAK2V617F pouvait induire à long terme un phénotype de NMP. 

Ceci renforce la notion selon laquelle les NMP sont des affections pouvant émerger d’un seul 

clone malin (Lundberg et al., 2014). 

Enfin, les modèles murins de NMP ont largement contribué aux études précliniques pour 

l’évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques.  

 

b. Les apports récents des techniques de bio-informatique : 

 

L’ensemble des études menées dans les modèles murins ont abouti au concept selon 

lequel les NMP sont des maladies clonales des CSH. Cependant, les modèles in vivo ne 

permettent pas de reproduire totalement les conditions de la maladie humaine notamment 

dans les premières étapes du développement du clone initial. Des travaux récents (Van 

Egeren et al., 2021; Williams et al., 2022), ont permis de modéliser l’histoire de l’évolution 

clonale de la maladie à partir de données de génomique et de transcriptomique à l’échelle de 

la cellule unique. Dans ces études, les chercheurs se sont basés sur l’apparition de mutations 

somatiques uniques au cours du temps dans les CSH pour reconstruire a posteriori 

l’architecture clonale et les arbres phylogéniques de l’hématopoïèse de patients atteints de 

NMP qui portent la mutation JAK2V617F. 

De manière surprenante, ces deux études retrouvent que la première CSH porteuse de la 

mutation JAK2V617F serait apparue plusieurs décennies avant le diagnostic de la maladie, 

parfois même durant l’enfance des patients. Le temps de latence entre l’acquisition de la 
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mutation et la manifestation du phénotype de NMP serait donc bien plus grand que ce qui était 

généralement admis. Ces observations constituent un changement de dogme et ouvrent la 

voie à de nombreuses questions sur notamment les facteurs qui permettent le maintien et 

l’évolution du clone muté durant cette longue période. 

En ce sens, la mutation JAK2V617F est l’une des plus fréquemment retrouvées chez des 

individus sains présentant une CHIP où elle apporte un avantage évolutif relatif ou « relative 

fitness » d’environ 15% par rapport aux cellules qui ne portent pas la mutation (Watson et al., 

2020). Chez les patients atteints de NMP, la présence de la mutation JAK2V617F apporte un 

avantage évolutif plus élevé variant de 43% à 68%. Des facteurs qui restent encore à 

déterminer permettraient donc d’augmenter le « fitness » et seraient nécessaires à l’évolution 

du clone muté et à l’émergence de la maladie par exemple à partir d’une CHIP. 

 

2. Conséquences de la présence de la mutation JAK2V617F :  

 

L’activation constitutive de JAK2V617F confère aux cellules myéloïdes une hypersensibilité 

voire une indépendance vis-à-vis des cytokines, conduisant à une myélopoïèse exacerbée 

dans ses étapes les plus tardives sans impacter significativement le compartiment des CSH. 

Ceci est en partie dû au rôle prépondérant de JAK2 dans l’hématopoïèse tardive. De plus, il a 

été démontré que, à l’instar de JAK2 sauvage, les niveaux d’expression de JAK2V617F étaient 

augmentés au cours de la myélopoïèse. A l’échelle de la cellule, la présence de la mutation 

de JAK2 induit un large spectre de modifications tant dans les signaux de prolifération et de 

survie que sur le métabolisme cellulaire.  

 

a. Rôle de JAK2V671F dans la prolifération et la survie cellulaire : 

 

La mutation JAK2V617F active de manière constitutive les voies de signalisation dépendantes 

de JAK2. Ainsi, les signaux classiquement retrouvés en aval des récepteurs à l’EPO, à la TPO 

et au G-CSF se retrouvent activés indépendamment des cytokines.  

Le facteur de transcription STAT5 est la plus étudiée des cibles de JAK2. Lorsque JAK2 

est muté, STAT5 est phosphorylé de manière constitutive et exerce son action en stimulant 

l’expression de gènes impliqués dans la prolifération et la survie des cellules. Il a également 

été démontré que les effets oncogéniques de JAK2V617F étaient dépendants in vivo de 

l’activation de STAT5 (Funakoshi-Tago et al., 2010).  

D’autres travaux ont montré que les voies MAPK et PI3K/AKT sont également activées par 

JAK2 muté. Ces deux voies de signalisation sont également impliquées dans les signaux de 

prolifération et de survie. En effet, la voie MAPK induirait des signaux de prolifération cellulaire, 

alors que la voie PI3K/AKT participerait à la résistance des cellules mutées aux signaux de 

mort induits par une déprivation en cytokines (Laubach et al., 2009). 
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Plusieurs publications établissent un lien entre la présence de la mutation V617F de JAK2 

et des dérégulations du cycle cellulaire. En effet, JAK2V617F stimule l’expression de régulateurs 

positifs du cycle cellulaire comme par exemple la phosphatase CDC25A (« cell division cycle 

25 homolog A »), un régulateur clé de la transition G1/S (Gautier et al., 2012). Cette régulation 

de CDC25A en aval de JAK2V617F est dépendante de STAT5. De plus, il a été démontré que 

p27kip1, un régulateur négatif du cycle cellulaire, et la cycline D2, un activateur de cette 

transition, étaient respectivement réprimé et activé en aval de JAK2V617F (Walz et al., 2006). 

L’ensemble de ces études démontre que la kinase mutée JAK2V617F régule activement le cycle 

cellulaire, contribuant ainsi à la prolifération exacerbée des cellules mutées dans les NMP. 

 

b. Conséquences de la mutation sur le métabolisme cellulaire : 

 

Afin de soutenir leur prolifération accrue, les cellules porteuses de la mutation 

JAK2V617F présentent des besoins énergétiques élevés en comparaison aux cellules sauvages. 

Figure 8 : Reprogrammations métaboliques induites par la mutation JAK2V617F. 

La présence de la mutation JAK2V617F induit une augmentation de la glycolyse, de la voie des pentoses phosphates 

ainsi que du métabolisme de la glutamine et des acides aminés ramifiés qui soutiennent la respiration mitochondriale. 

L’augmentation du métabolisme mitochondrial couplée à une répression de la catalase par le JAK2 muté conduit à 

une élévation de la production de ROS. Cette élévation est contrecarrée par la production de NADPH via la voie des 

pentoses phosphates. 
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Une étude démontre que la présence de la mutation JAK2V617F stimule la glycolyse en 

augmentant par des mécanismes encore indéterminés l’expression du transporteur 

membranaire du glucose Glut1 et de l’enzyme PFKB3 (6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-

biphosphate). Ainsi, cette glycolyse exacerbée supporte le métabolisme énergétique et la 

prolifération élevée des cellules mutées in vitro et in vivo (Reddy et al., 2012). En revanche, le 

pyruvate issu de la glycolyse est dévié vers la fermentation et la production d’acide lactique. 

Ce processus caractéristique de la plupart des cellules tumorales est appelé effet Warburg. 

Par ailleurs, la respiration mitochondriale est également augmentée dans les cellules qui 

présentent la mutation JAK2V617F (Zhan et al., 2015). Cette activité mitochondriale accrue est 

soutenue par un métabolisme de la glutamine élevé. En effet, l’expression de la glutaminase, 

une enzyme clé qui permet la génération de glutamate à partir de glutamine, est augmentée 

dans des cellules de patient JAK2V617F en comparaison aux cellules arborant un JAK2 sauvage. 

La respiration mitochondriale peut également être soutenue par le métabolisme d’acides 

aminés ramifiés tels que la valine, la leucine et l’isoleucine. Il a été montré que des 

dérégulations épigénétiques dans les NMP pouvaient induire l’expression de la protéine 

BCAT1 (« branched chain amino acid transaminase 1 ») normalement réprimée dans les 

cellules hématopoïétiques. Cette enzyme est responsable d’un métabolisme des acides 

aminés ramifiés élevé qui soutient la progression de la maladie et notamment la transformation 

des NMP en leucémie (Gu et al., 2019; Hattori et al., 2017). 

L’ensemble de ces résultats a été confirmé par une étude dans des modèles murins de 

NMP JAK2V617F. Les cellules mutées présentent in vivo une augmentation de la capture du 

glucose, de la glycolyse et de la respiration mitochondriale (Rao et al., 2019). Ces 

changements métaboliques forts au niveau des cellules tumorales induisent des adaptations 

systémiques du métabolisme de l’hôte. En effet, la progression du clone tumoral induit un état 

de « crise énergétique » caractérisé par une hypoglycémie et une atrophie du tissu adipeux.  

L’une des conséquences métaboliques de ces dérégulations est l’augmentation possible 

des niveaux d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) dans les cellules mutées JAK2V617F. C’est 

ce qui a en effet été observé dans une étude montrant que la présence de la mutation 

JAK2V617F dans des cellules de NMP induisait une élévation des taux de ROS qui participe à 

la progression tumorale in vivo dans un modèle murin de NMP JAK2V617F (Marty et al., 2013). 

Ici, l’élévation des ROS est en partie médiée directement par JAK2V617F qui réprime 

l’expression de la catalase, une enzyme antioxydante, via l’activation de la voie PI3K/AKT. Les 

conséquences fonctionnelles d’une élévation des niveaux de ROS peuvent être multiples et 

sont dose-dépendantes. Une augmentation modérée participe à la prolifération et à la survie 

des cellules. En revanche, un taux de ROS supérieur aux capacités antioxydantes serait 

délétère pour la cellule. Une augmentation de la voie des pentoses phosphates est également 

décrite dans les cellules exprimant la mutation JAK2V617F (Rao et al., 2019). Cette voie permet 

notamment la production de NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate), un 

coenzyme réduit nécessaire à l’activité de détoxification des ROS par le glutathion. La voie 
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des pentoses phosphates pourrait donc potentiellement participer à un maintien des capacités 

de tolérance aux ROS des cellules mutées. La voie des pentoses phosphates permet 

également d’alimenter la biosynthèse de nucléotides nécessaire à la prolifération accrue des 

cellules et contribue également au métabolisme énergétique en générant des intermédiaires 

de la glycolyse. 

D’après l’ensemble de ces études, la présence de la mutation JAK2V617F dans les cellules 

de NMP induit de profonds changements métaboliques qui convergent vers une production 

énergétique élevée tout en maintenant un équilibre du stress oxydant (Figure 8). Cette 

adaptation métabolique induite par l’oncogène soutient la prolifération cellulaire et donc la 

progression tumorale. Il apparaît ainsi que la perturbation de diverses voies métaboliques, tant 

dans l’équilibre entre anabolisme et catabolisme que dans l’équilibre du stress oxydant, 

pourrait constituer une approche thérapeutique intéressante. 

 

c. Accroissement de l’instabilité génétique par JAK2V617F : 

 

Plusieurs études indiquent un rôle de la mutation JAK2V617F dans l’apparition d’un 

phénotype « mutagène » dans les NMP. Cette instabilité génétique prône à l’apparition de 

nouvelles mutations participe à la croissance tumorale et à la progression des NMP (Plo et al., 

2008).  Plusieurs mécanismes expliquant comment le mutant JAK2V617F induit cet état pro-

mutagène ont été décrits. En effet, la présence de la mutation de JAK2 induit une accélération 

de la progression dans le cycle cellulaire. Ceci favorise l’occurrence d’erreurs de la machinerie 

de réplication de l’ADN. Par ailleurs, l’activation constitutive de JAK2V617F dérégule les 

mécanismes de recombinaison homologue sans impacter la voie de réparation du NHEJ 

(« nonhomologous end joining »), favorisant ainsi l’apparition de mutations ponctuelles, de 

délétions ou d’insertions (Plo et al., 2008). De plus, les cellules qui portent la mutation 

JAK2V617F présentent un défaut d’activation de la voie de réponse aux dommages de l’ADN 

ATR/CHK1 (Chen et al., 2014) et une résistance à l’apoptose induite par les dommages à 

l’ADN (Ahn et al., 2016). Enfin, il a été rapporté que la mutation de JAK2 augmentait 

l’expression de MDM2 (« murine double minute 2 »), une protéine induisant la dégradation de 

p53 et donc un blocage de la réponse cellulaire aux dommages à l’ADN (Nakatake et al., 

2012). Il apparait donc d’après l’ensemble de ces données de la littérature que la présence de 

la mutation JAK2V617F induit dans les cellules une augmentation de la survenue de dommages 

à l’ADN et une résistance à la mort cellulaire induite par ces derniers. Ceci crée alors un 

contexte favorable à la survenue d’erreurs et donc à une augmentation de l’instabilité 

génétique. 

Cependant, les études de bio-informatique qui ont tenté de reconstruire l’histoire 

phylogénétique des NMP n’ont pas révélé d’augmentation de la survenue de mutations dans 

les cellules qui expriment la mutation JAK2V617F par rapport aux cellules sauvages (Van Egeren 

et al., 2021; Williams et al., 2022). Ce résultat contrintuitif au vu des données de la littérature 
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pourrait signifier que la présence de la mutation JAK2V617F seule ne suffit pas à augmenter 

l’instabilité génétique. Le clone malin serait donc à l’origine stable et suivrait une lente évolution 

avant que le phénotype de NMP ne soit déclaré. L’augmentation de l’instabilité génétique au 

sein du clone malin surviendrait alors ultérieurement et contribuerait à l’évolution de la maladie 

comme par exemple à la transformation en leucémie. 

 

d. Impact de la mutation JAK2V617F dans la régulation épigénétique :  

 

En raison du rôle de la voie JAK/STAT non canonique dans la régulation épigénétique, il 

apparaît logique que l’expression de JAK2V617F impacte l’épigénome des cellules. En effet, 

l’activation constitutive de JAK2 induit un déplacement de STAT5 vers l’euchromatine et la 

déstabilisation de l’hétérochromatine (Hu et al., 2013). 

Par ailleurs, il a été montré que la présence de la mutation JAK2V617F conduit à un 

changement de localisation de JAK2. Il a été ainsi montré que dans des lignées cellulaires de 

NMP qui portent cette mutation, JAK2V617F pouvait être partiellement localisé dans le noyau où 

il phosphorylerait l’histone H3 et donc ici encore déstabiliser l’hétérochromatine (Dawson et 

al., 2009). Cependant la localisation nucléaire de JAK2 est encore aujourd’hui un concept 

controversé (Girodon et al., 2011). De plus, JAK2V617F réprime la méthyltransférase PRMT5, 

une enzyme impliquée dans la modification des histones et la répression épigénétique, ce qui 

conduit à une augmentation de l’expression de gènes favorisant la prolifération et la 

différenciation myéloïde des cellules de NMP (Liu et al., 2011). 

L’ensemble de ces modifications induites par l’expression de JAK2V617F favorise l’activation 

d’oncogènes et pourrait participer à l’augmentation de l’instabilité génétique observée dans 

les NMP. Dans ces pathologies, les dérégulations épigénétiques du contrôle de l’expression 

des gènes représentent donc un élément clé dans la signalisation oncogénique de JAK2V617F. 

 

e. Conséquences de JAK2V617 sur l’échappement immunitaire : 

 

La capacité à échapper à la surveillance du système immunitaire constitue une des 

caractéristiques des cellules tumorales (Hanahan and Weinberg, 2011). Une étude récente a 

montré que l’activation constitutive de JAK2V617F augmente l’expression de PD-L1, une 

protéine de point de contrôle immunitaire qui inhibe la réponse cytotoxique des lymphocytes 

T (Prestipino et al., 2018). Cette régulation est transcriptionnelle et est dépendante de STAT3 

et STAT5. Ainsi, un traitement par immunothérapie avec des inhibiteurs de point de contrôle 

immunitaire réduit significativement la progression tumorale dans un modèle murin de NMP 

JAK2V617F. 

Ces résultats permettent d’émettre de nouvelles hypothèses quant aux mécanismes 

favorisant l’émergence d’un phénotype de NMP à partir d’un seul clone porteur de la mutation 

JAK2V617F. En effet, la capacité des cellules mutées à échapper au contrôle du système 
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immunitaire pourrait être l’un des facteurs décisifs contribuant à la survie et à l’expansion du 

clone muté et à l’émergence de la maladie.  

 

f. Rôle de JAK2V617F dans l’inflammation : 

 

De par le rôle de JAK2 dans la transmission de signaux de cytokines, la mutation V617F 

de JAK2 a clairement été associée à un état d’inflammation chronique qui favorise l’expansion 

du clone malin et aggrave les symptômes de la maladie chez les patients (Hermouet et al., 

2015). En effet, on retrouve chez les patients des niveaux élevés de cytokines pro-

inflammatoires comme l’interleukine-6 ou le TNFα qui induisent la prolifération des cellules et 

la progression de la maladie.  

 

L’étude de l’ensemble des dérégulations induite par l’oncogène JAK2V617F permet une 

meilleure compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la production 

exacerbée des cellules tumorales et permet l’identification de nouvelles stratégies 

thérapeutiques dans le traitement des NMP JAK2V617F. 

 

C. Les traitements des NMP BCR-ABL1 négatives : 

 

1. Les traitements actuels : 

 

Si les traitements de la LMC par des inhibiteurs de la tyrosine kinase muté BCR-ABL1 

comme l’imatinib sont très efficaces, ceux des autres NMP sont principalement 

symptomatiques. Ils visent essentiellement à réduire les risques à court terme de thrombose 

et d’hémorragie notamment en réduisant le volume sanguin par la pratique régulière de 

saignées dans le cadre de la PV ou en fluidifiant le sang par l’administration d’aspirine à faible 

dose. Un agent myélosuppresseur comme l’hydroxyurée (HU) peut également être prescrit. 

Cet antimétabolite bloque la prolifération cellulaire en inhibant la ribonucléotide réductase, une 

enzyme catalysant la synthèse des désoxyribonucléotides qui composent l’ADN et réduit ainsi 

la production de cellules myéloïdes. Un traitement par différentes formes d’interféron alpha 

(IFNα) permet également de contrôler les signes de la maladie en ciblant directement les CSH 

qui expriment JAK2V617F (Austin et al., 2020; Rao et al., 2021). Ce médicament active le 

récepteur à l’IFNα et la signalisation de STAT1 en aval, augmente la production de ROS et 

donc l’apparition de dommages à l’ADN dans les CSH. Ceci conduit à une sortie de quiescence 

et à l’exhaustion des CSH, réduisant ainsi la production exacerbée de cellules myéloïdes. 

Enfin, le seul traitement curatif disponible dans les NMP est la transplantation allogénique 

de CSH pour restaurer une moelle osseuse normale. En raison du faible nombre de donneurs 
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histocompatibles et de fréquentes comorbidités, elle est rarement utilisée et essentiellement 

réservée aux patients atteints de MFP à un stade avancé. 

 

La découverte en 2005 de la mutation JAK2V617F comme étant responsable de l’occurrence 

de la maladie a ouvert la voie au développement d’inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant JAK2 

pour le traitement des NMP. Ces médicaments agissent en abrogeant la signalisation de JAK2, 

constitutivement activé dans une vaste majorité de NMP. 

 

2. Les thérapies ciblant JAK2 dans les NMP BCR-ABL1 négatives : 

 

Les inhibiteurs de JAK sont classés en différents types en fonction de leur mécanisme 

d’action (Vainchenker et al., 2018). Les inhibiteurs de type I et II sont des inhibiteurs compétitifs 

de l’ATP, ils bloquent l’activité kinase en se fixant au niveau de la poche de liaison de l’ATP et 

stabilisent JAK2 sous sa conformation active ou inactive respectivement. Enfin, les inhibiteurs 

allostériques fixent JAK2 sur un domaine autre que le site de liaison à l’ATP. Cette dernière 

classe d’inhibiteurs agirait en se fixant sur des sites impliqués dans le contrôle de l’activation 

de JAK2 comme par exemple le domaine pseudokinase (Leroy and Constantinescu, 2017). 

En raison du fort degré d’homologie des domaines de liaison à l’ATP des différentes kinases, 

les inhibiteurs de type I et II engendrent généralement des effets indésirables dus à l’inhibition 

non spécifique d’autres kinases. Les inhibiteurs allostériques représentent donc un intérêt pour 

la clinique car ils permettraient théoriquement de réduire ces effets indésirables. Dans le cadre 

des NMP, ils permettraient également d’inhiber préférentiellement le JAK2 muté par rapport 

au JAK2 sauvage et donc de s’affranchir d’une éventuelle toxicité due à l’inhibition de 

l’hématopoïèse normale. Cependant, peu d’inhibiteurs allostériques ont été développés et 

l’ensemble des inhibiteurs de JAK2 actuellement testés en clinique sont de type I (Tableau 3). 
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Tableau 3 : Liste des principaux inhibiteurs de JAK2 développés pour le traitement des NMP. 

(Adapté de Vainchenker et al., 2018). 

Inhibiteur Maladie Phase développement Référence 

Type I 

Ruxolitinib 
MFP 

PV réfractaire à l’HU 

Approuvé 

Approuvé 

Harrison et al., 2012; 

Vannucchi et al., 

2015; Verstovsek et 

al., 2012 

Fedratinib 
MFP 

PV réfractaire à l’HU 

Approuvé 

Approuvé 

Mesa et al., 2021; 

Pardanani et al., 

2015; 

Pardanani et al., 2021 

Pacritinib MFP cytopénique Approuvé Etats-Unis 

Mesa et al., 2017a; 

Venugopal and 

Mascarenhas, 2022 

Momelotinib 
MFP 

PV et TE 

Phase III – stoppé 

Phase II 

Mesa et al., 2017b; 

Verstovsek et al., 

2017a 

AZD1480 MFP Phase I 
Verstovsek et al., 

2015 

Gandotinib NMP Phase I + Phase II 

Berdeja et al., 2018; 

Verstovsek et al., 

2017b 

XL019 PV et MFP Phase I 
Verstovsek et al., 

2014 

NS-018 MFP Phase I 
Verstovsek et al., 

2017c 

Type II 

BBT594 NMP Lignées cellulaires Andraos et al., 2012 

CHZ868 NMP Modèles murins Meyer et al., 2015 

Inhibiteurs allostériques 

LS104 NMP Lignées cellulaires Lipka et al., 2008 

ON044580 NMP Lignées cellulaires Jatiani et al., 2010 
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En 2011, une autorisation de mise sur le marché pour le traitement des NMP du ruxolitinib, 

un inhibiteur de JAK1/JAK2, a été obtenue. Il est actuellement prescrit dans la MFP et la PV 

réfractaire à l’HU. En effet, 15 à 20% des patients atteints de PV développent sous HU une 

résistance caractérisée par une reprise de la prolifération des cellules cancéreuses sous 

traitement, ou une intolérance définie notamment par l’apparition d’une toxicité hématologique 

(Barosi et al., 2010). 

Ce médicament permet de contrôler les symptômes des patients en bloquant la prolifération 

des progéniteurs hématopoïétiques, en réduisant la splénomégalie et  en limitant 

l’inflammation (Harrison et al., 2012; Vannucchi et al., 2015; Verstovsek et al., 2012). 

Cependant, ce traitement présente des effets indésirables essentiellement hématologiques. 

En effet, il ne permet pas un ciblage spécifique du JAK2 muté et inhibe donc également la 

signalisation de l’EPO et de la TPO qui dépend de JAK2 sauvage. Ceci peut alors entraîner 

une anémie ou une thrombopénie conduisant à un arrêt du traitement. D’autre part, en raison 

du rôle prépondérant de JAK2 dans l’hématopoïèse tardive, le ruxolitinib cible 

préférentiellement les cellules les plus différenciées et présente un défaut de ciblage des 

populations de CSH les plus primitives qui sont les cellules initiatrices de la maladie (Austin et 

al., 2020). De plus, le ruxolitinib ne bloque pas l’évolution à long terme de la maladie et 

notamment la transformation en LAM. 

Malgré les espoirs placés dans ce traitement, les bénéfices du ruxolitinib se sont donc avérés 

relativement limités. Ces limites ont été confirmées par la publication des résultats à long terme 

des essais cliniques COMFORT-I et II dans lesquels plus de 70% des patients ont interrompu 

leur traitement dans les 5 premières années principalement en raison d’effets indésirables ou 

suite à une reprise de la progression de la maladie durant cette période (Harrison et al., 2016; 

Verstovsek et al., 2017). Dans ces deux études, environ un quart des patients ont subi une 

interruption du traitement en raison d’effets indésirables et plus de 20% ont arrêté le traitement. 

Globalement, les options thérapeutiques après l’arrêt du ruxolitinib sont réduites, ce qui 

assombrit le pronostic pour les patients avec une réduction de la survie médiane à environ 14 

mois (Newberry et al., 2017). Le traitement en deuxième ligne avec de nouveaux inhibiteurs 

de JAK2 a alors été proposé chez ces patients (Harrison et al., 2017). Pour cela de nouveaux 

inhibiteurs ont été développés.  Un autre inhibiteur de type I, le fedratinib, qui présente une 

meilleure spécificité vis-à-vis de JAK2 est autorisé sur le marché dans la myélofibrose primaire 

ou secondaire à une PV ainsi que dans la TE. Ce médicament ne présente pas d’amélioration 

du service médical rendu par rapport au ruxolitinib (Mesa et al., 2021; Pardanani et al., 2021, 

2015). Dans le même sens, un troisième inhibiteur de JAK2, le pacritinib, a été approuvé par 

la FDA (« Food and Drug Administration ») aux Etats-Unis en février 2022 chez les patients 

atteints de myélofibrose qui présentent une cytopénie (Ruben A Mesa et al., 2017; Venugopal 

and Mascarenhas, 2022). 
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Cependant, il apparait dans l’ensemble de ces études que la réponse aux inhibiteurs de 

JAK2 est incomplète et souvent limitée dans le temps. Une meilleure compréhension de la 

biologie des NMP JAK2V617F et notamment des mécanismes de résistance aux inhibiteurs de 

JAK est donc nécessaire dans le but d’identifier de nouvelles combinaisons avec le ruxolitinib 

afin d’améliorer son efficacité et donc la prise en charge des patients.  

 

3. Les thérapies combinées avec le ruxolitinib en cours de 

développement clinique :  

 

Récemment, de nombreux essais cliniques visent à évaluer l’efficacité de la combinaison 

du ruxolitinib avec de nouvelles drogues dans le traitement des NMP. Les molécules 

proposées ciblent essentiellement des mécanismes moléculaires qui ont été identifiés comme 

critiques dans la biologie des NMP comme la stabilité de JAK2, des voies de signalisation, 

l’apoptose, l’inflammation ou l’épigénétique (Loscocco and Vannucchi, 2022) (Tableau 4). 

Tableau 4 : Liste des principaux essais cliniques basés sur une combinaison avec le ruxolitinib. 

Combinaison 

Evaluée 
Mécanisme d’action Maladie 

Référence 

essai clinique 

Réponse immune / inflammation 

IFNα pégylé IFNα pégylé Myélofibrose NCT02742324 

Thalidomide 
Immunomodulateur 

 

Myélofibrose NCT03069326 

Lenalidomide Myélofibrose NCT01375140 

Pomalidomide Myélofibrose NCT01644110 

Epigénétique 

Azacitidine 
Agent hypométhylant 

Myélofibrose NCT01787487 

Decitabine Myélofibrose NCT04282187 

Pelabresib BET inhibiteur Myélofibrose NCT04603495 

Panobinostat HDAC inhibiteur Myélofibrose NCT01693601 

Stabilité de JAK2 

PU-H71 HSP90 inhibiteur Myélofibrose NCT03935555 

Apoptose 

Navitoclax Bcl-2 inhibiteur Myélofibrose NCT04472598 

Navtemadlin MDM2 inhibiteur Myélofibrose NCT04485260 

Voies de signalisation 

PIM447/LEE011 PIM / CDK4/6 inhibiteurs Myélofibrose NCT02370706 

Parsaclisib 

PI3Kδ inhibiteur 

Myélofibrose NCT04551053 

Umbralisib Myélofibrose, PV NCT02493530 

Idelalisib Myélofibrose NCT02436135 
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(Adapté de Loscocco and Vannucchi, 2022). 

 

Parmi ces essais basés sur un traitement au ruxolitinib, certains évaluent l’efficacité du 

ciblage de mécanismes qui ont directement été impliqués en aval de l’inhibition de JAK2V617F 

dans la résistance au traitement. En effet, plusieurs mécanismes de résistance au ruxolitinib 

ont été identifiés. 

 

D. Mécanismes de résistance au ruxolitinib : 

 

1. La résistance au ruxolitinib n’est pas génétique :  

 

Dans d’autres hémopathies malignes, un traitement par des inhibiteurs de tyrosine kinase 

peut induire une pression de sélection sur les cellules et favoriser l’apparition de mutations 

secondaires au niveau de la kinase ciblée qui permettent alors aux cellules de résister aux 

inhibiteurs employés. Cette résistance génétique est par exemple fréquemment observée 

dans la LMC. En effet l’imatinib, en ciblant la tyrosine kinase dérégulée BCR-ABL1, favorise 

l’émergence de mutations secondaires sur cette kinase qui confèrent aux cellules une 

résistance à l’inhibiteur. C’est également le cas dans les LAM qui expriment le récepteur 

tyrosine kinase muté FLT3-ITD où l’apparition de la mutation secondaire FLT3-TKD confère 

aux cellules une résistance aux inhibiteurs de cet oncogène dérégulé.  

Ce mécanisme de résistance génétique a été décrit dans des lignées cellulaires exprimant 

JAK2V617F dans lesquelles des mutations secondaires ont été observées dans le domaine de 

liaison de la drogue à JAK2 suite à une exposition prolongée au ruxolitinib (Deshpande et al., 

2012). En revanche, bien qu’il existe des formes familiales de thrombocytose qui expriment un 

JAK2 muté qui résistent naturellement aux inhibiteurs de JAK (Marty et al., 2014), l’apparition 

de telles mutations secondairement à un traitement au ruxolitinib n’a jamais été observée chez 

les patients (Andreoli et al., 2013). Ceci suggère notamment que la pression de sélection 

exercée par le ruxolitinib n’est pas suffisamment élevée pour favoriser l’apparition de telles 

mutations. D’autres mécanismes de résistances sont donc mis en jeu pour permettre aux 

cellules de survivre au traitement.  

 

2. Résistance au ruxolitinib par réactivation de la signalisation de JAK2 : 

 

a. Réactivation croisée des kinases JAK : 

 

Une des limitations du ruxolitinib (et des autres inhibiteurs de type I) est qu’il stabilise le 

JAK2 inhibé sous sa conformation active hyperphosphorylée. Ceci induit une adaptation 

fonctionnelle réversible des cellules qui réactivent la signalisation de JAK2 après une 
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exposition prolongée au traitement par la formation d’hétérodimères entre JAK2 et d’autres 

kinases JAK (Koppikar et al., 2012). Les inhibiteurs de type I ne seraient donc pas 

suffisamment efficaces pour inhiber JAK2. Ceci renforce le besoin de développer de nouveaux 

inhibiteurs de JAK2 de type II qui stabilisent la kinase sous sa forme inactive. Les inhibiteurs 

allostériques seraient également d’un grand intérêt puisqu’ils présentent également l’avantage 

de pouvoir potentiellement cibler plus spécifiquement JAK2V617F par rapport au JAK2 sauvage 

(Figure 9). 

 

b. Réactivation de la signalisation en aval de JAK2 : 

 

L’une des conséquences de la formation d’hétérodimères de JAK sous traitement au 

ruxolitinib est la réactivation des voies de signalisation en aval de JAK2. Ainsi la combinaison 

du ruxolitinib avec des inhibiteurs des voies de signalisation PI3K/AKT/mTOR (Bartalucci et 

al., 2013), des MAPK (Stivala et al., 2019) ou des kinases PIM (Mazzacurati et al., 2019) a 

permis d’améliorer l’efficacité du traitement dans divers modèles précliniques de NMP (Figure 

9). Un essai clinique a ainsi été développé pour évaluer l’efficacité de la combinaison du 

ruxolitinib avec le buparlisib, un pan-PI3K inhibiteur, chez les patients atteints de MFP mais 

n’a pas démontré de bénéfices dans la prise en charge des patients (Durrant et al., 2019). De 

nouveaux essais cliniques combinant le ruxolitinib avec notamment des inhibiteurs de PI3Kδ, 

une isoforme de PI3K préférentiellement exprimée dans les cellules hématopoïétiques, sont 

actuellement en cours de recrutement dans les MFP qui ont une réponse suboptimale au 

ruxolitinib (Tableau 4). 

 

c. Utilisation d’inhibiteurs de la stabilité de JAK2 : 

 

Dans le but de palier aux processus de réactivation de la signalisation dépendante de JAK2, 

une stratégie thérapeutique visant à induire la dégradation de cette kinase a été développée. 

La maturation et la stabilisation de JAK2 est dépendante de la protéine chaperonne HSP90 

(« heat shock protein 90 ») (Marubayashi et al., 2010). Dans divers modèles de NMP in vitro 

et in vivo, l’inhibition de HSP90 diminue l’expression de JAK2 ainsi que sa signalisation en 

aval et réduit significativement la croissance du clone malin. De manière intéressante, ces 

effets ont été reproduits dans des cellules résistantes au ruxolitinib. De plus, la combinaison 

du ruxolitinib avec un inhibiteur de HSP90 permet d’améliorer le ciblage de JAK2 et a démontré 

une meilleure efficacité thérapeutique en améliorant notamment la spécificité du traitement 

vis-à-vis du clone malin (Bhagwat et al., 2014) (Figure 9). Cette stratégie thérapeutique est 

actuellement évaluée lors d’un essai clinique dans les MFP qui ont une réponse suboptimale 

au ruxolitinib (Tableau 4). 
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3. Ciblage des voies apoptotiques en combinaison avec le ruxolitinib : 

 

Il a été montré qu’un traitement au ruxolitinib n’activait pas fortement les voies de mort 

cellulaire par apoptose (Mazzacurati et al., 2015). En effet, une inhibition de JAK2 augmente 

les niveaux d’expression de la protéine suppresseur de tumeurs p53 par un mécanisme 

impliquant la répression transcriptionnelle de MDM2 (Nakatake et al., 2012). La protéine p53 

stimule l’apoptose en inhibant notamment les facteurs anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL dont 

l’expression est également rapidement diminuée par un traitement avec un inhibiteur de 

JAK2V617F (Waibel et al., 2013).  Cependant, les expressions de Bcl-2 et Bcl-xL sont 

augmentées suite à une exposition prolongée au ruxolitinib dans les cellules persistantes. Afin 

d’inhiber ce mécanisme de résistance, des stratégies de traitement par le ruxolitinib en 

combinaison avec un inhibiteur de Bcl-2/Bcl-xL ou de MDM2 ont été développées et 

permettent de cibler plus efficacement les cellules tumorales (Figure 9). Des essais sont en 

cours pour évaluer la relevance clinique de ces double-thérapies (Tableau 4). 

Figure 9 : Représentation schématique des stratégies thérapeutiques identifiées pour améliorer 

l’efficacité du ruxolitinib dans les NMP. 

La résistance au ruxolitinib passe essentiellement par une réactivation de JAK2 et de sa signalisation 

en aval. Améliorer le ciblage de JAK2, inhiber sa cascade de signalisation en aval ou bloquer les voies 

de résistance à l’apoptose représentent des stratégies thérapeutiques identifiées comme pouvant 

améliorer l’efficacité du ruxolitinib dans les cellules porteuses de la mutation JAK2V617F. 
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Comme décrit précédemment, l’expression de la mutation JAK2V617F induit de profonds 

changements favorisant la prolifération des cellules tumorales et le développement de la 

maladie. Cependant, les patients répondent peu à l’inhibition de JAK2V617F par le ruxolitinib en 

clinique. Ceci suggère l’implication de mécanismes compensatoires qui permettent aux 

cellules de s’adapter et survivre à l’inhibition de JAK2 par le ruxolitinib. L’autophagie est un 

processus catabolique essentiel au maintien de l’homéostasie cellulaire dans différentes 

conditions. Cette voie de dégradation est étroitement liée à la biologie des cancers où elle a 

notamment été impliquée dans la résistance des cellules tumorales aux traitements 

anticancéreux. Dans les NMP qui expriment JAK2V617F, même si les données de la littérature 

sont éparses et souvent incomplètes, des études suggèrent que l’autophagie serait impliquée 

dans la résistance au ruxolitinib. Etudier sa régulation et son rôle en réponse au ruxolitinib 

pourrait permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le traitement 

des NMP JAK2V617F. 

 

 

III. L’AUTOPHAGIE : 

 

A. Généralités : 

 

La vie des cellules qui composent notre organisme repose sur leur capacité à constamment 

maintenir un équilibre de différents paramètres qui permettent leur fonction. Cette homéostasie 

cellulaire est notamment assurée par la coordination entre la synthèse continue de nouvelles 

protéines et leur dégradation. L’énergie et les composés pour la synthèse de nouveaux 

constituants cellulaires sont principalement apportés par notre environnement.  Mais lorsque 

celui-ci n’apporte plus suffisamment de nutriments, la première ligne de défense de la cellule 

carencée est de dégrader puis recycler ses propres composants pour assurer sa survie. La 

présence de mécanismes de dégradation et de recyclage apparaît alors essentielle à la cellule 

pour éliminer son matériel endommagé ou superflu et s’adapter le plus finement possible aux 

changements constants de son environnement. 

Cependant, les mécanismes intracellulaires de dégradation pourraient s’avérer dangereux 

pour la survie des cellules s’ils dégradaient des quantités trop importantes de composants 

encore utiles à celles-ci. Pour cela, ils sont finement régulés dans le temps et l’espace par 

divers stimuli. En effet, la cellule possède des compartiments spécialisés dans la dégradation 

comme les lysosomes mis en évidence par le prix Nobel Christian de Duve dans les années 

1950. Par la suite, les chercheurs observent que, sous certains stimuli, du matériel 

cytoplasmique est englobé dans des vésicules à double membrane et acheminé vers les 

lysosomes pour être dégradé. C’est en 1963 que Christian de Duve employa pour la première 

fois le terme autophagie, qui signifie littéralement « se manger soi-même », pour désigner ce 

mode d’adressage.  
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1. Définition de l’autophagie : 

 

L’autophagie est définie comme un processus catabolique de dégradation lysosomale et 

de recyclage de composés cellulaires. Elle correspond à l’adressage dans le lysosome 

d’organites superflus ou endommagés, de protéines mal conformées, de fractions du cytosol 

ou même de pathogènes pour y être dégradés. 

Trois types d’autophagie ont été décrits : la microautophagie, l’autophagie médiée par les 

chaperonnes (CMA) et la macroautophagie qui correspond au processus initialement observé 

par Christian de Duve (Figure 10). Elles conduisent toutes à la dégradation du matériel 

cellulaire dans les lysosomes. 

 

 

Figure 10 : Représentation schématique des trois types d’autophagie. 

La macroautophagie correspond à la séquestration de matériel cytoplasmique par des autophagosomes qui 

fusionnent ensuite avec les lysosomes pour dégrader leur contenu. La CMA correspond à l’adressage 

sélectif de protéines à motif KFERQ aux lysosomes par la protéine chaperonne HSC70 et à leur translocation 

à l’intérieur des lysosomes par la protéine LAMP2A pour être dégradées. Enfin, la microautophagie est 

décrite comme étant une invagination directe de la membrane du lysosome pour internaliser et dégrader du 

matériel cytoplasmique. 
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2. La microautophagie : 

 

Le transfert de composés cytosoliques vers le lysosome par invagination directe de la 

membrane du lysosome est appelé microautophagie (Li et al., 2012; Schuck, 2020). Ce 

processus permet la dégradation de matériel aléatoire mais aussi la dégradation sélective 

d’organites comme les peroxysomes, le RE, les mitochondries ou des fractions nucléaires. La 

microautophagie débute par la formation d’un tube qui s’invagine à partir de la membrane du 

lysosome. Une vésicule bourgeonne ensuite de ce tube pour être libérée dans la lumière 

vacuolaire et dégradée (Figure 10). 

 

3. L’autophagie dépendante des chaperonnes : 

 

La CMA est un mécanisme de dégradation sélectif par le lysosome de protéines 

cytosoliques présentant un motif consensus KFERQ (Kaushik and Cuervo, 2018) (Figure 10). 

Ces protéines sont ainsi reconnues par la protéine chaperonne cytosolique Hsc70 (« heat 

schock cognate 71kDa protein »). HSC70 va alors, en association avec d’autres chaperonnes, 

s’ancrer à la membrane lysosomale sur le récepteur LAMP2A (« lysosome-associated 

membrane protein 2A »), permettant ainsi l’adressage de la protéine substrat au lysosome. 

LAMP2A se multimérise alors pour former un complexe permettant la translocation de la 

protéine cargo vers la lumière du lysosome pour être dégradée alors que Hsc70 est recyclée. 

La CMA est un processus catabolique finement régulé qui participe au contrôle de nombreux 

processus cellulaires comme le métabolisme énergétique, la réparation de l’ADN et la réponse 

à divers stress. Des défauts de CMA avec l’âge ont également été associés à l’apparition de 

pathologies comme les maladies neurodégénératives ou les cancers.  

 

4. La macroautophagie : 

 

Enfin, la macroautophagie, qui sera par la suite désignée sous le nom d’autophagie, est le 

processus d’autophagie le plus étudié. Elle repose sur l’activité séquentielle de différentes 

protéines ATG très conservées de la levure aux mammifères. C’est un processus dynamique 

se déroulant en plusieurs étapes. L’autophagie débute par l’isolation d’une portion de 

membrane intracellulaire pour former un phagophore lors d’une étape d’initiation. Puis lors 

d’une étape d’élongation le phagophore s’invagine et s’allonge pour former une vésicule à 

double membrane appelée autophagosome qui va alors séquestrer de manière sélective ou 

non le matériel cytoplasmique à dégrader. Le processus d’autophagie se termine par une 

étape de maturation qui correspond à la fusion de l’autophagosome avec les lysosomes pour 

former un autolysosome, aboutissant à la dégradation du matériel séquestré (Figure 11). C’est 

ce mode d’autophagie qui sera développé par la suite. 
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L’autophagie est un processus essentiel au maintien de l’homéostasie cellulaire, elle 

participe dans des conditions physiologiques à la dégradation et au recyclage de protéines ou 

organelles mal conformées ou superflues. En condition de stress, elle peut également être 

induite suite à une multitude de stimuli. L’autophagie est un mécanisme cellulaire central pour 

le maintien de l’homéostasie cellulaire, cependant lorsque le stress dépasse un certain seuil, 

elle a également été associée à des mécanismes de mort cellulaire. De ce fait, c’est un 

processus largement étudié pour son rôle en physiologie mais aussi dans de nombreuses 

pathologies comme les cancers où il peut être fortement dérégulé.  

 

B. Les acteurs moléculaires de l’autophagie : 

 

1. Les protéines ATG : 

 

Ce n’est que 30 ans après sa caractérisation morphologique que les mécanismes 

moléculaires de l’autophagie sont décrits par Yoshinori Ohsumi, qui sera récompensé du prix 

Nobel en 2016 pour ces travaux. A l’aide d’un criblage génétique chez la levure, il a sélectionné 

des mutants qui ne parviennent pas à générer des autophagosomes en condition de 

déprivation en azote et a donc mis évidence des protéines nécessaires au processus 

Figure 11 : Les différentes étapes de la macroautophagie. 

La macroautophagie débute par la formation d’un phagophore à partir de membranes intracellulaires lors 

d’une étape d’initiation. Lors de l’élongation le phagophore se referme pour former une vésicule à double 

membrane ou autophagosome. Enfin, au cours d’une étape de maturation l’autophagosome fusionne avec 

les lysosomes pour former un autolysosome. Le contenu des autophagosomes pourra alors être dégradé 

et recyclé par les enzymes lysosomales. 
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d’autophagie, les protéines ATG (« autophagy related gene ») (Tsukada and Ohsumi, 1993). 

Depuis, de nombreux orthologues de ces protéines ont été identifiés chez les mammifères 

(Mizushima et al., 2011) (Tableau 5). Leurs fonctions dans la machinerie moléculaire de 

l’autophagie ont été largement étudiées, elles régulent dans le temps et l’espace les trois 

étapes majeures de ce processus que sont l’initiation, l’élongation et la maturation.  

Tableau 5 : Liste des principales protéines ATG impliquées dans la formation des 

autophagosomes chez les mammifères. 

(Adapté de Mizushima et al., 2011). 

Complexe Protéine Fonction 

Etape d’initiation 

Complexe d’initiation ULK 

ULK1/2 Sérine/thréonine kinase 

ATG13 Module l’activité de ULK 

FIP200 Module l’activité de ULK 

ATG101 Sous-unité du complexe ULK 

Complexe PI3 kinase 

de classe III 

VPS34 
PI3 kinase de classe III 

Phosphoryle le PIP2 en PIP3 

Beclin1 Sous-unité du complexe PI3K 

ATG14 Sous-unité du complexe PI3K 

VPS15 Sous-unité du complexe PI3K 

 WIPI 
Protéine liant le PIP3 

Permet le recrutement de ATG16L 

Etape d’élongation 

Complexe 

de conjugaison ATG12 

ATG16L1/2 
Permet le recrutement 

de la machinerie d’élongation 

ATG12 
Se conjugue avec ATG5 

Permet le recrutement de ATG3 

ATG5 
Se conjugue avec ATG12 

Permet le recrutement de ATG3 

ATG7 Permet la conjugaison ATG12-ATG5 

ATG10 Permet la conjugaison ATG12-ATG5 

Complexe 

de conjugaison LC3 

Protéines ATG8 : 

MAPLC3A/B/C 

GABARAP 

GABARAPL1/2/3 

Se conjugue avec la PE 

 

Abondante à la membrane 

des autophagosomes 

ATG4A-D 
Maturation du pré-LC3 en LC3-I 

Recyclage du LC3-II en LC3-I 

ATG7 Permet la conjugaison ATG8-PE 

ATG3 Permet la conjugaison ATG8-PE 

 ATG2 Transporteur de lipides 
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2. Les étapes du processus d’autophagie : 

 

a. L’initiation : 

 

L’autophagie débute par un processus de formation d’un phagophore à partir de 

membranes intracellulaires comme le RE, les mitochondries, l’appareil de golgi ou la 

membrane plasmique (Figure 11). Cette étape est contrôlée par le complexe d’initiation 

composé chez les mammifères de ULK1, ATG13, FIP200 et ATG101 (Tableau 5). ULK1 (et 

son homologue ULK2) est la seule sérine/thréonine kinase parmi les protéines ATG. Elle est 

régulée positivement par AMPK (« 5’ AMP-activated protein kinase ») et négativement par 

mTORC1 (Figure 12).  

 

Plusieurs méthodes couramment utilisées pour activer le flux autophagique ciblent le 

complexe d’initiation ULK1. C’est le cas de la carence en nutriments qui active l’autophagie 

par un mécanisme dépendant d’une inhibition de mTORC1. Il est également possible d’activer 

l’autophagie à l’aide d’inhibiteurs pharmacologiques de mTORC1 comme la rapamycine.  

Le complexe PI3K de classe III composé de protéines essentielles à la poursuite du 

processus d’autophagie est ensuite recruté, il est composé de VPS34 qui porte l’activité PI3K, 

ATG14, Beclin1 et VPS15 (Tableau 5). Ce complexe est notamment régulé par ULK1 qui le 

phosphoryle à plusieurs niveaux. Par ailleurs, l’activité du complexe PI3K de classe III est 

régulée par l’interaction inhibitrice de Beclin1 avec la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Pattingre 

et al., 2005) (Figure 12). Le complexe formé par VPS34 permet la production de PIP3 qui 

s’accumule au niveau d’une portion membranaire alors appelée omégasome. Ce lipide 

phosphorylé servira de signal pour le recrutement de protéines de la famille WIPI (« WD-repeat 

Figure 12 : Représentation schématique des bases moléculaires de l’initiation de l’autophagie. 

Les complexes ULK1 et PI3K de classe III contrôlent les étapes précoces de l’initiation de l’autophagie. 

Ils sont régulés positivement par la kinase AMPK et négativement par mTORC1 et la protéine Bcl-2. 

(Abréviations : PI3KC3 : PI3K de classe III). 
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interacting with phosphoinositides »). Des études suggèrent que les protéines WIPI sont 

impliquées dans l’alimentation du phagophore en lipides essentiels à sa croissance et dans le 

recrutement de la machinerie d’élongation.  

Plusieurs inhibiteurs de l’autophagie ciblant le processus d’initiation ont été développés et 

sont intensivement utilisés. C’est par exemple le cas de la 3-méthyladénine (3-MA) ou du 

SAR405 qui inhibent VPS34 et bloquent la formation des autophagosomes.  

 

b. L’élongation : 

 

Le système d’élongation a pour fonction principale de permettre le recrutement de la 

protéine LC3 à la membrane du phagophore qui pourra alors s’allonger et former un 

autophagosome (Figure 11). ATG16L1 interagit avec WIPI et permet la localisation de la 

machinerie d’élongation au phagophore. Cette élongation du phagophore est dépendante de 

deux systèmes de conjugaison que sont les complexes ATG5-ATG12-ATG16L1 et le 

complexe de conjugaison de ATG8 à la phosphatidyléthanolamine (PE) (Tableau 5). 

Le premier système correspond à la conjugaison de ATG12 à ATG5 par un processus 

dépendant des protéines ATG7 et ATG10. Le complexe ATG12-ATG5 interagit avec ATG16L1 

et est recruté principalement à la membrane externe de l’autophagosome puis se dissocie 

avant que celui-ci ne soit complètement formé, il participe au second système de conjugaison 

de ATG8 avec la PE (Figure 13).  

Dans le second système de conjugaison, il existe plusieurs protéines de la famille ATG8 

chez les mammifères comme MAPLC3A/B/C (« microtubule associated proteins light chain 

3 », ci-dessous nommé LC3), GABARAP (« gamma-aminobutyric acid receptor-associated 

protein ») et GABARAPL1/2 (« GABARAP-like »). Nous prendrons ici l’exemple de la protéine 

LC3. LC3 est synthétisé sous la forme d’un précurseur (pré-LC3) qui sera clivé par ATG4 pour 

être maturé en LC3-I. Le pré-LC3 et le LC3-I sont localisés de manière diffuse dans le cytosol. 

Puis les actions successives de ATG7 et ATG3 permettent la liaison covalente de LC3-I avec 

une PE pour former le LC3-II lié à la membrane de l’autophagosome en cours d’élongation 

(Figure 13). Le complexe ATG12-ATG5 facilite la formation de LC3-II en permettant le 

recrutement de ATG3.  

Ainsi le suivi de l’accumulation de LC3-II sur les autophagosomes est considéré comme un 

excellent marqueur pour évaluer l’autophagie dans les cellules (Klionsky et al., 2021). 

Contrairement au complexe ATG12-ATG5, LC3-II reste associé à l’autophagosome, il sera 

cependant clivé par ATG4 pour être recyclé en LC3-I avant la fusion de l’autophagosome avec 

le lysosome (Figure 13). L’élongation de l’autophagosome est également dépendante de 

l’action de la protéine ATG2 qui sert de transporteur de lipides pour alimenter la double 

membrane de l’autophagosome grandissant à partir de membranes ou de gouttelettes 

lipidiques adjacentes (Osawa, 2019; Velikkakath et al., 2012).  
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c. La maturation : 

 

Une fois formé, l’autophagosome fusionne avec des lysosomes pour donner un 

autolysosome. Le lysosome apporte ainsi les enzymes fonctionnant à pH acide nécessaires à 

la dégradation du contenu des autophagosomes. La rencontre entre les autophagosomes et 

les lysosomes est médiée par plusieurs protéines. Le transport de ces vésicules est assuré 

par le réseau des microtubules et leurs protéines motrices associées. Les kinésines 

permettent le transport vers la périphérie alors que les complexes dynéine-dynactine 

transportent les vésicules vers la région périnucléaire, site préférentiel de localisation des 

lysosomes. Grâce à l’interaction de divers adaptateurs comme les petites GTPases de la 

famille RAB, les protéines motrices sont capables de reconnaitre et de s’ancrer à LC3 ou 

GABARAP à la surface de l’autophagosome. Ainsi, les autophagosomes peuvent se déplacer 

sur les microtubules. Le rapprochement final est médié par des facteurs d’attachement de la 

famille SNARE (« soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor ») 

(Lőrincz and Juhász, 2020) (Figure 14). 

 

 

 

 

Figure 13 : Les systèmes d’élongation de l’autophagie. 

Les deux systèmes de conjugaison ATG12-ATG5 et ATG8-PE sont impliqués dans l’élongation du 

phagophore pour former un autophagosome. 
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Des inhibiteurs de l’autophagie bloquant la dégradation lysosomale du contenu des 

autophagosomes sont également utilisés de manière extensive. C’est par exemple le cas de 

la chloroquine, un agent lysosomotropique qui s’accumule dans les compartiments cellulaires 

acides et élève leur pH en piégeant les protons, conduisant à une inhibition des enzymes 

lysosomales qui agissent normalement à pH acide. Un autre inhibiteur largement utilisé est la 

bafilomycine A1, un inhibiteur de la pompe à protons vacuolaire V-ATPase qui conduit 

également à une neutralisation du pH des lysosomes et donc à un blocage de l’action des 

enzymes lysosomales.  

 

3. Les mécanismes de dégradation sélective par autophagie : 

 

Bien que l’autophagie ait été initialement décrite comme un processus de dégradation 

aléatoire, plusieurs mécanismes régulant la digestion spécifique d’organites ou de protéines 

cargo ont été décrits. Cette dégradation sélective est médiée par le recrutement dans 

l’autophagosome au niveau de LC3-II de protéines possédant un motif consensus LIR (« LC3 

interacting region »). Le recrutement peut être direct si le cargo est une protéine qui contient 

un LIR ou médié par une protéine dite « réceptrice » tel que p62, NBR1 ou OPTN qui 

contiennent des motifs LIR. Il aboutit à la localisation du cargo et de son récepteur éventuel à 

l’intérieur des autophagosomes puis à leur dégradation par les enzymes lysosomales. De 

Figure 14 : Mécanisme de fusion de l’autophagosome avec le lysosome. 

Le rapprochement des deux vésicules est dépendant du transport rétrograde des autophagosomes à la 

surface des microtubules. La fusion est ensuite médiée par les facteurs d’attachement SNARE. 
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nombreuses voies de dégradation sélective de protéines ou d’organelles ont été décrites 

(Gatica et al., 2018; Klionsky et al., 2021; Lamark and Johansen, 2021) (Figure 15).  

 

C. La mesure de l’autophagie : 

 

1. Les principales techniques pour monitorer l’autophagie : 

 

a. La microscopie électronique : 

 

L’autophagie a été détectée pour la première fois dans les années 1950 par microscopie 

électronique à transmission. Cette technique présente l’avantage de révéler la morphologie et 

parfois le contenu des structures autophagiques mais aussi leur localisation précise parmi les 

autres composants cellulaires avec une résolution de l’ordre du nanomètre. La visualisation 

Figure 15 : Principales voies décrites d’autophagie sélective. 

La dégradation sélective par autophagie de nombreux constituants cellulaires a été décrite. Cette 

spécificité est généralement permise par l’existence de différentes protéines réceptrices qui permettent 

un adressage sélectif du cargo dans les autophagosomes. 
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de la localisation précise de protéines d’intérêt au niveau de l’autophagosome est également 

possible par une technique « immunogold » à l’aide d’anticorps couplés à des billes d’or.  

 

b. La microscopie à fluorescence : 

 

Le marquage de la protéine LC3 est couramment utilisé pour visualiser les 

autophagosomes. En microscopie à fluorescence, il est possible d’utiliser des anticorps 

reconnaissant LC3 ou bien de surexprimer dans les cellules un LC3 fusionné à sa partie N-

terminale avec une protéine fluorescente comme la GFP. En condition basale, la localisation 

majoritairement cytosolique de LC3-I génère un signal diffus. A l’inverse, lorsque l’autophagie 

est induite, le LC3-I est converti en LC3-II et se concentre au niveau des autophagosomes, le 

marquage LC3 devient alors un signal punctiforme (Figure 16).  

 

c. Le western blot : 

 

De la même manière, il est possible de suivre par une approche biochimique de western 

blot les niveaux de LC3 sous sa forme cytosolique (LC3-I) et sous sa forme liée aux 

autophagosomes (LC3-II). En effet, la conjugaison de LC3 avec une PE induit un changement 

des propriétés isoélectriques de la protéine qui se traduisent par une migration 

électrophorétique différentielle de LC3-II par rapport à LC3-I (Figure 17).  

 

Figure 16 : Représentation schématique du marquage de la protéine LC3 pour visualiser 

une accumulation d’autophagosomes par immunofluorescence. 

L’accumulation d’autophagosomes entraine un passage d’un signal de LC3 diffus à un marquage 

punctiforme. 

Figure 17 : Schématisation du suivi de la conversion du LC3-I en LC3-II par western blot. 

L’accumulation d’autophagosomes entraine la conversion du LC3-I cytosolique en LC3-II lié aux 

membranes des autophagosomes. On observe dans cet exemple une augmentation du signal LC3-II 

dans les conditions 2, 3 et 4 par rapport à la condition 1 qui peut être interprétée comme une 

accumulation d’autophagosomes dans les dernières conditions. 
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2. La détermination du flux autophagique : 

 

Un point critique dans l’étude de l’autophagie est qu’il s’agit d’un processus hautement 

dynamique qui peut être régulé à plusieurs niveaux. Une accumulation d’autophagosomes 

peut donc indiquer une augmentation de leur biogenèse ou à l’inverse un blocage de leur 

dégradation. Pour pallier à ce problème majeur, les méthodes pour monitorer l’autophagie 

doivent prendre en compte la notion de flux autophagique. Les méthodes principalement 

utilisées pour déterminer le flux autophagique sont celles suivant la protéine LC3 par western 

blot ou immunofluorescence. LC3-II étant dégradé dans les autophagosomes, l’ajout d’un 

inhibiteur de la dégradation du contenu des autophagosomes comme la chloroquine ou la 

bafilomycine A1 va arrêter le flux et conduire à l’accumulation de LC3-II. Il est alors possible 

de suivre cette accumulation pendant le laps de temps où le flux est arrêté par western blot 

(accumulation de LC3-II) ou par immunofluorescence (signal LC3 punctiforme). Ces 

différentes techniques permettent de quantifier l’accumulation de LC3-II en fonction de divers 

traitements et donc de déterminer si le flux autophagique est stimulé ou inhibé dans ces 

conditions (Klionsky et al., 2021) (Figure 18). 

 

Une autre méthode pour prendre en compte ce flux est de pouvoir distinguer les 

autophagosomes des autolysosomes grâce à l’utilisation de la construction RFP-GFP-LC3. 

L’ancrage du LC3-II au niveau des autophagosomes permet la localisation des deux signaux 

RFP et GFP au niveau de ces vésicules. Or, le signal GFP est sensible aux conditions acides 

rencontrées dans les lysosomes alors que la RFP est stable dans ces conditions. Ainsi la 

visualisation par microscopie à fluorescence de la colocalisation entre les deux signaux 

indique un autophagosome qui n’a pas fusionné avec les lysosomes alors qu’un compartiment 

uniquement positif pour le signal de la RFP correspond à un autolysosome.   

 

Figure 18 : Représentation schématique du calcul du flux autophagique par western blot à l’aide 

d’un anticorps reconnaissant la protéine LC3. 

Dans les conditions sans traitement X, le blocage de l’autophagie par la chloroquine entraine une 

accumulation de la protéine LC3-II. Cette accumulation est le reflet du flux autophagique de base dans les 

cellules. Sous traitement par la molécule X, la chloroquine entraine une accumulation plus importante de 

LC3-II que dans les conditions basales. Ceci signifie que le traitement X augmente le nombre 

d’autophagosomes et donc le flux autophagique dans les cellules. 
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3. Autres techniques fréquemment utilisées : 

 

Certaines protéines ont été identifiées comme étant dégradées par le processus 

d’autophagie. Suivre leurs niveaux d’expression peut alors refléter l’activité autophagique. 

C’est par exemple le cas de p62 où une diminution de son expression protéique indiquera une 

augmentation de l’autophagie. 

Il est également possible de suivre l’activité d’enzymes cargo décrites pour être dégradées 

par autophagie comme la lactate déshydrogénase (LDH). Cette technique consiste à 

fractionner les cellules en un compartiment soluble et un compartiment insoluble qui contient 

les autophagosomes et à mesurer l’activité de la LDH dans ces deux fractions en présence 

d’inhibiteurs de la dégradation des autophagosomes (e.g. chloroquine). Ainsi, une 

augmentation de l’autophagie se traduira par une augmentation de l’activité enzymatique de 

la LDH dans la fraction insoluble. 

De la même manière, les protéines à longue durée de vie sont connues pour être dégradées 

par le processus d’autophagie. Ainsi, mesurer leur vitesse de dégradation suite à 

l’incorporation d’isotopes radioactifs représente une méthode couramment utilisée pour 

mesurer le flux autophagique (Bauvy et al., 2009). 

Ces trois méthodes permettent d’évaluer le flux autophagique indépendamment de la 

quantité de LC3 présente dans la cellule qui peut, dans certains cas, ne pas être représentative 

du niveau d’autophagie. 

Il est également possible de mesurer la quantité d’autophagosomes par cytométrie en flux 

à l’aide d’un anticorps dirigé contre LC3 sur des cellules fixées. La cytométrie en flux n’apporte 

cependant pas d’information de localisation subcellulaire nécessaire pour distinguer le signal 

de la protéine LC3-II localisée aux autophagosomes. Cette technique nécessite donc une 

étape préalable d’élimination du signal LC3-I afin de mesurer spécifiquement le signal de LC3-

II situé aux autophagosomes. Afin de pallier à cette limitation, un outil couplant la cytométrie 

en flux avec la microscopie à fluorescence a été développé. Cette approche dite d’imagerie 

en flux (ou « ImageStream ») permet une analyse quantitative de populations cellulaires en 

cytométrie en flux tout en apportant une information spatiale sur le signal. L’analyse du signal 

LC3 par imagerie en flux permet ainsi de suivre le marquage punctiforme spécifique du LC3-

II localisé aux autophagosomes et donc de mesurer finement l’autophagie à l’échelle de 

populations cellulaires. 

Enfin, une méthode classique pour mesurer l’autophagie est le marquage avec des 

colorants spécifiques des compartiments acides comme l’acridine orange ou le Lysotracker 

Red. Ces traceurs longtemps utilisés sont cependant limités par le fait qu’ils détectent 

premièrement les lysosomes. Un kit commercial appelé Cyto-ID de mesure de l’autophagie à 

l’aide d’un colorant plus spécifique des autophagosomes a également été développé. Cet outil 

permet ainsi de mesurer le flux autophagique par microscopie à fluorescence ou par 

cytométrie en flux. 
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D. Voies de signalisation régulant l’autophagie : 

 

L’autophagie permet aux cellules de répondre à un large spectre de signaux intra- et 

extracellulaires comme des carences en nutriments, la déprivation en facteurs de croissance, 

l’hypoxie ou le stress du RE. Ces signaux induisent des modifications dans les cascades de 

signalisation qui convergent pour la plupart vers le complexe sérine/thréonine kinase 

mTORC1, le principal régulateur de l’autophagie dans les cellules.  

 

1. Régulation de l’autophagie par le stress métabolique : 

 

L’implication de l’autophagie dans la réponse à une déprivation en nutriments est connue 

de longue date (Mortimore and Ward, 1976). Il est aujourd’hui connu que mTORC1 est le 

principal centralisateur des signaux senseurs de la disponibilité intracellulaire en acides 

aminés. mTORC1 est un régulateur majeur de la croissance cellulaire et de la prolifération, il 

agit en stimulant divers processus anaboliques comme la biosynthèse de protéines, de lipides 

et d’organites et en limitant les processus cataboliques comme l’autophagie.  

Ce complexe à activité sérine/thréonine kinase régule l’autophagie en contrôlant 

principalement l’activité du complexe d’initiation ULK1 en le phosphorylant sur des sites 

inhibiteurs comme les résidus sérine 638 et 757.  mTORC1 phosphoryle également la protéine 

ATG13 pour bloquer son interaction avec ULK1 et ainsi inhiber le complexe d’initiation de 

l’autophagie. Un autre mécanisme de régulation de l’autophagie par mTORC1 passe par une 

inhibition directe du complexe PI3K de classe III. En effet, lorsqu’il est activé mTORC1 

phosphoryle la protéine ATG14 pour inhiber l’activité de la kinase VPS34 (Yuan et al., 2013) 

(Figure 19). Enfin, mTORC1 régule négativement l’autophagie au niveau transcriptionnel en 

phosphorylant le facteur de transcription TFEB (« transcription Factor EB ») pour le séquestrer 

dans le cytosol. Lorsque mTORC1 est inhibé, la translocation de TFEB dans le noyau active 

la transcription d’un ensemble de gènes de l’autophagie notamment (Settembre et al., 2011) 

(Figure 19). 

Lorsque la quantité en acides aminés est suffisante, mTORC1 est activé et pourra alors 

activer les processus anaboliques et réprimer l’autophagie. En revanche, en condition de 

carence, mTORC1 est inhibé, l’activation de ULK1 qui en découle conduit à une activation du 

processus d’autophagie. Cette autophagie induite permet la dégradation et le recyclage de 

protéines et restaure des quantités en acides aminés suffisantes pour permettre la survie des 

cellules. Certaines études établissent également un rôle de protéines phosphatases comme 

PP2A dans la levée de l’inhibition par mTORC1 des protéines ULK1, ATG13 ou TFEB en 

condition de carence en nutriments (Memisoglu et al., 2019; Wong et al., 2015; Yeasmin et 

al., 2016). 

En condition de stress métabolique, caractérisé par une réduction de la disponibilité en ATP 

et une augmentation des taux d’AMP, la sérine/thréonine kinase AMPK est activée. 
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L’autophagie est régulée en aval de AMPK par deux mécanismes. D’une part, AMPK 

phosphoryle et inhibe mTORC1, ce qui conduit à une levée de l’inhibition de ULK1. D’autre 

part, AMPK phosphoryle directement ULK1 sur son résidu sérine 555 pour l’activer et initier 

un processus d’autophagie. Il a également été démontré que AMPK régulait l’autophagie en 

activant directement le complexe PI3K de classe III via la phosphorylation activatrice de 

Beclin1 (Kim et al., 2013) (Figure 19). L’inhibition de mTORC1 et l’activation de l’autophagie 

en aval de AMPK contribuent à une restauration de la balance énergétique et des taux d’ATP 

intracellulaires. 

 

2. Régulation de l’autophagie par la voie de la réponse intégrée au 

stress : 

 

La réponse intégrée au stress (ISR) est une voie de signalisation activée en réponse à 

divers stimuli comme l’hypoxie, des carences, des infections ou le stress du RE (Pakos‐

Zebrucka et al., 2016). L’activation de l’ISR diminue la synthèse globale de protéines et active 

Figure 19 : Régulation coordonnée de l’autophagie par mTORC1 et AMPK en réponse à un stress 

métabolique. 

En condition basale, AMPK est inhibé et mTORC1 phosphoryle différentes protéines ATG pour inhiber 

l’autophagie. En condition de carence, le blocage de mTORC1 lève cette inhibition de l’autophagie. De plus, 

un stress métabolique active la kinase AMPK qui pourra alors phosphoryler des protéines ATG pour stimuler 

le flux autophagique. 
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un programme d’expression de gènes pour optimiser la réponse des cellules au stress 

rencontré et restaurer l’homéostasie cellulaire. L’ensemble des stimuli qui activent l’ISR 

convergent vers la phosphorylation du facteur eucaryotique d’initiation de la traduction eIF2α 

(« eukaryotic translation initiation factor 2A ») sur la sérine 51 (Ron, 2002). Cette 

phosphorylation est médiée par 4 kinases en fonction du stimulus rencontré. Lors d’une 

infection, la présence d’ARN double brin dans la cellule active l’ISR via la kinase PKR 

(« double-stranded RNA-dependent protein kinase ») (Clemens and Elia, 1997). La kinase 

PERK (« PKR-like ER kinase ») phosphoryle eIF2α en présence d’un stress du RE, causé par 

l’accumulation de protéines mal conformées (Harding et al., 1999). Elle reconnait également 

des perturbations de la balance énergétique, de l’équilibre du calcium ou du statut des ROS. 

La kinase GCN2 (« general control non-depressible protein 2 ») active l’ISR lors d’une carence 

en acides aminés (Vazquez de Aldana et al., 1994). Enfin, la kinase HRI (« heme-regulated 

eIF2α kinase ») est exprimée essentiellement dans les cellules érythroïdes où elle est 

impliquée dans le processus de différenciation (Han et al., 2001). Dans ces cellules, l’ISR est 

activée par HRI en condition de carence en fer et permet de coordonner la production de 

l’hémoglobine avec la biodisponibilité en hème. A l’inverse, des phosphatases sont impliquées 

dans l’inactivation de eIF2α et permettent de terminer l’ISR et de retourner à un 

fonctionnement cellulaire normal (Novoa et al., 2001).  

 

Lorsque l’ISR est activée, la phosphorylation de eIF2α bloque la traduction globale des 

protéines tout en favorisant celle d’un certain sous-type de protéines comme les facteurs de 

transcription ATF4 et CHOP qui coopèrent pour réguler notamment l’expression d’un 

Figure 20 : Régulation de l’autophagie par la voie de la réponse intégrée au stress. 

La phosphorylation du facteur eIF2α suite à différents stress conduit à un blocage de la traduction globale 

et favorise la traduction ou l’expression d’un sous-type de protéines dont les facteurs de transcription 

CHOP et ATF4. Ces facteurs activent alors des programmes transcriptionnels impliqués dans la réponse 

cellulaire au stress dont notamment l’expression d’un ensemble de gènes de l’autophagie.   
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ensemble de gènes de l’autophagie (B’chir et al., 2013) (Figure 20). L’activation de 

l’autophagie par l’ISR favorise la restauration de l’homéostasie cellulaire et la survie de par 

son rôle dans la dégradation de protéines mal conformées, d’organelles endommagées ou de 

pathogènes. Elle apporte ainsi les nutriments et constituants de base nécessaires à la survie 

de la cellule en condition de stress. 

De manière intéressante, dans la biologie de certains cancers il a été montré que l’activation 

d’oncogènes pouvait induire une activation de l’ISR qui favorise alors le processus de 

tumorigenèse (Denoyelle et al., 2006; Hart et al., 2012). Par ailleurs, les CSH présentent une 

autophagie élevée nécessaire au maintien de leurs fonctions  (Mortensen et al., 2011). Il a 

également été montré que dans ces cellules l’ISR était activée (van Galen et al., 2018). Les 

niveaux élevés d’ATF4 contribueraient à l’élévation de l’autophagie dans les CSH. 

 

3. Régulation de l’autophagie par les facteurs de croissance et les 

cytokines : 

 

a. Régulation de l’autophagie par la voie PI3K/AKT : 

 

Les facteurs de croissance comme l’insuline ou certaines cytokines convergent vers une 

activation de la voie PI3K de classe I/AKT/mTORC1 et régulent ainsi négativement 

l’autophagie. En revanche, il a été montré que les facteurs de transcription FOXO3 et GATA1, 

respectivement réprimé et activé par AKT étaient tous les deux capables d’induire la 

transcription de gènes de l’autophagie. Dans les cellules myéloïdes, les niveaux d’expression 

de ces deux facteurs de transcription sont dépendants de l’état de différenciation des cellules. 

Il apparait en effet que la signalisation de AKT dépendante de l’EPO réprime FOXO3 et la 

transcription de gènes de l’autophagie dans les cellules les moins différenciées. Or, dans les 

étapes de différenciation terminale, l’expression de GATA1 est augmentée, AKT stimule alors 

la transcription des cibles de GATA1 dont des gènes de l’autophagie (Bakker et al., 2007). 

Cette induction de l’autophagie dépendante de GATA1 est nécessaire au bon déroulement de 

l’érythropoïèse terminale (Kang et al., 2012). 

 

b. Régulation de l’autophagie par les facteurs STAT : 

 

L’activation de JAK2 par les cytokines régule positivement l’activité des facteurs STAT1, 

STAT3 et STAT5. Bien que peu de liens soient établis entre STAT5 et autophagie, il a été 

démontré que STAT1 régulait négativement l’expression de ULK1 et donc l’autophagie 

(Goldberg et al., 2017). Une littérature plus étoffée établit un rôle de STAT3 dans la régulation 

de l’autophagie par des mécanismes qui dépendent de son rôle de facteur de transcription ou 

non (You et al., 2015) (Figure 21). Ce rôle de STAT3 est ambivalent et dépend du contexte 

dans lequel on l’étudie. En condition basale, le STAT3 inactif est localisé dans le cytosol. Il a 
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été démontré que le STAT3 cytosolique pouvait réguler négativement l’autophagie en inhibant 

la réponse ISR par une interaction directe avec la kinase PKR (Shen et al., 2012) ou en 

séquestrant le facteur de transcription FOXO3 dans le cytosol (Oh et al., 2012). Le 

changement de localisation de STAT3 lors de son activation pourrait donc potentiellement 

induire des signaux d’activation de l’autophagie. Cependant, l’activation de la voie JAK/STAT 

canonique conduit à la phosphorylation de STAT3 sur des résidus tyrosine et à sa localisation 

nucléaire où il module positivement l’expression de Bcl-2, une protéine réprimant l’autophagie, 

ou négativement l’expression de différents gènes de l’autophagie comme Beclin1 (Miao et al., 

2014) ou VPS34 (Yamada et al., 2012). Il apparait donc que la régulation de l’autophagie par 

STAT3 est dépendante du contexte. Enfin, il a été démontré qu’une fraction du STAT3 

cytoplasmique était phosphorylée sur le résidu sérine 727 et localisée à la membrane interne 

des mitochondries.  Le STAT3 mitochondrial module l’activité de la chaine de transport des 

électrons et limite la production de ROS (Szczepanek et al., 2012; Wegrzyn et al., 2009), 

réprimant ainsi l’induction de l’autophagie par le stress oxydant. 

Il apparait donc que la résolution des effets de STAT3 sur l’autophagie est dépendante de 

sa localisation mais aussi du contexte cellulaire comme l’activation de signaux de stress ou de 

cytokines ainsi que l’expression d’autres facteurs de transcription en fonction du type cellulaire.  

 

Figure 21 : Régulation différentielle de l’autophagie en fonction de la localisation de STAT3. 

Le STAT3 cytosolique non-phosphorylé séquestre et inhibe les protéines PKR ou FOXO3, toutes deux 

impliquées dans des voies activant la transcription de gènes de l’autophagie. Lorsque JAK est activé, STAT3 est 

phosphorylé sur des résidus tyrosine et transloqué dans le noyau où il induit l’expression de Bcl-2, un répresseur 

de l’autophagie, et inhibe directement la transcription de gènes de l’autophagie. Enfin, le STAT3 phosphorylé sur 

la sérine 727 est localisé à la mitochondrie où il réprime l’autophagie en limitant la production de ROS. 
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c. Régulation de l’autophagie par les MAPK : 

 

Une grande variété de signaux comme des cytokines ou un stress génotoxique ou oxydatif 

conduisent à l’activation de l’une ou plusieurs des trois principales voies des MAPK que sont 

les voies ERK1/2, p38 et JNK. Selon le contexte, ces voies répriment ou activent l’autophagie. 

En effet, elles peuvent d’une part activer le complexe mTORC1 et ainsi réprimer l’autophagie. 

D’autre part, leur activation conduit à leur translocation dans le noyau où elles phosphorylent 

des facteurs de transcription (e.g. c-Myc, c-Jun, c-Fos, ATF2, STAT3 ou CHOP) pour réguler 

positivement ou négativement l’expression de gènes dont certains de l’autophagie. Enfin, 

différents modes de régulation directe de l’autophagie par les voies de signalisation des MAPK 

ont été décrits. 

JNK active l’autophagie en favorisant l’expression de la protéine DRAM (« damage-

regulated autophagy modulator ») ou en dissociant l’interaction entre Bcl-2 et Beclin1 (Lorin et 

al., 2010; Wei et al., 2008). DRAM est une protéine localisée à la membrane des lysosomes 

connue pour réguler positivement l’autophagie, son mécanisme d’action n’a pas été identifié 

à ce jour.  

Le rôle de p38 dans la régulation de l’autophagie est une fois de plus ambivalent et semble 

dépendre du contexte. En effet, suite à l’activation de la protéine de réponse à un stress 

génotoxique GADD45 (« Growth arrest and DNA damage 45 ») dans des fibroblastes murins, 

p38 est relocalisé à la membrane des autophagosomes où il pourra phosphoryler la protéine 

ATG5 pour l’inhiber et ainsi bloquer l’autophagie (Keil et al., 2013). A l’inverse, l’inhibition du 

protéasome dans des cellules épithéliales humaines stimule l’autophagie par un mécanisme 

qui dépend de l’activation de p38 (Choi et al., 2012). En effet dans ce contexte p38 inhibe la 

protéine GSK3β (« glycogen synthase kinase 3b »), ceci conduit à une inhibition de mTORC1 

et une activation de l’autophagie en aval. 

La voie ERK1/2 quant à elle réprime l’autophagie en phosphorylant le facteur de 

transcription pro-autophagique TFEB pour le séquestrer dans le cytosol et bloquer ses effets 

sur la transcription de gènes de l’autophagie (Settembre et al., 2011). 

D’autres MAPK ont également été impliquées dans la régulation de l’autophagie. C’est par 

exemple le cas de la protéine ERK8 qui est localisée dans des compartiments autophagiques 

où elle interagit avec des protéines de la famille ATG8 pour stimuler l’autophagie en réponse 

à des carences en sérum ou en acides aminés (Colecchia et al., 2012). 

Il apparait donc que les voies des MAPK peuvent réguler l’autophagie positivement ou 

négativement à plusieurs niveaux. Les différentes MAPK sont impliquées dans la transduction 

de nombreux signaux extracellulaires. Ce contexte détermine alors l’impact que peuvent avoir 

ces voies de signalisation sur l’autophagie. 
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E. Mécanismes cellulaires régulés par l’autophagie : 

 

Comme évoqué précédemment, l’autophagie est un processus finement régulé par des 

voies de signalisation en réponse à de nombreux signaux comme les cytokines et facteurs de 

croissance, le statut métabolique ou divers stress intracellulaires. A son tour, elle participe à 

la régulation de nombreux mécanismes cellulaires dont les voies de signalisation, le 

métabolisme énergétique et l’inflammation. 

 

1. Régulation des voies de signalisation par l’autophagie : 

 

De nombreuses voies de signalisation régulant l’autophagie ont été identifiées. A l’inverse, 

quelques études suggèrent que l’autophagie pourrait être impliquée dans la régulation spatio-

temporelle d’événements de signalisation. 

 

a. Régulation par la dégradation de protéines de signalisation : 

 

L’autophagie peut représenter un mécanisme de régulation dans le temps des voies de 

signalisation. De par son rôle dans la dégradation sélective de protéines, elle pourrait en effet 

participer à l’interruption de signaux. C’est ce qui a été démontré dans des cellules de 

carcinome squameux soumises à un stress induit par la déplétion de la kinase d’adhésion 

focale FAK. Dans ce contexte, les protéines à activité tyrosine kinase Src et Ret sont 

relocalisées à l’intérieur des autophagosomes pour être dégradées. La dégradation sélective 

par autophagie de ces deux protéines constitue un prérequis pour l’adaptation et la survie des 

cellules tumorales au stress induit par la déplétion de FAK. D’un point de vue mécanistique, le 

recrutement de la kinase Src à l’autophagosome est dépendant de la protéine CBL qui 

possède un motif LIR d’interaction avec LC3 (Sandilands et al., 2012a, 2012b). Dans le cadre 

des cancers, stimuler une autophagie qui dégrade des protéines impliquées dans des voies 

de signalisation oncogéniques pourrait représenter une approche thérapeutique intéressante. 

Par exemple un traitement au bortezomib, un inhibiteur du protéasome, induit la dégradation 

par autophagie du récepteur à activité tyrosine kinase muté FLT3-ITD et donc à la mort des 

cellules de LAM qui expriment cette mutation (Larrue et al., 2016). 

 

b. L’autophagosome, une plateforme de signalisation : 

 

L’autophagosome pourrait également représenter une plateforme permettant d’initier et/ou 

maintenir des cascades de signalisation. Des expériences menées sur des fibroblastes 

embryonnaires de souris ont montré que l’activation de la voie des MAPK par le facteur de 

croissance épidermique (EGF) était dépendante des autophagosomes. En effet, l’EGF induit 
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la localisation de ERK1/2 et de la MAP2K qui l’active à la surface externe de la membrane des 

autophagosomes (Martinez-Lopez et al., 2013). Cette localisation favorise le rapprochement 

des acteurs moléculaires de la voie ERK, conférant à l’autophagosome un rôle de régulateur 

positif de l’initiation et du maintien de cascades de signalisation dépendantes de ERK.  

En cancérologie, il a été montré que dans la LMC, un sous-type de NMP, que la 

signalisation oncogénique de la protéine de fusion BCR-ABL1 était dépendante, en partie, de 

sa localisation à l’autophagosome (Colecchia et al., 2015). Ici la protéine ERK8, un autre 

membre de la voie des MAPK, régule positivement l’autophagie en aval de BCR-ABL1 et 

permet la localisation de cet oncogène à l’autophagosome. Dans ce cas, inhiber la biogenèse 

des autophagosomes ou bloquer spécifiquement la localisation de protéines de signalisation 

à leur surface permettrait potentiellement de réprimer des voies de signalisation oncogéniques 

et représenterait une nouvelle stratégie thérapeutique dans les cancers. 

 

c. L’autophagie dans la régulation de la signalisation de JAK2V617F : 

 

En condition physiologique, plusieurs travaux décrivent un rôle concomitant du protéasome 

et des lysosomes dans la dégradation des récepteurs EPO-R et MPL (Saur et al., 2010; 

Walrafen et al., 2005). Or, la présence de la mutation V617F de JAK2 entraîne une diminution 

de la maturation et du recyclage de MPL. Ceci s’accompagne d’une augmentation de la 

dégradation de ce récepteur essentiellement par le protéasome et d’une perturbation de sa 

localisation subcellulaire (Pecquet et al., 2012). De plus, une autre étude a montré que, dans 

des cellules qui portent la mutation JAK2V617F, MPL serait en partie localisé au niveau des 

autophagosomes (Cleyrat et al., 2014). Ainsi, étant donné que JAK2 sert de chaperonne dans 

la maturation et le trafic de son récepteur associé (Royer et al., 2005), nous pouvons émettre 

l’hypothèse que la tyrosine kinase mutée JAK2V617F pourrait également être localisée au niveau 

des autophagosomes. Il apparait alors que l’autophagosome pourrait potentiellement contrôler 

la signalisation oncogénique de JAK2V617F. Le processus d’autophagie représenterait donc une 

cible thérapeutique originale dans le traitement des NMP. 

La protéine CBL, est présente dans le complexe de signalisation formé par JAK2 et son 

récepteur de cytokine associé et participe à l’ubiquitination et à la dégradation de ce même 

récepteur (Saur et al., 2010). De manière intéressante, la protéine CBL, est impliquée dans le 

recrutement de la kinase Src à l’autophagosome dans les cellules de carcinome squameux 

(Sandilands et al., 2012a). Cette protéine représenterait donc un candidat potentiel permettant 

la localisation de JAK2 à l’autophagosome. 

 

2. Régulation du métabolisme énergétique par l’autophagie : 

 

De par son rôle dans la dégradation de protéines, d’organelles et d’autres composants 

cellulaires, l’autophagie produit différents substrats pour alimenter la glycolyse, la voie des 
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pentoses phosphates ou le cycle de Krebs (Galluzzi et al., 2014; Poillet-Perez et al., 2021; 

Rabinowitz and White, 2010). Il a par exemple été démontré que l’autophagie pouvait 

spécifiquement dégrader des gouttelettes lipidiques par un processus de lipophagie ou du 

glycogène pour produire respectivement des acides gras libres (Bosc et al., 2020; Singh et al., 

2009) ou du glucose (Jiang et al., 2010) (Figure 22). De plus, la dégradation sélective des 

mitochondries par autophagie, appelée mitophagie, représente un acteur majeur dans la 

régulation de la masse et de l’activité des mitochondries (Lemasters, 2005). L’autophagie joue 

donc un rôle clé dans la régulation du métabolisme mitochondrial (Figure 22).  

L’autophagie participe également à la dégradation de manière sélective d’enzymes clés du 

métabolisme énergétique. C’est par exemple le cas de l’hexokinase-2, une enzyme limitante 

de la glycolyse, qui a été identifiée comme étant sélectivement dégradée par autophagie dans 

des cellules de cancer du foie (Jiao et al., 2018). Ainsi, en régulant l’expression d’enzymes du 

métabolisme, ou leurs potentiels régulateurs en amont, l’autophagie peut contribuer à 

l’activation ou à l’inhibition de voies métaboliques de façon sélective (Figure 22). 

 

Il apparait que l’autophagie peut réguler finement tout un ensemble de voies métaboliques 

et donc permettre aux cellules d’adapter leur métabolisme énergétique en réponse à différents 

stimuli. Une des marques des cellules cancéreuses est leur capacité à reprogrammer leur 

Figure 22 : Régulation du métabolisme énergétique par autophagie. 

L’autophagie participe aux apports en substrats nécessaires au fonctionnement du métabolisme énergétique. 

D’autre part, elle régule finement des voies métaboliques en dégradant sélectivement des enzymes du 

métabolisme ou via la mitophagie qui permet de contrôler la masse et l’activité des mitochondries. 
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métabolisme énergétique pour s’adapter à leurs besoins accrus en composants de base et en 

substrats énergétiques tout en limitant leur stress oxydant. C’est aussi le cas des cellules de 

NMP qui expriment JAK2V617F où la reprogrammation du métabolisme énergétique se 

caractérise par un effet Warburg et une dépendance accrue vis-à-vis du métabolisme des 

acides aminés (Rao et al., 2019; Zhan et al., 2015). Moduler l’autophagie dans des cellules de 

NMP permettrait donc potentiellement de cibler cette flexibilité métabolique et représenterait 

une stratégie thérapeutique intéressante dans ces hémopathies. 

 

3. Régulation du stress oxydant par l’autophagie : 

 

L’une des conséquences directes de l’activité des cellules et notamment du métabolisme 

mitochondrial est la production de ROS. À des concentrations faibles, les ROS sont essentiels 

au bon fonctionnement des cellules. Ils peuvent alors servir de seconds messagers et être 

impliqués dans diverses cascades de signalisation et ainsi réguler de nombreux processus 

biologiques comme la prolifération et la différenciation cellulaire ( pour revue : Holmström and 

Finkel, 2014). En revanche, lorsque le taux de ROS dépasse un certain seuil, l’apparition d’un 

état de stress oxydant peut-être délétère et causer la mort des cellules. Le stress oxydant peut 

également favoriser la mise en place d’une instabilité génomique ou l’activation de cascades 

de signalisation oncogéniques, ce qui conduit à la transformation tumorale des cellules. 

L’existence d’un équilibre du stress oxydant constitue donc un enjeu majeur pour les cellules. 

L’activation de l’autophagie en réponse à un stress oxydant est un processus largement 

documenté (pour revue : Redza-Dutordoir and Averill-Bates, 2021). En effet, la dégradation 

par autophagie de sources de ROS comme les mitochondries, les peroxysomes ou les 

agrégats protéiques permet de limiter le stress oxydant et représente un mécanisme 

d’adaptation et de survie cellulaire. Par ailleurs, il a récemment été rapporté que l’autophagie 

pouvait également limiter le taux de ROS en dégradant de manière sélective la protéine 

KEAP1 (« Kelch-like ECH-associated protein 1 »), une ubiquitine ligase responsable de la 

répression de l’expression de protéines antioxydantes  (Chang et al., 2022). 

La régulation du stress oxydant occupe une place centrale dans la biologie des cancers. 

En effet les niveaux de ROS sont sensiblement accrus dans les cellules tumorales par rapport 

aux cellules normales. Les ROS participent alors à des cascades de signalisation 

oncogéniques soutenant la prolifération, la survie cellulaire mais favorisant également la 

résistance thérapeutique (Moloney and Cotter, 2018). En effet, dans diverses hémopathies 

malignes l’expression d’oncogènes comme FLT3-ITD, JAK2V617F ou BCR-ABL1 induit une 

production accrue de ROS qui génèrent une instabilité génomique favorisant l’émergence de 

cellules résistantes aux thérapies anticancéreuses (Marty et al., 2013; Skorski, 2007; Stanicka 

et al., 2015). Cependant, de la même manière que dans des cellules saines, l’augmentation 

du stress oxydant jusqu’à un niveau trop élevé peut conduire à la mort des cellules tumorales. 

Ainsi, inhiber l’autophagie, qui joue un rôle prépondérant dans la défense des cellules face au 
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stress oxydant, pourrait représenter une stratégie thérapeutique intéressante dans les 

cancers. Par exemple, l’inhibition de l’autophagie dans des cellules souches de LAM conduit 

à une élévation du niveau de ROS et à une perte des capacités de quiescence et d’auto-

renouvellement de ces cellules (Pei et al., 2018). De la même manière, l’inhibition de 

l’autophagie dans des cellules de LAM génère un stress oxydant élevé qui sensibilise les 

cellules à un traitement par un inhibiteur d’histone désacétylase (Torgersen et al., 2013). Ainsi, 

l’étude approfondie des liens entre autophagie et stress oxydant pourrait permettre de mieux 

définir si inhiber l’autophagie, afin d’accroître un stress oxydant délétère pour la cellule 

tumorale, représente une stratégie thérapeutique anticancéreuse prometteuse. 

 

4. Régulation de la mort cellulaire par l’autophagie : 

 

L’autophagie et l’apoptose sont deux mécanismes étroitement liés. Selon le contexte, 

l’autophagie peut être associée à la mort des cellules ou bien contribuer à leur survie (Doherty 

and Baehrecke, 2018; Maiuri et al., 2007).  

De par son rôle dans le maintien de l’homéostasie, l’autophagie représente un mécanisme 

général de survie cellulaire. Elle peut également participer de manière spécifique à l’inhibition 

de signaux de mort. La mitophagie peut également être importante pour inhiber des voies de 

mort cellulaire. En effet, la voie d’apoptose intrinsèque est caractérisée par une 

perméabilisation de la membrane externe des mitochondries responsable du relargage du 

cytochrome C et de l’initiation des signaux de mort. La dégradation de mitochondries 

perméabilisées par mitophagie permet aux cellules de supprimer ces signaux de mort et 

représente alors un mécanisme de survie (Rodriguez-Enriquez et al., 2006). 

A l’inverse, plusieurs études décrivent également un rôle de l’autophagie dans la mort des 

cellules. Il a notamment été rapporté un mécanisme de mort cellulaire accompagné d’une forte 

accumulation de vésicules autophagiques (Schweichel and Merker, 1973). Cette voie de mort 

cellulaire dite de type II a tout d’abord été appelée mort cellulaire par autophagie. Mais 

l’implication de l’autophagie dans ce processus est encore soumise à débat. En revanche, elle 

a clairement été impliquée dans l’initiation d’autres mécanismes de mort cellulaire à travers la 

dégradation de facteurs anti-apoptotiques (Chen et al., 2018; Gump et al., 2014) ou anti-

nécroptotiques (Yu et al., 2006, 2004). De même, la dégradation spécifique de la ferritine par 

autophagie, ou ferritinophagie, contribue à une élévation de la quantité de Fer libre dans les 

cellules et à la mort cellulaire par ferroptose (Hou et al., 2016). De la même manière que pour 

des voies de signalisation, l’autophagie peut également servir de plateforme pour le 

recrutement de protéines pro-apoptotiques comme la caspase-8 ou la protéine FADD (« Fas-

associated protein with death domain ») et initier la formation de complexe de signalisation 

pro-apoptotiques (Young et al., 2012). 
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5. Régulation de l’inflammation par l’autophagie : 

 

De nombreuses études établissent un rôle de l’autophagie dans l’inflammation ou elle peut 

être pro- ou anti-inflammatoire. (Matsuzawa-Ishimoto et al., 2018). 

Dans l’inflammation, la fonction principale de l’autophagie est de réguler la production de 

cytokines en inhibant l’inflammasome, un complexe multiprotéique impliqué dans la maturation 

des cytokines actives (Ravindran et al., 2016; Saitoh et al., 2008; Shi et al., 2012). En ce sens, 

des défauts d’autophagie sont fréquemment associés à des maladies inflammatoires 

chroniques (Mizushima and Levine, 2020). 

A l’inverse, l’autophagie exerce également des actions pro-inflammatoires. C’est par 

exemple le cas dans un modèle de cellules épithéliales transformées par l’expression de 

l’oncogène RAS où l’autophagie permet la sécrétion d’interleukine-6, une cytokine pro-

inflammatoire qui a été impliquée dans ce modèle dans des processus d’invasion et de 

métastase (Lock et al., 2014). 

Dans le cadre des NMP JAK2V617F et notamment dans la MFP, un phénotype d’inflammation 

chronique, caractérisé notamment par une élévation des taux circulants d’interleukine-6, a été 

impliqué dans le développement de la maladie et la survenue des symptômes chez les 

patients. Évaluer l’implication de l’autophagie dans ce phénotype inflammatoire pourrait 

permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques dans ces hémopathies. 

 

F. Rôles de l’autophagie dans la myélopoïèse : 

 

L’autophagie est un processus essentiel au bon fonctionnement de l’hématopoïèse tout au 

long de la vie de l’individu. Elle permet d’une part un maintien des CSH et participe d’autre 

part aux étapes tardives de la différenciation des cellules hématopoïétiques. 

 

1. Autophagie, CSH et vieillissement : 

 

Plusieurs études ont montré que l’autophagie était impliquée dans le maintien de l’état 

souche et des fonctions des CSH. De par son rôle dans la dégradation et le recyclage des 

mitochondries, l’autophagie limite l’apparition de ROS et participe au maintien des CSH en 

quiescence (Figure 23). Dans ces cellules quiescentes, les niveaux d’autophagie sont élevés 

(Mortensen et al., 2011) et participent à l’élimination des mitochondries de manière sélective 

par un mécanisme de mitophagie dépendant des protéines PINK1/PARKIN (Ito et al., 2016). 

Une déplétion de l’autophagie dans les CSH entraine une accumulation de mitochondries 

défectueuses, une élévation des ROS, des dommages à l’ADN et une entrée dans le cycle 

cellulaire. Ces effets se traduisent alors par une myélopoïèse exacerbée. D’un point de vue 

mécanistique, il a été montré dans un modèle murin que l’autophagie régulait le métabolisme 
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énergétique des CSH (Ho et al., 2017). En dégradant les mitochondries et donc en limitant la 

masse mitochondriale, l’autophagie réduit la phosphorylation oxydative, favorisant ainsi un 

métabolisme des CSH qui repose essentiellement sur la glycolyse. De manière similaire à une 

inhibition de l’autophagie, l’augmentation de l’activité des mitochondries est responsable de 

l’activation des CSH et donc de leur entrée en différenciation. Cette autophagie élevée protège 

les CSH en cas de stress et assure une certaine stabilité de l’hématopoïèse tout au long de la 

vie de l’individu. D’un point de vue mécanistique, cette autophagie élevée serait médiée par 

un programme transcriptionnel sous le contrôle du facteur FOXO3A (Warr et al., 2013). 

Cependant il a été démontré que l’autophagie décline au cours du vieillissement (Rubinsztein 

et al., 2011). Des défauts d’autophagie sont corrélés à un phénotype d’hématopoïèse 

« vieillissante » caractérisé par une activation accrue des CSH et une myélopoïèse exacerbée 

(Ho et al., 2017). 

 

2. L’autophagie dans la différenciation myéloïde : 

 

a. L’autophagie dans l’érythropoïèse : 

 

De manière intéressante, l’observation de l’accumulation d’autophagosomes dans des 

érythrocytes en cours de différenciation et de leur rôle potentiel dans les étapes tardives de 

l’érythropoïèse a été faite peu de temps après la découverte du processus d’autophagie (Kent 

et al., 1966). Au cours de la maturation des précurseurs érythroïdes, on observe une extrusion 

du noyau et de l’ensemble des organites pour aboutir aux érythrocytes matures. Cette étape 

Figure 23 : Rôle de l’autophagie dans le maintien des CSH. 

Les CSH présentent une autophagie élevée qui limite le métabolisme mitochondrial et prévient 

l’apparition de ROS et de dommages à l’ADN. Elle participe ainsi au maintien de l’état de quiescence et 

des capacités d’auto-renouvellement des CSH. (Abréviations : OXPHOS : phosphorylations oxydatives). 
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coïncide avec une stimulation de l’autophagie dépendante du facteur de transcription majeur 

dans l’érythropoïèse GATA1 (Kang et al., 2012). Ici encore, l’autophagie permet l’élimination 

programmée des mitochondries, une étape essentielle à la différenciation terminale des 

érythrocytes (Mortensen et al., 2010). La déplétion in vivo de l’autophagie spécifiquement dans 

le système hématopoïétique conduit à l’accumulation de mitochondries dans les érythrocytes 

immatures et à leur blocage en différenciation, ceci se traduit par une anémie sévère des 

souris. 

 

b. L’autophagie dans la granulopoïèse : 

 

En cas d’infection, la différenciation des granulocytes est accélérée pour permettre à 

l’organisme de lutter contre le pathogène. Au cours de ce processus, les cellules passent d’un 

métabolisme essentiellement glycolytique à un métabolisme oxydatif qui repose sur la 

mitochondrie pour produire son énergie. L’autophagie permet ce changement de métabolisme 

en dégradant des gouttelettes lipidiques par lipophagie (dégradation spécifique de lipides par 

autophagie). Ainsi, les acides gras libres générés par l’autophagie alimentent le cycle de Krebs 

et fournissent ainsi les besoins énergétiques nécessaires à la granulopoïèse (Riffelmacher et 

al., 2017). 

 

c. L’autophagie dans la mégacaryopoïèse : 

 

De manière similaire à l’érythropoïèse, la mégacaryopoïèse requiert l’action du facteur de 

transcription GATA1 qui active l’expression de plusieurs gènes de l’autophagie (Kang et al., 

2012).  Inhiber cette autophagie augmente le nombre de mitochondries et de ROS dans les 

mégacaryocytes et aboutit à la production de plaquettes défectueuses (Cao et al., 2015). 

 

d. L’autophagie dans la différenciation des macrophages : 

 

Les macrophages sont des cellules spécialisées dans le processus de phagocytose et la 

production de cytokines. Outre son rôle dans la dégradation du matériel phagocyté, 

l’autophagie participe au contrôle de la différenciation de ces cellules (Jacquel et al., 2012; 

Obba et al., 2015). En effet, lorsque l’autophagie est bloquée dans ces cellules, les 

macrophages présentent des défauts de la phagocytose et une augmentation de la production 

de cytokines pro-inflammatoires (Stranks et al., 2015). 

Par ailleurs, en fonction des stimuli, l’activation des macrophages passe par un processus 

de polarisation vers un phénotype « M1 » pro-inflammatoire et anti-tumoral ou « M2 » anti-

inflammatoire. Lors de la polarisation, l’autophagie va dégrader les mitochondries et orienter 

les cellules vers un métabolisme glycolytique responsable de l’orientation vers un phénotype 

M1. A l’inverse, l’autophagie n’est pas impliquée dans la polarisation des macrophages M2 qui 
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présentent un métabolisme majoritairement oxydatif et donc dépendant des mitochondries 

(Esteban-Martínez et al., 2017). 

 

Le rôle de l’autophagie apparait donc central dans de nombreux processus physiologiques 

comme l’adaptation métabolique, la différenciation de certains types cellulaires, l’immunité, 

l’inflammation et le vieillissement. De par l’ensemble de ces rôles, il apparaît évident que 

l’autophagie est étroitement liée à de nombreuses maladies humaines comme les maladies 

métaboliques, neurodégénératives, inflammatoires ou auto-immunes mais aussi les cancers.  

 

IV. L’autophagie, un processus largement étudié en cancérologie : 

 

Au cours de ces dernières années, de nombreuses études ont établi un lien étroit entre 

autophagie et cancer où elle peut exercer un rôle pro- ou anti-tumoral (Galluzzi et al., 2015; 

Joffre et al., 2021, 2017). Ces informations contradictoires peuvent être réconciliées au regard 

du contexte dans lequel les études sont menées et du stade où l’on se situe dans les 

processus d’oncogenèse. En effet, de par son rôle clé dans la maintenance de l’homéostasie 

cellulaire, l’autophagie constitue un mécanisme de défense contre l’apparition de cancers. De 

plus, des défauts d’autophagie créent un contexte favorable à l’apparition de cancers. Mais 

dans les tumeurs établies, les cellules cancéreuses peuvent détourner l’autophagie à leur 

propre avantage pour favoriser leur développement (Figure 24). 

 

 

 

Figure 24 : Schéma général du rôle de l’autophagie dans la transformation et la progression tumorale. 

L’autophagie protège les cellules saines de la transformation tumorale. À l’inverse, elle promeut la progression 

de tumeurs établies. Adapté de (Galluzzi et al., 2015). 
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A. L’autophagie dans l’initiation et la progression des cancers : 

 

1. Rôle suppresseur de tumeurs de l’autophagie : 

 

Le rôle oncosuppresseur de l’autophagie a été identifié pour la première fois en 1999 avec 

la découverte du gène codant pour Beclin1, une protéine impliquée dans la biogenèse des 

autophagosomes, dans une région du chromosome 17 qui présente des délétions 

monoalléliques dans 40 à 75% des cancers sporadiques de l’ovaire, du sein et de la prostate 

(Aita et al., 1999). L’implication de délétions monoalléliques de gènes de l’autophagie dans les 

étapes précoces du développement tumoral a par la suite été confirmée dans des modèles 

murins. En effet, de nombreuses études ont démontré que la déplétion homozygote ou 

hétérozygote de gènes codant pour des protéines clés de l’autophagie comme Beclin1, ATG5 

ou ATG7, développent spontanément plusieurs types de tumeurs (Liang et al., 1999; 

Mortensen et al., 2011; Takamura et al., 2011). De la même manière, la déplétion de 

l’autophagie accélère le développement de carcinomes pulmonaires générés par l’introduction 

de la mutation oncogénique KRASG12D (Rao et al., 2014). Plusieurs mécanismes permettent 

d’expliquer ces observations. D’une part, en dégradant les mitochondries dysfonctionnelles ou 

les agrégats protéiques, l’autophagie limite le stress oxydant connu pour favoriser 

l’inflammation et l’apparition de dommages à l’ADN, deux mécanismes impliqués dans la 

tumorigenèse (Green et al., 2011). 

D’autre part, l’autophagie participe au maintien des cellules souches normales en régulant 

l’équilibre entre auto-renouvellement et différenciation (Mortensen et al., 2011; Salemi et al., 

2012). Le rôle de l’autophagie dans le maintien de l’état souche des cellules peut être attribué 

à sa capacité à réguler le métabolisme énergétique (Ho et al., 2017). 

La présence d’oncogènes dans des cellules saines induit un important stress qui conduit 

normalement à l’activation de programmes oncosuppresseurs de mort cellulaire ou d’entrée 

en sénescence qui dépendent de l’autophagie (Elgendy et al., 2011; Young et al., 2009). 

L’autophagie pourrait dans certains cas dégrader des protéines oncogéniques comme p53 

muté qui agit comme un dominant négatif pour réprimer la fonction de gardien du génome de 

p53 sauvage (Choundhury et al., 2013). C’est également le cas pour p62, une protéine 

normalement dégradée par autophagie. En effet, l’accumulation de p62 lorsque l’autophagie 

est inhibée conduit à l’activation de signaux oncogéniques et pro-inflammatoires (Mathew et 

al., 2009). 

La dégradation sélective de pathogènes intracellulaires par autophagie, ou xénophagie, 

représente une ligne de défense des cellules contre les pathogènes carcinogènes (Sui et al., 

2017). De plus, l’autophagie contribue à la veille immunitaire contre les cancers. En effet, il a 

été montré que l’autophagie était impliquée dans certaines conditions dans la reconnaissance 

des cellules tumorales par le système immunitaire (Michaud et al., 2011). 
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De la même manière que dans les autres cancers, l’autophagie est impliquée dans la 

limitation de l’apparition d’hémopathies malignes. Elle contribue au maintien des CSH et limite 

leur transformation leucémique (Mortensen et al., 2011). La déplétion de l’autophagie 

spécifiquement dans les cellules hématopoïétiques de souris augmente l’entrée en 

prolifération des CSH et conduit à l’apparition d’un phénotype pré-leucémique.  

De nombreuses tumeurs sont caractérisés par l’activation constitutive de voies de 

signalisation oncogéniques qui conduisent à un accroissement de la prolifération des cellules 

indépendamment des facteurs de croissance et à une résistance aux signaux de mort. Ces 

signaux dérégulés conduisent généralement à une activation de la signalisation de mTORC1. 

L’activation de mTORC1 génère une pléthore d’effets oncogéniques et conduit à une inhibition 

de l’autophagie, cette inhibition pourrait notamment limiter les effets suppresseurs de tumeurs 

de l’autophagie et favoriser le développement du cancer (Murugan, 2019). 

 

2. Rôle pro-tumoral de l’autophagie : 

 

A l’inverse, la présence des oncogènes peut également conduire à l’activation de 

l’autophagie par divers mécanismes. Sous l’influence notamment d’oncogènes, les cellules 

cancéreuses peuvent détourner l’autophagie à leur propre avantage et favoriser leur 

prolifération. Dans les cancers plus avancés, les niveaux d’autophagie sont généralement 

élevés. Une étude menée sur 1400 tumeurs de 20 types de cancers différents a révélé qu’une 

autophagie accrue était corrélée à des tumeurs de plus haut grade, à une prolifération 

cellulaire et à une dissémination métastatique exacerbées ainsi qu’a un pronostic plus sombre 

pour les patients (Lazova et al., 2012). Par exemple, il a été montré dans des cellules de 

mélanome qu’une mutation activatrice de la sérine/thréonine kinase oncogénique BRAF 

conduisait à une activation chronique de signaux de stress du RE et à une activation de 

l’autophagie. Cette autophagie supportée par la présence de l’oncogène est nécessaire à la 

prolifération des cellules tumorales (Corazzari et al., 2015). De la même manière, des 

mutations activatrices des oncogènes RAS ou RAF induisent dans des cellules épithéliales de 

cancer du rein ou de poumon une autophagie basale élevée qui soutient la prolifération et la 

survie des cellules tumorales in vitro et in vivo (Guo et al., 2011; Strohecker et al., 2013). Ces 

effets ont en partie été attribués au rôle de l’autophagie dans l’adaptation des cellules 

tumorales aux conditions environnementales extrêmes dans lesquelles elles se retrouvent 

(Degenhardt et al., 2006). En effet, la prolifération accrue des cellules tumorales crée une forte 

demande en nutriments. Cependant, les apports ne sont généralement pas suffisants et créent 

un stress métabolique au sein des tumeurs, l’autophagie alors stimulée permet aux cellules 

de s’adapter à ce stress et de proliférer. Il a été montré dans divers cancers que l’autophagie 

pouvait alimenter le métabolisme oxydatif en apportant des substrats énergétiques tel que la 

glutamine (Guo et al., 2011; Strohecker et al., 2013). De plus, l’autophagie permet la 

prolifération des cellules dans un environnement constamment exposé à un stress hypoxique. 
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Dans ce contexte, l’autophagie et plus particulièrement la mitophagie (Wu et al., 2014) pourrait 

participer à la reprogrammation du métabolisme énergétique induite par des niveaux faibles 

en oxygène (Eales et al., 2016). 

Enfin, l’autophagie participe à l’échappement immunitaire des cancers (Duan et al., 2021). 

Afin d’être reconnues par le système immunitaire, les cellules cancéreuses présentent à leur 

surface des antigènes via les protéines du CMH de classe I (« complexe majeur 

d’histocompatibilité »). Cependant, dans des cellules de cancer du pancréas l’autophagie 

dégrade de manière sélective les protéines du CMH-I et contribue ainsi à l’échappement 

immunitaire de ces tumeurs (Yamamoto et al., 2020). 

En ce sens, des stratégies visant à stimuler l’autophagie pour retarder le vieillissement et 

l’apparition de pathologies liées à l’âge comme les cancers font peu à peu leur apparition. 

C’est par exemple le cas de la restriction calorique, qui est définie comme une réduction des 

apports caloriques sans malnutrition ou de la spermidine, une molécule qui mime la restriction 

calorique. Ces approches stimulent l’autophagie et se sont déjà révélées efficaces pour limiter 

le vieillissement et l’apparition de cancers dans des modèles précliniques (López-Otín et al., 

2016; Madeo et al., 2018; Pietrocola et al., 2016). 

Dans les cancers hématologiques, certains oncogènes induisent également une 

autophagie pro-tumorale qui favorise la prolifération des cellules. C’est par exemple le cas 

dans les LAM exprimant les récepteurs tyrosine kinase mutés constitutivement activés FLT3-

ITD et KITD816V. Dans ces sous-types de LAM, l’expression de l’oncogène supporte un haut 

niveau basal d’autophagie par des mécanismes dépendants des facteurs de transcription 

ATF4 et STAT3 respectivement (Heydt et al., 2018; Larrue et al., 2019). De manière 

intéressante, dans la LMC l’expression de l’oncogène BCR-ABL1 induit également une 

augmentation de l’autophagie (Colecchia et al., 2015). Dans ce contexte, l’autophagie induite 

soutient la signalisation de l’oncogène, créant ainsi une boucle de rétrocontrôle positif qui 

soutient la prolifération cellulaire. 

Il apparait donc d’après l’ensemble de ces études qu’inhiber l’autophagie dans des tumeurs 

préexistantes représenterait une approche thérapeutique intéressante. Cependant, compte 

tenu du rôle central de l’autophagie dans de nombreux processus biologiques, cette stratégie 

pourrait s’avérer délétère pour l’hôte. L’existence d’une fenêtre thérapeutique a été confirmée 

dans des modèles murins de cancer du poumon. En effet, les conséquences d’une inhibition 

systémique de l’autophagie dans des souris atteintes de cancer du poumon sont premièrement 

observées sur les cellules tumorales avant d’engendrer des effets indésirables sur les tissus 

sains (Karsli-Uzunbas et al., 2014). Ceci supporte l’hypothèse selon laquelle l’inhibition de 

l’autophagie pourrait être bénéfique chez les patients atteints de cancer. 

Comme dans les autres cancers, l’autophagie soutient la prolifération des LAM en 

participant à la régulation du métabolisme oxydatif. D’une part, en dégradant les gouttelettes 

lipidiques, elle fournit à la mitochondrie les acides gras libres nécessaires au fonctionnement 

du cycle de Krebs (Bosc, Broin et al., 2020). Un autre moyen pour l’autophagie de réguler le 
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métabolisme des LAM est de dégrader directement les mitochondries. Ce processus est 

notamment essentiel au maintien des cellules souches leucémiques initiatrices de la maladie 

(Li et al., 2021; Nguyen et al., 2019).  

 

 

B. L’autophagie dans la réponse des hémopathies malignes 

aux traitements : 

 

Comme dans les autres cancers, de nombreux travaux mentionnent une induction de 

l’autophagie en réponse à divers traitements dans les hémopathies malignes. Cependant, 

selon le contexte, l’autophagie peut être soit cytotoxique, c’est-à-dire qu’elle contribue aux 

effets anti-cancéreux du traitement, soit cytoprotectrice, dans ce cas elle participe à la 

résistance des cellules au traitement (Joffre et al., 2021). 

 

1. Traitements induisant une autophagie cytotoxique : 

 

Si l’autophagie induite par un traitement est cytotoxique, alors l’inhibition de celle-ci 

bloquera l’efficacité du traitement. Stimuler un tel processus d’autophagie avec différents 

traitements représenterait donc une approche thérapeutique intéressante dans les 

hémopathies malignes. Plusieurs mécanismes d’autophagie cytotoxique ont été décrits. 

 

a. Dégradation d’oncogènes en réponse au traitement : 

 

L’un des mécanismes d’autophagie cytotoxique est la dégradation d’oncoprotéines par 

autophagie en réponse au traitement. L’acide tout-trans rétinoïque (ATRA), un agent 

différenciant indiqué dans le traitement des leucémies aiguës promyélocytaires, induit dans ce 

sous-type de LAM un processus d’autophagie qui dégrade la protéine de fusion oncogénique 

PML-RARα causant ainsi la mort des cellules tumorales (Isakson et al., 2010). C’est également 

le cas du bortezomib, un inhibiteur du protéasome. Ce traitement induit la localisation dans les 

autophagosomes et la dégradation spécifique de FLT3-ITD, conduisant à la mort des cellules 

de LAM qui expriment ce récepteur muté et dont elles sont dépendantes (Larrue et al., 2016). 

Le trioxyde d’arsenic, un traitement initialement considéré comme un poison et retrouvé 

notamment dans la mort aux rats, a récemment gagné un grand intérêt dans le traitement des 

hémopathies malignes. Il cause la mort des cellules cancéreuses en induisant la dégradation 

par autophagie du récepteur muté FLT3-ITD dans les LAM (Liu et al., 2020), de PML-RARα 

dans la leucémie aiguë promyélocytaire (Isakson et al., 2010) mais aussi de la protéine de 

fusion BCR-ABL1 dans la LMC (Goussetis et al., 2012). De manière intéressante, le trioxyde 

d’arsenic a récemment été identifié comme un traitement prometteur en combinaison avec 



97 
 

l’interféron alpha dans un modèle préclinique de NMP qui exprime JAK2V617F (Dagher et al., 

2021), l’implication de l’autophagie dans ce contexte n’a pas été investiguée. 

 

 

b. Perturbations du métabolisme cellulaire en réponse au traitement : 

 

D’autres thérapies induisent une autophagie cytotoxique via la perturbation du métabolisme 

cellulaire. Dans les LAM, l’utilisation de doses élevées de quizartinib, un inhibiteur de FLT3-

ITD, induit un processus de mitophagie létale causée par l’accumulation de céramides à la 

surface des mitochondries (Dany et al., 2016). Dans les cellules de LAM, le traitement par 

l’association de céramide et de tamoxifène induit également un processus de mitophagie 

impliqué dans la mort des cellules cancéreuses (Morad et al., 2019). Récemment, il a été 

montré que la dendrogénine A, un composé impliqué dans le métabolisme du cholestérol, 

induisait un processus d’autophagie léthale dans des cellules de LAM (Mouchel et al., 2020; 

Segala et al., 2017; Serhan et al., 2020). 

 

2. Traitements induisant une autophagie cytoprotectrice : 

 

De nombreux cas de traitements induisant une autophagie cytoprotectrice qui participent à 

la résistance des cellules sont également décrits. Dans ce contexte, l’ajout d’un inhibiteur de 

cette autophagie induite permettrait de sensibiliser les cellules cancéreuses au traitement de 

base. Des telles approches basées sur la combinaison d’un traitement préexistant en 

bithérapie avec un inhibiteur de l’autophagie sont évaluées dans les hémopathies malignes. 

Une première preuve de concept a été apportée dans la LMC où les inhibiteurs de BCR-ABL1 

comme l’imatinib constituent la première ligne de traitement en clinique. En 2009, une 

première étude a montré que l’imatinib conduisait en partie à une mort par apoptose des 

cellules exprimant l’oncogène BCR-ABL1 mais également à un stress du RE qui induit une 

augmentation du processus d’autophagie. Cette autophagie induite contrecarre les effets du 

traitement. En effet, l’inhiber pharmacologiquement avec la chloroquine ou par interférence à 

l’ARN en ciblant ATG5 ou ATG7, améliore l’efficacité de l’imatinib (Bellodi et al., 2009). 

Par la suite, l’autophagie a été impliquée dans la résistance aux traitements de divers 

cancers hématologiques dont les LAM. La chimiothérapie de base pour le traitement des 

patients atteints de LAM repose sur l’association d’une anthracycline avec la cytarabine. Dans 

un modèle murin de leucémie induite par l’expression de l’oncogène MLL-ENL, il a été 

démontré que la cytarabine induisait une autophagie cytoprotectrice dans les cellules souches 

initiatrices de la maladie. Inhiber cette autophagie par la déplétion de ATG7 augmente les 

effets cytotoxiques de la cytarabine in vivo (Sumitomo et al., 2016). 

Une autophagie cytoprotectrice a également été identifiée dans d’autres traitements des 

LAM. Par exemple, dans un sous-type de leucémie myéloïde qui exprime la protéine de fusion 
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AML1-ETO, l’inhibition de l’autophagie par la chloroquine sensibilise les cellules tumorales aux 

inhibiteurs d’histone désacétylases (Torgersen et al., 2013). De la même manière, un rôle 

cytoprotecteur de l’autophagie a été identifié suite à un traitement par l’azacitidine, un agent 

hypométhylant utilisé en clinique, et le vénétoclax, un inhibiteur de Bcl-2 prometteur dans le 

traitement des LAM (Folkerts et al., 2019; Nawrocki et al., 2019). 

Le rôle cytoprotecteur de l’autophagie dans la réponse au traitement des hémopathies 

malignes ne se limite pas aux cancers myéloïdes. En effet, dans les lymphomes anaplasiques 

à grandes cellules exprimant la protéine de fusion oncogénique NPM-ALK, l’inhibition de 

l’autophagie augmente les effets du crizotinib, un inhibiteur de ALK utilisé dans cette 

pathologie (Mitou et al., 2015). 

 

C. L’autophagie dans la réponse au ruxolitinib des NMP 

exprimant JAK2V617F :  

 

Jusqu’à récemment, peu de données existaient quant au rôle de l’autophagie dans le 

traitement au ruxolitinib des NMP qui expriment JAK2V617F. Deux articles montrent que le 

ruxolitinib augmente l’autophagie dans une lignée cellulaire qui exprime JAK2V617F (Ishida et 

al., 2018; Machado-Neto et al., 2020). Dans ces deux travaux, inhiber l’autophagie augmente 

les effets cytotoxiques du ruxolitinib, suggérant donc un rôle cytoprotecteur de l’autophagie en 

réponse au traitement. Cependant, bien que le traitement au ruxolitinib ait été associé dans 

ces études à une répression de mTORC1 dans les cellules qui expriment JAK2V617F, ni les 

mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette induction d’autophagie ni comment cette 

autophagie participe à la résistance au ruxolitinib ne sont pour le moment encore clairement 

établis. Par ailleurs, la relevance d’une telle stratégie thérapeutique n’a pas été investiguée 

dans des cellules de patients ni dans des modèles précliniques in vivo.  

 

En conclusion, l’autophagie est un processus étroitement lié avec la biologie des cancers 

où elle a notamment été impliquée dans les mécanismes de résistance aux traitements 

anticancéreux. Ce qui semble être le cas dans les NMP qui expriment JAK2V617F, même si des 

études complémentaires sont nécessaires. De plus, les mécanismes moléculaires reliant 

JAK2V617F et l’autophagie ne sont pas connus à ce jour. Or, une littérature grandissante attribue 

un rôle central dans la régulation du processus d’autophagie à la protéine phosphatase PP2A 

dont l’activité est réprimée par la signalisation oncogénique de JAK2V617F. Cette phosphatase 

pourrait donc représenter un candidat potentiel dans la régulation de l’autophagie dans les 

NMP JAK2V617F. 
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V. La protéine phosphatase PP2A, un régulateur potentiel de 

l’autophagie dans les NMP : 

 

A. Généralités sur PP2A : 

 

1. Généralités sur les phosphatases : 

 

Comme toutes les modifications post-traductionnelles de protéines, les phosphorylations 

représentent un processus dynamique et réversible qui contrôlent une pléthore d’événements 

biologiques. Elles reposent sur l’action coordonnée de kinases et de phosphatases qui 

catalysent des réactions inverses d’ajout ou de retrait de groupements phosphate sur des 

résidus protéiques. Bien que l’immense complexité des kinases soit appréciée de longue date, 

la complexité des phosphatases a longtemps été sous-estimée puisqu’il était accepté qu’elles 

étaient actives à l’état basal et faiblement régulées. Cependant, les phosphatases sont des 

complexes multimériques d’une grande variété. La découverte de la diversité des 

combinaisons possibles au sein de ces complexes ainsi que des mécanismes pouvant les 

réguler a redonné un rôle central aux phosphatases dans le contrôle de processus biologiques 

hautement régulés.  Parmi ces phosphatases, les sérine/thréonine protéines phosphatases 2A 

(PP2A) sont les plus étudiées (Virshup and Shenolikar, 2009). Ce sont des enzymes 

essentielles au bon fonctionnement des cellules. En effet, elles jouent un rôle critique dans de 

nombreux processus cellulaires comme la transcription, le cycle cellulaire, la survie et le 

contrôle du cytosquelette. De plus, la déplétion de PP2A est létale à l’état embryonnaire chez 

la souris (Götz et al., 1998). 

 

2. PP2A, une famille de phosphatases hétérotrimériques : 

 

Le terme PP2A désigne une famille d’enzymes multimériques composées d’une sous-unité 

« A » structurale, d’une sous-unité « B » régulatrice et d’une sous-unité « C » catalytique 

(Figure 25). Les cellules eucaryotes contiennent une grande variété de phosphatases PP2A. 

Cette diversité est permise par l’existence d’un grand nombre de sous-unités B régulatrices. 

En effet, il en existe quatre familles : les sous-unités B55, les B56, les B’’ et les B’’’. Plusieurs 

gènes codent pour différents isoformes de sous-unités B au sein de chaque famille. De plus, 

chacun de ces gènes dispose d’un grand nombre de variants d’épissage, rendant possible la 

formation de plus de 200 combinaisons de sous-unités A, B et C. Ces sous-unités B confèrent 

à PP2A sa spécificité de substrat et régulent également sa localisation et son activité. Une fine 

régulation spatio-temporelle de la grande variété des complexes PP2A ainsi formés est 

essentielle au bon fonctionnement des cellules. 
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Les mécanismes moléculaires permettant la reconnaissance des substrats par PP2A sont 

peu documentés. Récemment, une étude a révélé l’existence d’un motif LxxIxE pouvant lier 

les sous-unités régulatrices B56 de PP2A qui permet la liaison de protéines substrats à PP2A 

(Hertz et al., 2016). Les protéines à domaine LxxIxE peuvent donc être directement reconnues 

par PP2A pour être déphosphorylées ou bien servir de partenaires pour la déphosphorylation 

de protéines d’un même complexe (Figure 26). 

 

B. Liens entre PP2A et la signalisation de JAK2 : 

 

La régulation de PP2A par les voies de signalisation et son rôle dans le contrôle de 

celles-ci son documentés de longue date. Des évidences claires démontrent en effet 

l’existence d’une boucle de régulation croisée entre PP2A et un ensemble de kinases, dont la 

signalisation de JAK2.  

 

Figure 25 : Composition des complexes hétérotrimériques PP2A. 

PP2A est composé d’une sous-unité A structurale, d’une sous-unité B régulatrice qui détermine la 

spécificité de substrat et régule son activité ainsi que d’une sous-unité C qui porte l’activité catalytique. 

Figure 26 : Mécanisme de reconnaissance des protéines à motif LxxIxE par PP2A. 

Les protéines à motif LxxIxE sont reconnues par la sous-unité B56 de PP2A et peuvent être directement 

déphosphorylées ou servir de support pour la déphosphorylation de protéines d’un même complexe. (Adapté 

de Hertz et al., 2016). 
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1. Régulation de PP2A par JAK2 :  

 

Plusieurs modifications post-traductionnelles des sous-unités de PP2A ont été décrites. 

Premièrement, la sous-unité C de PP2A peut être inhibée par phosphorylation sur sa tyrosine 

en position 307. Il a été montré que cette phosphorylation pouvait être médiée par des 

récepteurs à activité tyrosine kinase mais aussi par JAK2. C’est le cas dans une lignée 

cellulaire de progéniteurs granulocytaires,  dans lesquelles l’interleukine-3 en activant JAK2 

promeut l’interaction de la sous-unité C de PP2A avec JAK2 (Yokoyama et al., 2001). Cette 

déphosphorylation aboutit alors à une inhibition transitoire de l’activité de PP2A (Figure 27). 

Plusieurs protéines, comme SET/I2PP2A (« inhibitor 2 of PP2A ») et CIP2A (« cancerous 

inhibitor of PP2A »), jouent un rôle d’inhibiteur endogène de PP2A. SET interagit avec la sous-

unité catalytique de PP2A pour l’inhiber alors que CIP2A lie et séquestre des sous-unités 

régulatrices de type B56. Il a été démontré que la kinase PKC, activée en aval de JAK2, 

pouvait directement phosphoryler SET pour activer sa liaison à PP2A (Oaks et al., 2013). Par 

ailleurs, l’expression de PP2A semble régulée par la voie PI3K, située en aval de JAK2, par 

un mécanisme faisant intervenir le micro-ARN MiR-375 (Bartalucci et al., 2017).  

 

2. Régulation de la signalisation de JAK2 par PP2A : 

 

Une régulation croisée de PP2A sur la signalisation de JAK2 est également documentée. 

En effet, PP2A déphosphoryle et inhibe les trois principales voies activées en aval de JAK2 

Figure 27 : Régulation croisée de la signalisation dépendante de JAK2 et la phosphatase PP2A. 

JAK2 interagit avec PP2A pour l’inhiber. La voie de signalisation PI3K/PKC/SET, activée en aval de JAK2, 

réprime également l’activité de PP2A. À l’inverse, l’implication de PP2A dans la signalisation de JAK2 a été 

documentée à plusieurs niveaux. Cette phosphatase exerce globalement un contrôle négatif de ces voies de 

signalisation mais est également impliquée dans les événements précoces d’activation de la voie des MAPK. 
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que sont les voies PI3K/AKT, MAPK et STAT (Figure 27). Premièrement, il a été montré que 

PP2A inhibe AKT en déphosphorylant son résidu thréonine 308 (Kim et al., 2009). De la même 

manière, PP2A régule négativement la voie des MAPK en déphosphorylant directement la 

kinase ERK (Anderson et al., 1990). Ces observations sont confirmées dans ces deux études 

par le fait que l’acide okadaïque, un inhibiteur pharmacologique de PP2A, stimule la 

phosphorylation de AKT et de ERK. Cependant, les événements précoces d’activation de la 

voie des MAPK sont par ailleurs régulés positivement par PP2A. En effet en amont de ERK, 

l’activité phosphatase de PP2A est nécessaire à l’activation des MAP3K (Jaumot and 

Hancock, 2001) et MAP2K (Ory et al., 2003). Enfin, l’association de PP2A et STAT5 a 

également été décrite dans une lignée cellulaire de progéniteurs myéloïdes (Yokoyama et al., 

2001) en réponse à l’activation de JAK2 par l’interleukine-3. La phosphorylation de STAT5 sur 

des résidus sérine a été décrite, elle est impliquée dans l’amplification de l’activation de ce 

facteur de transcription et semble dépendante de la PI3K (Bartalucci et al., 2017). Il apparait 

donc que PP2A serait impliqué dans la limitation du signal de STAT5. En effet, inhiber PP2A 

augmente l’amplitude du signal de STAT5. Cependant, inhiber PP2A augmente aussi la 

phosphorylation de STAT5 sur des résidus tyrosine, suggérant donc un rôle de cette 

phosphatase dans la régulation directe du complexe en amont formé par JAK2 et le récepteur 

de cytokine. Une phosphorylation inhibitrice de JAK2 sur le résidu sérine 523 a en effet déjà 

été renseignée dans des fibroblastes murins où elle a été impliquée dans une boucle de 

rétrocontrôle négatif médiée par la voie des MAPK (Mazurkiewicz-Munoz et al., 2006). 

A travers l’ensemble de ces régulations, nous pouvons établir un modèle théorique selon 

lequel l’action antagoniste de JAK2 et PP2A permet la régulation fine d’un ensemble de voies 

de signalisation. Lorsque JAK2 est activé, il phosphoryle ses cibles en aval, cette stimulation 

semble être permise par une inhibition concomitante de PP2A par JAK2. En revanche, cette 

inhibition est transitoire (Yokoyama et al., 2001) et la réactivation de PP2A permettrait alors 

de réguler l’amplitude et la durée des signaux amorcés par l’activation de JAK2.  

  

C. Régulation de l’autophagie par PP2A : 

 

1. Régulation des voies de signalisation qui contrôlent l’autophagie par 

PP2A : 

 

Des travaux menés dans les années 1990 ont montré que l’inhibition de PP2A par l’acide 

okadaïque abrogeait totalement l’autophagie induite par une carence en nutriments dans des 

hépatocytes de rats (Holen et al., 1993). Ces travaux avaient alors permis de conclure à juste 

raison que l’autophagie était un processus régulé par des kinases. Ils ont également mis en 

évidence l’implication de phosphatases dans la régulation de l’autophagie. Comme décrit 

précédemment, l’activité phosphatase de PP2A est étroitement liée à la régulation de diverses 
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cascades de signalisation. Il n’est donc pas étonnant qu’à travers son rôle dans la régulation 

des voies PI3K/AKT, JAK/STAT ou des MAPK, PP2A puisse réguler l’autophagie à son tour 

(Figure 28). Plusieurs régulateurs de l’autophagie sont des cibles décrites de PP2A : 

 

a. Régulation du facteur de transcription TFEB par PP2A : 

 

TFEB régule l’expression d’un ensemble de gènes impliqués dans la biogenèse des 

lysosomes et l’autophagie (e.g. Beclin1, ATG8, p62, ATG5). En condition basale, mTORC1 

phosphoryle TFEB pour le séquestrer dans le cytosol et inhiber ses fonctions. Il a cependant 

été montré dans divers modèles que TFEB pouvait être activé indépendamment du statut de 

mTORC1. Dans des cellules épithéliales de rétine, en condition d’induction d’un stress oxydant 

par un traitement à l’arsénite, TFEB est activement déphosphorylé par PP2A et peut être 

transloqué dans le noyau pour réguler l’expression de gènes de l’autophagie (Martina and 

Puertollano, 2018). De manière intéressante, l’inhibition de PP2A par l’acide okadaïque 

réverse ce processus. A l’inverse, un traitement au FTY720, qui force l’activation de PP2A en 

inhibant son interaction avec la protéine SET, est suffisant pour reproduire une activation de 

TFEB. De la même manière, la perturbation du trafic vésiculaire par un inhibiteur de la 

phosphoinositide 5-kinase déplace l’interaction entre TFEB et mTORC1 et active PP2A qui 

pourra alors déphosphoryler TFEB pour l’activer (Hasegawa et al., 2022). Ces deux travaux 

décrivent donc une régulation positive de PP2A sur l’autophagie (Figure 28). 

 

b. Régulation de la kinase AMPK par PP2A :  

 

AMPK est un régulateur majeur de l’autophagie en condition de stress énergétique, elle 

régule positivement l’autophagie en phosphorylant des protéines ATG dont notamment UKL1. 

Plusieurs études ont montré que moduler pharmacologiquement l’activité de PP2A pouvait 

impacter l’autophagie par un mécanisme dépendant de AMPK. Par exemple le lomitapide, un 

inhibiteur du transport des lipides à la membrane interne de la mitochondrie, interagit 

directement avec PP2A ce qui a pour effet de bloquer la déphosphorylation de AMPK par cette 

phosphatase et ainsi induire l’autophagie (Zuo et al., 2021). Ces travaux montrent que PP2A 

peut réguler négativement l’autophagie en inhibant AMPK (Figure 28). 

 

2. Régulation directe de protéines ATG par PP2A : 

 

Plusieurs protéines ATG sont régulées par des phosphorylations sur des résidus 

spécifiques. Il n’est donc pas étonnant que PP2A puisse être également impliqué dans le 

contrôle de l’activité de ces protéines ATG.   
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a. Régulation de ULK1 par PP2A : 

 

ULK1 est une kinase centrale dans le complexe d’initiation responsable de la biogenèse 

des autophagosomes. Elle est notamment régulée négativement par mTORC1 qui inhibe son 

activité par des phosphorylations sur les résidus sérine 757 et 637/638. L’exposition des 

cellules à une carence en nutriments aboutit à une levée de l’inhibition de ULK1 et à une 

induction de l’autophagie. Il a été montré que la carence induisait une déphosphorylation 

spécifique de ULK1 sur la sérine 637 par le complexe PP2A comprenant une sous-unité B55α 

(Wong et al., 2015). La régulation concomitante de ULK1 par mTORC1 et PP2A sert donc 

d’interrupteur de signalisation pour activer ou inhiber l’autophagie en condition de carence en 

nutriments (Figure 28).  

Récemment, l’interactome de ULK1 a été déterminé par une approche de 

phosphoprotéomique menée en parallèle dans deux lignées cellulaires en condition 

d’induction d’autophagie dépendante de ULK1 par la rapamycine ou par une carence en 

nutriments (Hu et al., 2021). Ainsi, un ensemble de 157 protéines a été identifié comme 

directement régulé par ULK1 dont de nombreuses protéines connues de l’autophagie. Dans 

cette étude, les chercheurs ont observé que l’induction de l’autophagie était corrélée avec une 

augmentation globale de l’activité de phosphatases dans la cellule. Comme décrit 

précédemment, il a été retrouvé que PP2A déphosphoryle ULK1 pour activer l’autophagie. 

Mais de manière intéressante, plusieurs sous-unités de PP2A dont des sous-unités B 

régulatrices ont été retrouvées parmi les cibles de ULK1, liant donc ULK1 et PP2A dans une 

boucle de rétrocontrôle positif (Figure 28). Cette activation finement régulée d’un réseau de 

phosphatases par ULK1 semble nécessaire au bon fonctionnement de l’autophagie, PP2A 

apparaît donc également essentielle à la signalisation pro-autophagique en aval de ULK1. 

Plusieurs complexes PP2A peuvent intervenir dans la régulation de l’autophagie, cette étude 

suggère que ULK1 pourrait affecter l’architecture des complexes PP2A et donc orchestrer son 

activité phosphatase en modifiant sa spécificité de substrat ou sa localisation. En retour, PP2A 

peut également déphosphoryler ULK1 pour activer l’autophagie.   

 

b. Régulation de ATG4B par PP2A :  

 

ATG4B est une cystéine protéase impliquée dans la maturation et le recyclage de LC3. Elle 

est finement régulée tout au long du processus d’autophagie. En effet, son activation est 

nécessaire à la maturation du pré-LC3 en LC3-I. Par la suite, elle doit être réprimée pour 

permettre au LC3-I d’être incorporé dans les autophagosomes naissants sous sa forme LC3-

II. Enfin, à la fin du processus d’autophagie, la réactivation de ATG4B permet le recyclage de 

LC3-II en LC3-I. Une étude a révélé que cette activité de ATG4B était régulée par un 

mécanisme intermittent de phosphorylation (Pengo et al., 2017). En effet, ATG4B est 

phosphorylé par ULK1 sur la sérine 316 pour être réprimé alors que PP2A déphosphoryle 
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ATG4B sur ce même résidu pour l’activer (Figure 28). L’action séquentielle de PP2A et ULK1 

apparaît nécessaire à la régulation de ATG4B et pourrait permettre son activation ou son 

inhibition en fonction de la localisation dans le processus d’autophagie. Ainsi, l’activité 

protéase de ATG4B est nécessaire au clivage du pré-LC3 en LC3-I dans le cytosol. Lors du 

processus d’initiation de l’autophagie, ULK1 phosphoryle et réprime ATG4B pour permettre 

l’ancrage du LC3-II à la membrane des autophagosomes naissants. Par la suite, l’action de 

PP2A apparait nécessaire à la déphosphorylation de ATG4B pour permettre sa réactivation et 

ainsi favoriser le recyclage du LC3-II en LC3-I à la membrane des autophagosomes formés 

en cours de maturation. 

Au regard de l’étude protéomique précédemment décrite (Hu et al., 2021), ce mécanisme 

de régulation de ATG4B est un bon exemple du rôle des phosphatases dans la régulation 

spatio-temporelle des protéines ATG au cours du processus d’autophagie. 

 
Figure 28 : Rôle central de PP2A dans la régulation de l’autophagie. 

PP2A est impliqué à plusieurs niveaux dans la régulation de l’autophagie. Cette phosphatase participe à la 

transcription de gènes de l’autophagie via la protéine TFEB. Elle régule également la signalisation en amont du 

complexe d’initiation de l’autophagie ULK1. Enfin, elle est étroitement impliquée dans le contrôle spatio-temporel de 

l’activité de protéines ATG (e.g. ATG4) en aval de ULK1 pour assurer le bon déroulement du processus d’autophagie. 
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D. Rôle de PP2A dans l’érythropoïèse :  

 

Dans l’hématopoïèse fœtale, PP2A est nécessaire à la maturation finale des érythrocytes. 

En effet, la déplétion de sa sous-unité catalytique dans le système hématopoïétique bloque 

l’érythropoïèse terminale et conduit à une production réduite de globules rouges (Chen et al., 

2011). Ces effets ont été attribués à un rôle potentiel de PP2A dans la survie des progéniteurs 

érythroïdes engagés. Au regard du rôle de PP2A dans la signalisation de JAK2, une éventuelle 

perturbation de cette signalisation par l’inhibition de PP2A pourrait également expliquer ce 

phénotype. Etant donné que PP2A est un régulateur de l’autophagie, une autre hypothèse 

également envisageable serait que PP2A soit impliquée dans l’induction de l’autophagie 

nécessaire aux étapes terminales de différenciation érythroïde (Mortensen et al., 2010). 

 

E. Liens entre PP2A et cancers : 

 

1. Rôle suppresseur de tumeurs de PP2A : 

 

Le rôle suppresseur de tumeurs de PP2A est connu de longue date. En effet, son inhibition 

in vivo par l’acide okadaïque active des voies oncogéniques et promeut d’une manière dose-

dépendante le développement de cancers suite à une lésion (Fujiki and Suganuma, 1993). Il 

était aussi connu que des protéines virales transformantes pouvaient induire le processus de 

tumorigenèse par un mécanisme qui dépendait d’une inhibition de PP2A. C’est par exemple 

le cas de l’antigène « petit t » de SV40 qui forme des complexes avec des sous-unités A et C 

de PP2A pour bloquer le recrutement de la sous-unité B et ainsi inhiber l’activité phosphatase 

de PP2A (Pallas et al., 1990). Par ailleurs, le rôle précédemment discuté de PP2A dans la 

régulation de voies de signalisation oncogéniques suggère un mécanisme suppresseur de 

tumeur médié par cette phosphatase. La protéine oncogénique Myc est également régulée 

par PP2A qui peut déphosphoryler Myc en sérine 62 pour induire sa dégradation. Inhiber PP2A 

stabilise cMyc et active sa signalisation oncogénique, conduisant à la transformation tumorale 

de cultures cellulaires de fibroblastes humains in vitro (Yeh et al., 2004). Il apparaît donc que 

PP2A exerce un rôle suppresseur de tumeurs et que des dérégulations de son activité favorise 

des processus oncogéniques. Cette notion a été confortée par la découverte de mutations 

affectant PP2A dans 15% des cancers du poumon et du colon. De plus, des délétions 

monoalléliques de PP2A sont retrouvées dans 30 à 50% des cancers du poumon, du sein, 

des ovaires et du col de l’utérus (Wang et al., 1998). C’est également le cas dans les 

hémopathies malignes comme les LAM où l’expression de la sous-unité B55α est inhibée dans 

de larges cohortes d’échantillons de patients (Ruvolo et al., 2011). Enfin, les protéines SET et 

CIP2A sont très fréquemment surexprimées dans divers cancers dont les LAM et la LMC où 

leur expression est corrélée à un mauvais pronostic (Cristóbal et al., 2010; Lucas et al., 2011; 
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Neviani et al., 2005).  Sur la base de ces données, des stratégies thérapeutiques visant à 

augmenter l’activité de PP2A (PAD, « PP2A activating drugs ») ont été développées. 

La preuve de concept a été apportée une fois de plus dans la LMC où l’inhibition de PP2A 

semble jouer un rôle prépondérant au cours de l’oncogenèse. Dans cette pathologie, la 

présence de l’oncogène BCR-ABL1 augmente les niveaux d’expression de la protéine SET, 

un inhibiteur endogène de PP2A. Dans ces cellules, un traitement par un PAD, tout comme la 

déplétion de SET ou la surexpression de PP2A, réduit drastiquement la signalisation de BCR-

ABL1 et induit sa dégradation (Neviani et al., 2007, 2005). 

 

 

2. Rôle pro-tumoral de PP2A : 

 

Cependant le rôle suppresseur de tumeur stricto sensu de PP2A est encore discuté. En 

effet, l’inhibition de PP2A n’est pas seulement associée à des processus d’oncogenèse mais 

aussi à de la mort cellulaire. En raison du rôle prépondérant de cette phosphatase dans la 

régulation de nombreux processus cellulaire clés, l’utilisation d’inhibiteurs de PP2A pourrait 

également présenter un intérêt en cancérologie. En effet, il a été montré que l’inhibition de 

PP2A induisait un arrêt des cellules dans le cycle cellulaire et bloquait les mécanismes de 

réponse aux dommages à l’ADN (Lu et al., 2009).  Ainsi, le LB-100, un inhibiteur de la sous-

unité C de PP2A, a été testé dans divers cancers solides de haut grade lors d’un essai clinique 

de phase I. Les résultats ont révélé une bonne tolérabilité et ont apporté quelques évidences 

préliminaires de l’activité anti-tumorale du LB-100 (Chung et al., 2017). Aujourd’hui, le LB-100 

est évalué en clinique dans des essais de phase I/II dans des stades avancés de cancer du 

poumon (essai clinique NCT04560972) ou de glioblastome (essai clinique NCT03027388) en 

combinaison ou non avec d’autres thérapies. 

 

En conclusion, PP2A est une phosphatase finement régulée qui est impliquée dans de 

nombreux processus biologiques. Pour cela, inhiber ou activer PP2A impacte le devenir des 

cellules et ces deux stratégies pourraient potentiellement être d’intérêt dans les cancers en 

fonction du contexte. Cependant, PP2A exerce également des fonctions oncosuppressives, 

les stratégies visant à inhiber PP2A doivent donc être optimisées. Un moyen de cibler 

spécifiquement un ou plusieurs processus clés serait de cibler les sous-unités B régulatrices 

pour cibler des complexes PP2A précis.  

 

3. La phosphatase PP2A dans les NMP JAK2V617F : 

 

Plusieurs études se sont intéressées à PP2A dans les NMP qui expriment JAK2V617F. 

Premièrement, de manière similaire à la LMC, il a été démontré que l’expression de JAK2V617F 

réprime PP2A par un mécanisme dépendant de l’activation de la protéine SET en aval de la 
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voie PI3K/PKC. L’activation de PP2A par un traitement au FTY720 exerce un fort effet 

cytotoxique in vitro et in vivo dans les cellules qui expriment JAK2V617F (Oaks et al., 2013).  

Une autre étude datant de 2016 a décrit les effets de la metformine, un inhibiteur du 

complexe I de la chaîne de transport des électrons dans la mitochondrie. La metformine bloque 

la prolifération et induit la mort des cellules de NMP JAK2V617F par un mécanisme qui dépend 

de l’interruption de la signalisation de JAK2 par PP2A (Kawashima and Kirito, 2016). Ce 

traitement à la metformine exerce une cytotoxicité forte en monothérapie et augmente 

également les effets du ruxolitinib in vitro. De manière surprenante, l’inhibition de PP2A par 

l’acide okadaïque ou son activation par le FTY720 conduisent à une même inhibition de la 

signalisation de JAK2. D’un point de vue mécanistique, il a été montré dans cette étude que 

différents complexes de PP2A étaient affectés par les traitements, ceci pouvant expliquer les 

effets similaires obtenus avec deux drogues à l’activité opposée. En effet, en réalisant un 

criblage des sous-unité B de PP2A, les auteurs ont montré que l’activation de PP2A par le 

FTY720 ciblait des complexes PP2A comprenant une sous-unité B56α et que cette sous-unité 

était impliquée dans l’inhibition de JAK2V617F. De la même façon, les complexes PP2A à sous-

unité B56γ activent JAK2V617F et inhibent AMPK dans ces cellules, ces complexes seraient 

préférentiellement ciblés par l’acide okadaïque.  

Enfin, une dernière étude publiée en 2017 a montré que les niveaux de CIP2A étaient 

élevés dans des lignées cellulaires et des cellules de patients atteints de NMP. Lorsque 

JAK2V617F est inhibé par le ruxolitinib, l’inhibition de STAT5 n’est pas totale en raison de la 

persistance de phosphorylations de STAT5 par PI3K/mTORC1 sur des résidus sérine.  Inhiber 

PI3K ou mTORC1 conduit à une réduction de l’expression de CIP2A et à une 

déphosphorylation de STAT5 sur ces résidus sérine par un mécanisme dépendant de l’activité 

de PP2A (Bartalucci et al., 2017). 

 

D’après l’ensemble de ces résultats, il apparaît que l’expression de JAK2V617F réprime PP2A 

dans les cellules de NMP et que cette répression est au moins en partie responsable du 

maintien de la signalisation oncogénique de JAK2.  

De plus, cette phosphatase pourrait potentiellement être impliquée dans le contrôle du 

processus d’autophagie en aval de JAK2V617F.   
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I. HYPOTHЀSE : 

 

L’autophagie est un processus catabolique de recyclage essentiel au maintien de 

l’homéostasie cellulaire. C’est un mécanisme finement régulé au niveau transcriptionnel mais 

également au niveau post-traductionnel par un ensemble de kinases et de phosphatases 

permettant ainsi aux cellules de résister à un large panel de stress. L’autophagie peut donc 

être définie comme un processus d’adaptation et de survie cellulaire. Elle a été impliquée dans 

de nombreux processus biologiques comme le métabolisme, l’apoptose, l’inflammation, 

l’immunité, l’instabilité génétique ou la différenciation. Cependant dans de nombreux cancers, 

les cellules tumorales détournent l’autophagie à leur propre avantage pour proliférer et survivre 

dans des conditions environnementales extrêmes et même résister aux traitements anti 

cancéreux. 

Dans les NMP, l’identification de la mutation JAK2V617F a permis une meilleure 

compréhension physiopathologique de la maladie. Cette découverte a conduit au 

développement d’inhibiteurs de JAK comme le ruxolitinib aujourd’hui approuvé dans le 

traitement des NMP. Cependant, les bénéfices du ruxolitinib se sont avérés limités avec 

notamment des réponses partielles ou non durables chez les patients. Ceci suggère la mise 

en place de mécanismes de résistance qui permettent aux cellules cancéreuses de s’adapter 

au traitement et de survivre. L’essentiel des études menées jusqu’à présent sur la résistance 

au ruxolitinib a porté sur la réactivation de voies de signalisation impliquées dans la 

prolifération et la survie suite à une exposition prolongée au traitement. Cependant, compte 

tenu du faible nombre d’alternatives thérapeutiques pouvant être proposées aux patients 

atteints de NMP réfractaires au ruxolitinib, il apparaît nécessaire d’identifier de nouveaux 

mécanismes de résistance afin de développer des stratégies thérapeutiques innovantes et 

ainsi d’améliorer la prise en charge des patients. L’autophagie représente un candidat 

intéressant étant donné son importance dans les mécanismes d’adaptation cellulaire et 

notamment dans la réponse aux traitements dans divers cancers. Cependant, les données de 

la littérature quant à un potentiel rôle de l’autophagie dans les NMP JAK2V617F en réponse au 

ruxolitinib sont à ce jour incomplètes. 

Une autre cause fréquente d’échec du ruxolitinib en clinique est l’interruption du traitement 

en raison d’effets indésirables principalement hématologiques. En effet, ce médicament inhibe 

également la protéine JAK2 sauvage et donc l’hématopoïèse normale. Il paraît donc important 

de privilégier de nouvelles thérapies des NMP possédant une meilleure spécificité vis-à-vis 

des cellules tumorales. Il a été montré, dans des modèles murins, que des cellules tumorales 

de poumons étaient plus sensibles à une inhibition de l’autophagie que les cellules saines. 

Inhiber l’autophagie en combinaison avec le ruxolitinib pourrait donc permettre d’améliorer le 
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ciblage thérapeutique des cellules qui expriment la mutation JAK2V617F et donc de limiter 

l’apparition d’effets indésirables liés au ruxolitinib. 

 

Sur la base de ces données, l’objectif général de ce projet de thèse a donc été de 

déterminer l’implication de l’autophagie dans la résistance thérapeutique au ruxolitinib des 

NMP qui portent la mutation JAK2V617F. 

 

 

II. OBJECTIFS : 

 

Ce travail de thèse a consisté dans un premier temps à évaluer si l’autophagie était modulée 

par un traitement au ruxolitinib dans les NMP. Dans un second temps, l’objectif a été de 

caractériser l’implication de l’autophagie dans la résistance des cellules tumorales au 

ruxolitinib in vitro. Cette étude a été menée en parallèle sur des cellules hématopoïétiques 

saines afin d’investiguer si l’inhibition de l’autophagie affectait également l’hématopoïèse 

normale. Par ailleurs, ce travail a visé à déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels 

l’inhibition de JAK2V617F par le ruxolitinib impacte le processus d’autophagie. Enfin, la 

relevance fonctionnelle du ciblage de l’autophagie, en combinaison avec le ruxolitinib, a été 

évaluée in vivo dans un modèle de xénogreffe de cellules JAK2-mutées dans des souris NSG. 
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RÉSULTATS 
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I. CONTEXTE : 

 

L’efficacité limitée du ruxolitinib ainsi que l’apparition d’effets indésirables rend nécessaire 

une meilleure optimisation de ce traitement afin d’améliorer la prise en charge des patients 

atteints de NMP qui portent la mutation JAK2V617F. Dans ce contexte, le rôle de l’autophagie 

dans la réponse au ruxolitinib n’a été que peu étudié.  

 

II. RÉSULTATS MAJEURS : 

 

Cette étude a montré dans un premier temps que l’autophagie était rapidement induite sous 

traitement au ruxolitinib dans des lignées cellulaires et des cultures primaires de cellules de 

patients exprimant la mutation JAK2V617F. Nous avons par la suite démontré que cette 

autophagie induite par le ruxolitinib était cytoprotectrice. En effet, son inhibition sensibilise ces 

mêmes cellules à l’inhibiteur de JAK2. De manière intéressante, l’inhibition de l’autophagie n’a 

pas augmenté les effets du ruxolitinib sur des cellules hématopoïétiques saines, suggérant 

que ce traitement induit une autophagie cytoprotectrice uniquement dans les cellules 

tumorales qui portent la mutation JAK2V617F. D’un point de vue mécanistique, l’induction de 

l’autophagie suite à l’inhibition de JAK2 par le ruxolitinib est dépendante de la protéine 

phosphatase PP2A. Ainsi, le ruxolitinib augmente l’activité de PP2A mesurée à l’aide d’un kit 

immuno-colorimétrique et son inhibition bloque l’induction de l’autophagie observée sous 

inhibition de JAK2. En outre, cibler PP2A reproduit les effets obtenus avec les inhibiteurs de 

l’autophagie. C’est-à-dire, une sensibilisation au ruxolitinib uniquement des cellules qui portent 

la mutation JAK2V617F. Enfin, le rôle cytoprotecteur de l’autophagie a été validé in vivo dans un 

modèle de xénogreffe de cellules mutées pour JAK2 dans des souris NSG. Dans ce modèle, 

inhiber l’autophagie en combinaison avec le ruxolitinib réduit la charge tumorale et prolonge la 

survie des souris. 

D’après l’ensemble de ces résultats, inhiber l’autophagie ou son régulateur en amont, 

PP2A, pourrait représenter une approche thérapeutique intéressante pour augmenter 

l’efficacité du ruxolitinib en clinique et améliorer la spécificité du traitement vis-à-vis du clone 

malin. 

 

Ce travail a été soumis à publication dans le journal Leukemia. 

 

III. ARTICLE : 
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Abstract (200 words max) 

The Janus kinase 2 (JAK2)-driven myeloproliferative neoplasms (MPNs) are chronic 

malignancies associated with high risk of complications and suboptimal responses to JAK 

inhibitors such as ruxolitinib. Therefore, better understanding cellular changes induced by 

ruxolitinib is required to develop new combinatory therapies to improve treatment efficacy. 

Here, we demonstrated that ruxolitinib induced autophagy in JAK2V617F cell lines and primary 

MPN patient cells through the activation of protein phosphatase 2A (PP2A). Inhibition of 

autophagy or PP2A activity along with ruxolitinib treatment reduced proliferation and increased 

death of JAK2V617F cells. Accordingly, proliferation and clonogenic potential of JAK2V617F-driven 

primary MPN patient cells, but not of normal hematopoietic cells, were markedly impaired by 

ruxolitinib treatment with autophagy inhibitor or PP2A inhibitor. Finally, preventing ruxolitinib-

induced autophagy with a novel potent autophagy inhibitor Lys05 improved leukemia burden 

reduction and significantly prolonged mice overall survival compared with ruxolitinib alone. This 

study demonstrated that PP2A-dependent autophagy mediated by JAK2 activity inhibition 

contributed to the resistance to ruxolitinib. Altogether, our data support that targeting 

autophagy or its newly identified regulator PP2A could enhance sensitivity to ruxolitinib of 

JAK2V617F MPN cells and improve MPN patient care. 
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Introduction 

The Janus kinase 2 (JAK2) V617F mutation is an activating JAK2 tyrosine kinase 

mutation detected in the majority of MPN patients with polycythemia vera (PV), and in half of 

those with essential thrombocytemia (ET) and primary myelofibrosis (MF) (1-4). Its discovery 

in 2005 has been decisive not only for diagnosis, but also for the understanding of 

myeloproliferative neoplasms (MPN) pathogenesis, and has provided a rational for the 

development of targeted therapy approaches.  

Current JAK2 inhibitors approved for MPN patients’ treatment are ruxolitinib and more 

recently fedratinib. These two type I inhibitors target the active conformation of JAK2 ATP 

binding site, thereby interfering with JAK2 catalytic activity (5). Ruxolitinib, a JAK1/JAK2 

inhibitor, represents a clinical standard of care for patients with intermediate or high-risk MF 

(6), and has also been approved for patients with PV resistant or intolerant to hydroxyurea (7). 

Ruxolitinib treatment shows important benefits for MPN patients, characterized by a reduction 

of splenomegaly, symptom burden, blood counts and inflammation in MF and PV, and even 

increased survival in MF (8,9). However, since this inhibitor targets both wild type and mutated 

JAK, it has important toxic side effects, as well as a limited efficacy. Indeed, decrease in the 

clone size, measured by a reduction in mutant allele burden, is usually modest and the 

response can be lost during prolonged exposure (6). Several mechanisms of resistance to 

JAK2 inhibitors have already been identified such as JAK-STAT reactivation by JAK family 

heterodimer formation (10), or additional mechanisms reviewed in Meyer et al, 2017 but pre-

clinical application for different therapeutic options is still undergoing. Therefore, to overcome 

this resistance, a better understanding of the molecular mechanisms involved is required to 

develop new and more effective therapeutic approaches. 

 

Autophagy is a catabolic process that degrades and recycles intracellular components, such 

as damaged organelles and macromolecules, as an adaptative survival mechanism activated 
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during cellular stresses. However, autophagy is not only a lysosomal degradation pathway, it 

is also a regulator of cellular metabolism and a mechanism involved in tumor 

initiation/progression and therapeutic resistance in many cancers (11). Indeed, various 

oncogenes, such as BCR-ABL1 or FLT3-ITD, were reported to support high levels of basal 

autophagy sustaining cell proliferation and leukemogenesis in chronic myeloid leukemia (CML) 

or in acute myeloid leukemia (AML) respectively (12-14). Moreover, in CML expressing BCR-

ABL1, autophagy is induced following in vitro tyrosine kinase inhibitor (TKI) treatment and its 

pharmacological inhibition potentiates treatment efficacy (15). These results suggest that 

autophagy may be involved not only in leukemogenesis, but also in cells resistance to TKI 

inhibitors, and represents a potential attractive approach in these hematological malignancies 

especially in MPN. Indeed, authors recently showed that ruxolitinib induces autophagy in a 

JAK2V617F mutated cell line and that pharmacological inhibition of autophagy increased 

ruxolitinib-induced apoptosis in this model (16,17). However, the contribution of autophagy to 

ruxolitinib resistance in in vivo models and in MPN patient cells and the underlying mechanisms 

are currently unknown.  

Here, we show that ruxolitinib induces a cytoprotective autophagy, through a previously 

uncharacterized signaling pathway involving the phosphatase PP2A. Moreover, autophagy or 

PP2A inhibition enhances sensitivity to ruxolitinib treatment. Thus, this study reports 

autophagy or more precisely PP2A-dependent autophagy as a new therapeutic target able to 

sensitize cells to ruxolitinib treatment and to improve patients’ care. 
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Materials and methods 

Cell lines culture and treatments. 

The human cell lines HEL (expressing JAK2V617F), SET-2 (expressing both JAK2V617F and 

JAK2WT) and HL60 (expressing JAK2WT) were purchased from the Leibniz Institute DSMZ-

German Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Leibniz, Germany). Cells were grown 

in RPMI 1640 medium with Glutamax (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco). 

Ruxolitinib and LB-100 were purchased from Selleck Chemicals (Houston, TX, USA). These 

drugs were used at a concentration of 1µM and 2.5µM respectively, apart for clonogenic 

assays where they were used at 250nM and 1µM. Bafilomycin (25nM) was purchased from 

Invivogen (Toulouse, France). Chloroquine and Lys05 were purchased from Sigma-Aldrich 

(Saint-Louis, MO, USA). Chloroquine was used at 20µM in cell lines, 10µM in primary cultures 

and 3µM for clonogenic assays. Lys05 was used in vitro at a concentration of 5µM except for 

clonogenic assays in which it was used at 1µM. SAR405 (3µM) and Okadaic acid (OA, 5nM) 

were purchased from APExBIO (Houston, TX, USA) and Cell Signaling Technology (Danvers, 

MA, USA) respectively.  

 

Patient Samples. 

Primary MPN patients cells have been obtained after informed consent from HIMIP 

collection (BB-0033-00060). According to the French law, HIMIP collections has been declared 

to the Ministry of Higher Education and Research (DC 2008-307 collection 1) and obtained a 

transfer agreement (AC 2008-129) after approbation by the “Comité de Protection des 

Personnes Sud-Ouest et Outremer II” (ethical committee). Clinical and biological annotations 

of the samples have been declared to the CNIL (Comité National Informatique et Libertés ie 

Data processing and Liberties National Committee). 
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Normal PBMC were obtained from blood samples of healthy donors (EFS, Etablissement 

Français du Sang, Toulouse, France). EFS is a governmental agency collecting and delivering 

blood products, all procedures in use at EFS are defined by the Law. Briefly, mononuclear 

cells were separated by Ficoll-Paque density gradient centrifugation and incubated in 

Erythrocytes Lysis buffer (Qiagen, Hilden, Germany) to remove remaining red blood cells. 

CD34+ cells were then sorted using EasySepTM Human CD34 positive selection kit II (17856, 

Stemcell Technologies, Vancouver, Canada) according to the manufacturer’s instructions. 

Before immunofluorescence analysis, cells were cultured during 24h in Iscove’s Modified 

Dulbecco’s Medium (IMDM, Gibco) supplemented with 20% fetal bovine serum. For cell 

counting and flow cytometry assays, cells are kept in IMDM supplemented with 15% BIT 

(Stemcell Technologies), 3U/ml erythropoietin, 50ng/ml Stem Cell Factor and 25ng/ml 

interleukin-3. Cytokines were purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). 

 

Antibodies and reagents. 

The following antibodies from Cell Signaling Technology were used: rabbit antibodies 

against LC3B (2775), P-STAT5 Y694 (9351), STAT5 (9363), P-P70S6K T421/S424 (9204), 

P70S6K (2708), P-ULK1 S757 (14202), P-ULK1 S638 (14205), P-ULK1 S555 (5869), ULK1 

(6439), P-ATG14 S29 (92340), ATG14 (5504). Mouse antibodies against P-AMPK T172/T183 

(sc-101630) and AMPK (sc-25792) were purchased from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 

TX, USA). Mouse anti-actin (MAB1501) was purchased from Millipore (Burlington, MA, USA). 

Rabbit anti-LC3B (PM036) from MBL (Woburn, MA, USA) was used for immunofluorescence 

analysis. Secondary antibodies anti-rabbit and anti-mouse labeled with horseradish 

peroxidase were purchased from Promega (Madison, WI, USA) and anti-rabbit-AlexaFluor488 

was purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). For flow cytometry analysis, the antibody 

anti-hCD45-V450, Annexin-V-FITC and Cell Viability Stain from BD Biosciences (Franklin 

Lakes, NJ, USA) were used.  

 

Western blot analysis. 
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Proteins were separated using 4-12% gradient poly-acrylamide SDS-PAGE gels (Life 

Technologies) and electrotransferred to 0.2 µm nitrocellulose membranes (GE Healthcare, 

Chicago, IL, USA). After blocking with Tris-Buffered Saline with 0.1% Tween and 3% bovine 

serum albumin, membranes were incubated overnight at 4°C under continuous shaking with 

the appropriate primary antibodies. Primary antibodies were detected using the appropriate 

secondary antibodies coupled with horseradish peroxidase. Immunoreactive bands were 

visualized by enhanced chemiluminescence with a Syngene camera. Densitometric analyses 

of immunoblots were performed using the GeneTools software.  

 

Immunofluorescence analysis. 

Cells were seeded onto glass slides coated with cell-tak (Corning, Corning, NY, USA), then 

fixed in 4% paraformaldehyde for 10 min. After PBS washes, cells were incubated in 0.01% 

saponin with 3% bovine serum albumin for 30 min and then incubated with anti-LC3B antibody 

(1/800) for 40 min. Cells were then washed before incubation with secondary antibody (1/800) 

for 30 min, followed by PBS and distilled H2O washes and mounting in ProLongTM Gold antifade 

medium with DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole, Invitrogen). Images were acquired using a 

confocal Zeiss LSM 780. For quantifications, fields were arbitrarily chosen based on DAPI 

staining, and the number of LC3B dots per cell was determined with Image J software. 

 

Flow cytometry analysis. 

To determine the number of apoptotic and dead cells, cells were washed and resuspended 

in 100µl of Annexin-V binding buffer plus 2µl of Annexin-V-FITC and 5µl of Cell Viability Stain. 

Data were acquired on a Macsquant (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) flow 

cytometer and analyzed with FlowJo v10 software (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). 

 

Clonogenic assays. 

Sorted human peripheral blood CD34+ cells were plated in duplicate at 3000 cells per ml of 

methylcellulose medium (H4230, Stemcell Technologies) supplemented with 3U/ml 
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erythropoietin, 50ng/ml Stem Cell Factor and 25ng/ml interleukin-3. Erythroid colonies were 

scored at day 14. 

Tumor xenografts into NSG mice. 

Animals were used for transplantation of HEL cell lines in accordance with a protocol 

reviewed and approved by the Institutional Animal Care and Use Committee of Région Midi-

Pyrénées (France). NOD/LtSz-SCID/IL-2Rγchain null (NSG) mice were produced at the 

Genotoul Anexplo platform in Toulouse (France) using breeders obtained from Charles River 

Laboratories (Wilmington, NC, USA). Mice were housed in sterile conditions using HEPA-

filtered micro-isolators, and fed with irradiated food and sterile water. Eight-week-old mice were 

sublethally treated with busulfan (20 mg/kg) 24h before injection of HEL cells. Cells were 

washed in PBS, and suspended in Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) at a final 

concentration of 2x106 cells per 200 μL of HBSS per mouse for tail vein injection. Mice were 

then treated from day-3 post cells injection, every day, by oral gavage with a vehicle or with 

120 mg/kg of ruxolitinib and by intraperitoneal injections with a vehicle or Lys05 at 32 mg/kg. 

Ruxolitinib was solubilized in DMSO and extemporaneously diluted in water containing 0.5% 

methylcellulose and 0.1% Tween80 before administration to mice. Lys05 was solubilized in 

PBS. Mice were sacrificed after 14 days to harvest human cells from murine bone marrow. 

Engraftment in bone marrow was analyzed by flow cytometry using hCD45-V450 marker. Mice 

survival time was also determined. Survival significance was determined by Kaplan–Meier 

curve and log-rank test. 

 

PP2A phosphatase activity assay.  

PP2A phosphatase activity was determined using the PP2Ac immunoprecipitation 

phosphatase assay kit (17-313, Millipore). Briefly, cells were lysed with a buffer containing 2% 

CHAPS, 20mM Tris-HCl pH7.4, 137mM NaCl, 2mM EDTA, 10% Glycerol and protease 

inhibitors (Roche, Basel, Switzerland). 100µg of protein lysate, 4µg of PP2Ac antibody and 

25µl of protein A-agarose beads were incubated for PP2Ac immunoprecipitation at 4°C for 2h. 

Immunoprecipitates were then used in the phosphatase reaction according to the 
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manufacturer’s instructions. After colorimetric assay, results were normalized to the PP2Ac 

immunoprecipitation efficacy assessed by western blot.  

 

Statistical analysis. 

Data from at least three independent experiments are reported as means ± standard error 

of the mean. Unpaired two-tailed Student’s t-tests with Welch’s correction were carried out with 

Prism 8 software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). 
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Results 

Ruxolitinib enhances autophagy in JAK2V617F cells. 

Although recent data from the literature indicate that ruxolitinib treatment induces 

autophagy in cell lines harboring the JAK2V617F mutation in vitro (16,17), compelling data about 

the impact of ruxolitinib on autophagy in MPN patients and in vivo are still needed. Therefore, 

to deeply investigate ruxolitinib effect on autophagy in JAK2V617F model, we first treated human 

JAK2V617F cells from two HEL and SET-2 cell lines and eight primary PV patients with ruxolitinib 

(1µM) for 2 hours. Bafilomycin (baf) or chloroquine, two autophagy inhibitors were used to 

monitor the autophagic flux. As expected and as shown in Figure 1A, ruxolitinib reduced 

STAT5 phosphorylation level in JAK2 cell lines. In addition, in association with bafilomycin, 

ruxolitinib increased lipidated LC3 (LC3B-II) accumulation, an autophagosomal membrane 

marker, compared to bafilomycin alone in HEL and SET-2 cell lines. This effect lasted even 

following 24 hours of ruxolitinib treatment (Supplementary Figure 1A). Accordingly, the 

average number of autophagosomes per cell was significantly increased upon ruxolitinib 

treatment compared to control in both cell lines as measured by LC3B immunofluorescence 

(Figure 1B). We confirmed these results on eight JAK2V617F MPN patient samples 

(Supplementary Table 1). We isolated cells from phlebotomy followed by CD34+ purification 

as described in Figure 1C and we treated them with ruxolitinib with or without chloroquine. 

Ruxolitinib combined with chloroquine led to an increase in autophagosome number in 

JAK2V617F primary cells compared to treatments alone, as previously observed in JAK2V617F cell 

lines (Figure 1D). Interestingly, ruxolitinib modified neither P-STAT5 level, nor conversion of 

LC3B-I into LC3B-II (Figure 1E) or the number of autophagosomes (Figure 1F) in JAK2 wild 

type HL60 AML cell line, indicating that ruxolitinib effect on autophagy requires JAK2 inhibition. 

To definitively rule out ruxolitinib off-target effects, we investigated the impact of two other 

JAK2 inhibitors on autophagy response (18): fedratinib, a clinically-used type I inhibitor as 
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ruxolitinib, and CHZ868, a type II inhibitor, that respectively target the ATP binding site under 

active or inactive conformation. Similar to ruxolitinib, fedratinib and CHZ868 both induced 

LC3B-II accumulation when combined to bafilomycin, compared to bafilomycin alone in 

JAK2V617F cells (Supplementary Figure 1B).  

Altogether, these complementary biochemical and cellular data demonstrate that 

autophagy is induced early upon ruxolitinib treatment, and more generally upon JAK2 inhibition 

in JAK2V617F models (i.e. cell lines and primary cells).  

 

Targeting autophagy increases ruxolitinib efficacy in JAK2V617F cells. 

We next sought to determine whether ruxolitinib-induced autophagy is cytotoxic or 

cytoprotective in JAK2V617F expressing cells. Therefore, we assessed the impact of combining 

ruxolitinib with different autophagy inhibitors (e.g. chloroquine and SAR405) on cell number 

and viability in JAK2V617F models. We first checked the effectiveness of autophagosome 

formation inhibition by SAR405 (19), a lipid kinase VPS34 inhibitor. As shown in 

Supplementary Figure 2A, the levels of LC3B-II were strongly reduced in HEL cells treated 

with SAR405 in combination with bafilomcycin compared to bafilomcycin alone. Then, we 

observed that ruxolitinib combination with SAR405 or chloroquine significantly decreased cell 

number and increased cell death compared to ruxolitinib alone in HEL and SET-2 cell lines 

(Figures 2A,B). Moreover, ruxolitinib combination with chloroquine or SAR405 compared to 

the drugs alone also led to a significant reduction in MPN patient cells number (Figure 2C) but 

not of cell death (Figure 2D). Of note, only chloroquine enhanced ruxolitinib-induced MPN 

patient cells death, suggesting that the observed phenotype with chloroquine is not related to 

autophagy inhibition. We also performed a colony formation assay to study the impact of 

ruxolitinib treatment in the presence or absence of autophagy inhibitors on the ability of MPN 

patients’ single cells to form erythroid clones. We observed that while ruxolitinib had a limited 

efficacy at reducing clonogenic properties of MPN patient cells, its combination with either 

chloroquine or SAR405 significantly decreased the number of erythroid clones compared with 

the drugs alone (Figures 2E and Supplementary 2B). Conversely, those results were not 
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observed with normal hematopoietic cells (Supplementary Table 1). In fact, ruxolitinib 

combination with autophagy inhibitors had no impact on hematopoietic cell number or viability 

(Figures 2F,G). Moreover, ruxolitinib combination with SAR405 did not reduce the number of 

erythroid clones formed from normal hematopoietic cells compared to ruxolitinib treatment 

alone (Figure 2H). The fact that chloroquine, but not SAR405, increased ruxolitinib cytotoxic 

effects on JAK2 wild type erythroid clones indicates that this is not related to autophagy 

inhibition. Thus, these data together with the results obtained on the JAK2 WT HL60 cell line 

(Figures 1E,F), suggest that ruxolitinib does not induce autophagy in JAK2 WT cells. 

Altogether, our data show that ruxolitinib-induced autophagy in JAK2V617F cells is 

cytoprotective and that its pharmacological inhibition sensitizes those cells to ruxolitinib. These 

findings suggest that autophagy inhibition could improve the limited efficacy of ruxolitinib 

observed in clinics. 

 

Protein-phosphatase 2 A (PP2A) is involved in ruxolitinib-induced autophagy  

Then, we wanted to investigate the molecular mechanisms by which ruxolitinib induces 

autophagy in JAK2V617F MPN cells. We first evaluated the potential role of mTORC1 and 

AMPK, two major signaling pathways involved in autophagy regulation. As previously 

described in the literature, mTORC1 was inhibited upon ruxolitinib treatment (16), as shown 

by a decrease in the phosphorylated form of P70S6K, one of its bona fide substrates (Figure 

3A). As mTORC1 is a well-known negative regulator of autophagy (20), its inhibition appeared 

therefore to be a potential candidate responsible for the autophagy induction observed upon 

ruxolitinib treatment. mTORC1 inhibits autophagy through phosphorylation of ULK1 kinase on 

serines 757 and 638 (21,22). However, as shown in Figure 3, these ULK1 phosphosites were 

not modified upon ruxolitinib treatment (Figure 3A). Moreover, the phosphorylation of AMPK 

and its direct downstream target, the ULK1 serine 555, were either not modified upon ruxolitinib 

treatment (Figure 3A). These results suggest that ruxolinitib-dependent autophagy induction is 

not due neither to mTORC1 inhibition nor to AMPK activation.   
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Previous studies described that PP2A phosphatase may be repressed downstream 

JAK2V617F in murine cell lines, as JAK2 inhibition by JAK2 inhibitor type I increases its activity 

(23). Moreover, PP2A has also been shown to trigger autophagy upon amino acid starvation 

in human fibrosarcoma cell lines (24). Based on these observations, we hypothesized that 

PP2A could be involved downstream JAK2V617F in ruxolitinib-induced autophagy. To address 

this question, we used a well-known inhibitor of PP2A, the okadaic acid (OA), at a low 

concentration (5nM) to specifically target PP2A (25), and we first monitored PP2A activity using 

an immunocolorimetric assay (23). As shown in Figure 3B and in accordance with data from 

the literature, ruxolitinib treatment significantly increased PP2A activity in HEL cells. Moreover, 

OA prevented the ruxolitinib-induced PP2A activity thus indicating that OA, at this 

concentration, efficiently inhibits PP2A activity. We then used OA to modulate PP2A activity 

and evaluated whether this phosphatase is involved in ruxolitinib-induced autophagy. 

Interestingly, OA abrogated the increase of LC3-II accumulation and autophagosomes number 

(Figures 3C,D and Supplementary Figures 3A,B) triggered by ruxolitinib in both JAK2V617F cell 

lines. Furthermore, FTY720, a PP2A activating drug (23,26) increased autophagy flux 

(Supplementary Figure 3C) and autophagosomes number (Supplementary Figure 3D). 

Collectively, these data indicate that PP2A is activated upon JAK2 inhibition and is responsible, 

at least in part, for the autophagy induction observed upon ruxolitinib treatment.  

 

Protein-phosphatase 2 A (PP2A) inhibition enhances ruxolitinib cytotoxicity  

Since targeting autophagy in JAK2V617F model enhances ruxolitinib effects (Figure 2), 

inhibiting PP2A activity, responsible for autophagy induction, could also represent an 

interesting strategy to improve ruxolitinib efficacy. To investigate this point, we treated primary 

cells from MPN patients with OA alone, to inhibit PP2A activity, or in combination with 

ruxolitinib. Similar to autophagy inhibition (Figures 2C-E), this new drug combination 

significantly increased the impact of ruxolitinib on MPN cells number (Figure 3E), did not modify 

cell death (Figure 3F) and strongly reduced erythroid clone number (Figure 3G) compared to 

ruxolitinib alone. Importantly, OA did not potentiate ruxolitinib effects on normal hematopoietic 



128 
 

cells from healthy donors (Figures 3H-J), as previously described for autophagy inhibition 

(Figures 2F-H). Consistent with the data obtained with OA, more selective PP2A inhibitor LB-

100 (27) prevented ruxolitinib-induced autophagy (Supplementary Figures 3E,F) and 

increased the ruxolitinib effect on MPN patients’ erythroid clones number (Supplementary 

Figure 3G). These results confirm that PP2A-dependent autophagy activation by ruxolitinib 

limits the effects of this TKI. 

 

Targeting autophagy enhances survival of ruxolitinib-treated mice engrafted with 

JAK2V617F cells. 

To test the functional relevance of targeting autophagy in combination with ruxolitinib, we 

daily treated NOD-SCID-gamma (NSG) immunodeficient mice engrafted with HEL cells, with 

a potent autophagy inhibitor, the Lys05 (Figure 4A). We first validated that this lysosomotropic 

agent, more potent than chloroquine (28,29) phenocopied the results obtained in vitro with 

other autophagy inhibitors on cell number, viability and clonogenic properties. As observed 

with chloroquine or SAR405, Lys05 treatment strongly enhanced cytotoxic effects of ruxolitinib 

in JAK2V617F cell lines (Supplementary Figure 4A) and robustly reduced the number of erythroid 

clones from MPN patients’ cells (Supplementary Figure 4B). In addition, in vivo experiments 

demonstrated that Lys05 improved the response to ruxolitinib. In fact, mice engrafted with HEL 

cells and treated with Lys05 plus ruxolitinib displayed a higher reduction of the percentage of 

human CD45+ cells present in the bone marrow (Figure 4B).  Accordingly, as splenomegaly 

reduction is a hallmark of therapy efficacy, spleen weight of mice treated with the drug 

combination was measured and we observed a decrease compared to ruxolitinib treatment 

alone (Figure 4C and Supplementary Figure 4C). Moreover, treatment with ruxolitinib plus 

Lys05 was significantly more efficient in enhancing mice survival than JAK2 inhibitor alone 

(Figure. 4D). 

In summary, our data reveal, for the first time, that autophagy inhibition potentiates the effect 

of ruxolitinib and improves the overall survival in vivo.  
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Altogether, our findings, by providing a better understanding on the molecular and cellular 

mechanisms triggered by ruxolitinib, identified the PP2A-autophagy axis as a novel therapeutic 

target in MPN. This indicates that combining ruxolitinib with either autophagy or PP2A 

inhibitors could improve ruxolitinib response in MPN patients. 

Discussion 

In this work, we show that JAK2 inhibitors such as ruxolitinib induced autophagy in 

JAK2V617F cells. Ruxolitinib has been previously reported as an autophagy inducer in one 

JAK2V617F cell line (17). Our results further demonstrate that autophagy is induced upon 

ruxolitinib treatment in both cell lines expressing JAK2V617F and primary JAK2V617F patient cells. 

We also observed that the ruxolitinib-induced autophagy is cytoprotective. Interestingly, the 

autophagy induction was not found in their WT counterpart, indicating that targeting autophagy 

in MPN JAK2V617F patients may selectively target malignant hematopoietic cells. In vivo 

experiments confirmed those data as autophagy inhibition enhanced ruxolitinib efficacy and 

overall mice survival. Otherwise, ruxolitinib is not the unique TKI able to induce autophagy. 

Indeed, imatinib and crizotinib have the same effect in BCR-ABL1 chronic myeloid leukemia 

and ALK-anaplastic cell lymphoma respectively (15,30). Autophagy has been shown to play 

an important role in therapeutic resistance in hematological malignancies (for review see (31-

33)). Studies have reported that imatinib induces autophagy in leukemic stem cells (LSCs) 

from CML and that autophagy inhibition in combination with TKI leads to LSCs elimination 

(28,34). Overall, these data indicate that autophagy represents a promising therapeutic target 

in several hematological malignancies expressing specific oncogenes.  

 

However, the molecular mechanisms underlying the autophagy-dependent resistance are 

still understudied. JAK2-mutated MPN cells display an elevated glycolysis and an increased 

mitochondrial metabolism (35) necessary to support their high demand in energy. Interfering 

with their exacerbated metabolism reduced cell proliferation and survival, effects that were 

amplified when combined with ruxolitinib. However, ruxolitinib probably affects mitochondrial 

respiration modestly, explaining its moderate impact on cell proliferation and death (35). These 
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results suggest that alternative mechanisms, supporting metabolic pathways are occurring 

upon ruxolitinib. In this study, we demonstrated that ruxolitinib induces autophagy, a well-

known regulator of cell metabolism (36) and especially of oxidative metabolism in 

hematological malignancies (37). We can speculate that this autophagy could therefore limit 

drug efficacy in vitro and in vivo through its ability to sustain cell metabolism. Future research 

is warranted to decipher if and how autophagy maintains elevated oxidative phosphorylation 

upon ruxolitinib treatment explaining how autophagy participates to ruxolitinib resistance. 

 

Here, we identified PP2A as an important modulator downstream of JAK2V617F.  Upon 

activation, wild-type JAK2 was described to directly interact and inactivate PP2A (38), 

indicating that PP2A exerts a negative role on JAK2-mediated signal transduction. Mutated 

JAK2 was also shown to inactivate PP2A in murine Ba/F3-JAK2V617 cells through the PI3K-

PKC–induced phosphorylation of the PP2A inhibitor SET (23). In this study, PP2A activation 

with PP2A activating drug (PAD) decreases leukemic burden and extends significantly overall 

mice survival in an immunodeficient mouse model for leukemic cell engraftment, indicating that 

PADs have a strong anti-leukemic activity. These findings are somewhat opposite to what we 

describe. Indeed, we demonstrated that inhibiting PP2A in MPN patients’ cells in combination 

with ruxolitinib reduces more efficiently their clonogenic properties than ruxolitinib alone, 

indicating that the PP2A activation induced by JAK2 inhibition favors MPN cells proliferation 

and survival. PP2A is a family of more than two hundreds heterotrimeric complexes composed 

of a combination of one catalytic subunit, one scaffold subunit and one of many possible B 

regulatory subunits. Different B subunits were shown to display opposite impact on mutated 

JAK2. Indeed, the B56 subunit of the PP2A complex repressed JAK2V617F activity whereas 

the B56 one favors JAK2V617F phosphorylation (39). Therefore, different PP2A complexes 

have opposite role on MPN and we could speculate that is it not the same PP2A complex that 

is engaged upon ruxolitinib than the one activated by PADs. 
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In addition, different PP2A complexes are implicated in autophagy regulation. On one hand, 

PP2A-PP2R3B was shown to dephosphorylate ATG4B that allows LC3 processing and 

therefore autophagosome expansion (40). On another hand, the PP2A-B55 complex by 

dephosphorylating ULK1, relieves an inhibitory phosphorylation site required for its activation 

and so for autophagosome formation (24). For instance, different PP2A complexes activity, 

independently of mTORC activity, positively modulate autophagy by acting either at early or 

late steps of the autophagy process. PP2A can also control autophagy at the transcriptional 

level. In fact, the dephosphorylation of the transcription factor TFEB by PP2A induces its 

nuclear localization followed by the transcription of genes involved in autophagy and lysosomal 

functions (41). Further studies are therefore needed to identify which specific subsets of PP2A 

is responsible for ruxolitinib-induced autophagy and what are the autophagy regulatory 

proteins involved. Targeting specifically the correct PP2A complex rather than all PP2A 

complexes is necessary to improve therapy efficacy.  

 

Interestingly, similar to autophagy inhibition, metformin increases ruxolitinib efficacy in cell 

lines harboring the JAK2V617F mutation (39). Since, metformin was recently shown to inhibit 

autophagy in AML cell lines (37), we can therefore speculate that metformin enhances the 

negative role of ruxolitinib on cell growth through its inhibitory action on autophagy. Hence, 

metformin could, as an autophagy inhibitor, represent a new therapeutic option in combination 

with ruxolitinib for the treatment of JAK2V617F MPN patients.  

 

Ruxolitinib response is often short-lived due to the development of resistance and 

combination therapy therefore appeared to be essential to improve therapeutic response of 

MPN patients expressing the mutated JAK2V617F. Our findings demonstrated that autophagy is 

induced upon JAK2 inhibition by TKI and that inhibiting this degradative pathway improves 

ruxolitinib efficacy both in vitro and in vivo. Furthermore, we found that PP2A activation is 

involved in the ruxolitinib-induced autophagy and targeting this phosphatase together with 

ruxolitinib impede cell proliferation and survival of JAK2 mutated cells.  
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Collectively, these data support rational for a clinical trial to assess the efficacy of JAK2 and 

PP2A-dependent autophagy inhibition in MPN patients expressing JAK2V617F mutant. 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Ruxolitinib increases autophagy in JAK2V617F cells. A-B. HEL and SET-2 cells 

were treated with ruxolitinib (1µM) for 2 hours in the presence or absence of bafilomycin (25nM) 

to monitor the autophagy flux. Cells were processed for western blot analysis of P-STAT5, 

STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. Graphs represent the LC3B-II/actin 

ratio obtained by densitometric analysis (n=4 ± s.e.m.), (A). Cells were stained for LC3B and 

analyzed by confocal microscopy. Graphs represent the number of LC3B dots per cell (n=4 ± 

s.e.m.), (B). Scale bar: 10µm. C. Mononuclear cells from peripheral blood samples from 

JAK2V617F-positive MPN patients were separated by Ficoll-Hypaque density gradient 

centrifugation. CD34+ progenitors were then sorted using an immunomagnetic positive 

selection kit and processed for further experiments. D. Patient’ cells obtained in (C) were 

treated or not with chloroquine (20µM) during 16 hours to monitor autophagy flux in 

combination with ruxolitinib (1µM) for 2 hours and stained for LC3B. Representative confocal 

pictures are shown and histograms represent the number of LC3B dots per cell (n=8 ± s.e.m.). 

Scale bar: 10µm. E-F. JAK2WT HL60 cells were treated with ruxolitinib (1µM) for 2 hours in the 

presence or absence of bafilomycin (25nM) to monitor autophagy flux. Cells were processed 
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for western blot analysis of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. 

Graphs represent the LC3B-II/actin ratio obtained by densitometric analysis (n=3 ± s.e.m.), 

(E). Cells were stained for LC3B and analyzed by confocal microscopy. Graphs represent the 

number of LC3B dots per cell (n=3), (F). Scale bar: 10µm. 

 

Figure 2. Autophagy inhibition enhances ruxolitinib efficacy in JAK2V617F cells in 

vitro. A-B. HEL and SET-2 cells were treated or not with ruxolitinib (1µM) in the presence or 

absence of chloroquine (20µM) or SAR405 (3µM). After 3 days, the number of cells was 

assessed by trypan blue exclusion counting (n=4 ± s.e.m.) (A) and the percentage of cell death 

was determined by Annexin-V labelling and flow cytometry analysis (n=4 ± s.e.m.) (B). C-D. 

CD34+ cells obtained from JAK2V617F-positive MPN patient samples were treated or not with 

ruxolitinib (1µM) in the presence or absence of chloroquine (10µM) or SAR405 (3µM). After 2 

days, the number of cells was assessed by trypan blue exclusion counting (n=6 ± s.e.m.) (C) 

and the percentage of cell death was determined by Annexin-V labelling and flow cytometry 

analysis (n=5 ± s.e.m.) (D). E. CD34+ cells from JAK2V617F-positive MPN patient samples were 

plated for colony forming assay in semi-solid medium supplemented or not with ruxolitinib 

(250nM) and chloroquine (3µM) or SAR405 (3µM). After 14 days, clonogenic potential was 

assessed by counting the number of BFU-E clones per dish. Data are represented as 

percentage of control (n=10 ± s.e.m.). F-G. CD34+ cells from JAK2WT healthy donor samples 

treated or not with ruxolitinib (1µM) in the presence or absence of chloroquine (10µM) or 

SAR405 (3µM). After 2 days, the number of cells was assessed by trypan blue exclusion 

counting (n=5 ± s.e.m.) (F) and the percentage of cell death was determined by Annexin-V 

labelling and flow cytometry analysis (n=5 ± s.e.m.) (G). H. CD34+ cells from JAK2WT healthy 

donor samples were plated for colony forming assay in semi-solid medium supplemented as 

indicated. After 14 days, clonogenic potential was assessed by counting the number of BFU-

E clones per dish. Data are represented as percent of control (n=6 ± s.e.m.). 
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Figure 3. Ruxolitinib-induced autophagy relies on PP2A phosphatase activation. A. 

HEL cells were treated with ruxolitinib (1µM) for 2 hours and processed for western blot 

analysis of the indicated proteins. Actin was used as a loading control. B. HEL cells were 

treated with ruxolitinib (1µM) in the presence or absence of the PP2A inhibitor okadaic acid 

(OA) (5nM) for 2 hours and processed for PP2A activity measurement by immuno-colorimetric 

assay. Data are represented as percentage of control (n=3 ± s.e.m.). C-D. HEL cells were 

treated with ruxolitinib (1µM) and OA (5nM) for 2 hours in the presence or absence of 

bafilomycin (25nM) to monitor autophagy flux. Cells were processed for western blot analysis 

of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. Histograms represent the 

LC3B-II/actin ratio obtained by densitometric analysis (n=4 ± s.e.m.), (C). Cells were stained 

for LC3B and analyzed by confocal microscopy. Graphs represent the number of LC3B dots 

per cell (n=3 ± s.e.m.), (D). Scale bar: 10µm. E-F. CD34+ cells obtained from JAK2V617F-

positive MPN patient samples were treated or not with ruxolitinib (1µM) in the presence or 

absence of OA (5nM). After 2 days, the number of cells was assessed by trypan blue exclusion 

counting (n=5 ± s.e.m.) (E) and (right panel) the percentage of cell death was determined by 

Annexin-V labelling and flow cytometry analysis (n=4 ± s.e.m.) (F). G. CD34+ cells from 

JAK2V617F-positive MPN patient samples were plated for colony forming assay in semi-solid 

medium supplemented or not with ruxolitinib (250nM) and OA (5nM). After 14 days, clonogenic 

potential was assessed by counting the number of BFU-E clones per dish. Data are 

represented as percentage of control (n=10 ± s.e.m.). H-I CD34+ cells obtained from JAK2WT 

healthy donor samples were treated or not with ruxolitinib (1µM) in the presence or absence 

of OA (5nM). After 2 days, the number of cells was assessed by trypan blue exclusion counting 

(n=5 ± s.e.m.) (H) and the percentage of cell death was determined by Annexin-V labelling and 

flow cytometry analysis (n=5 ± s.e.m.) (I). J. CD34+ cells from JAK2WT healthy donor samples 

were plated for colony forming assay in semi-solid medium supplemented or not with ruxolitinib 

(250nM) and OA (5nM). After 14 days, clonogenic potential was assessed by counting the 

number of BFU-E clones per dish. Data are represented as percent of control (n=6 ± s.e.m.). 
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Figure 4. Targeting autophagy increases survival of ruxolitinib-treated mice 

xenografted with JAK2V617F cells. A-D. NSG mice (n=14 mice per group) engrafted with 2.106 

HEL cells by intravenous injection were treated with vehicle or ruxolitinib (120mg/kg/day) by 

oral gavage in combination or not with Lys05 (32mg/kg/day) by intraperitoneal injection. 

Fourteen days post-engraftment, seven mice per group were dissected to analyze the 

percentage of viable human cells (Annexin-V-, hCD45+) in the bone marrow by flow cytometry 

(n=7 ± s.e.m.), (B). Their spleens were collected and weighted. Graphs represent spleen 

weight related to body weight for each mouse individually (left panel; n=7 ± s.e.m.) (C). The 

remaining seven mice per group were used for overall survival analysis and Kaplan-Meier 

survival curves of engrafted mice are shown (n=7 ± s.e.m.) (D). 
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Supplementary table 1. Primary MPN patient and healthy donor characteristics.  
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Figure S1. Ruxolitinib increases autophagy in JAK2V617F cells. A. HEL cells were 

treated with ruxolitinib (1µM) for 24 hours in the presence or absence of bafilomycin (25nM) 

during 2 hours to monitor autophagy flux and processed for western blot analysis of LC3B. 

Actin was used as a loading control. Graphs represent the LC3B-II/actin ratios obtained by 

densitometric analysis (n=3 ± s.e.m.). B. HEL cells were treated with fedratinib (1µM) or 

CHZ868 (500nM) for 2 hours in the presence or absence of bafilomycin (25nM) to monitor 

autophagy flux and processed for western blot analysis of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin 

was used as a loading control. Graphs represent the LC3B-II/actin ratios obtained by 

densitometric analysis (n=3 ± s.e.m.). 

 

Figure S2. Autophagy inhibition enhances ruxolitinib efficacy in JAK2V617F cells. A. 

HEL cells were treated with ruxolitinib (1µM) and SAR405 (3µM) for 2 hours in the presence 

or absence of bafilomycin (25nM) to monitor autophagy flux and processed for western blot 

analysis of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. Graphs represent 

the LC3B-II/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=2 ± s.e.m.). B. Representative 

picture of BFU-E clones after 14 days of  CD34+ MPN patients’cells cultured in semi-solid 

medium supplemented or not with ruxolitinib (250nM) and chloroquine (3µM) or SAR405 

(3µM). Scale bar: 300µm.  

 

Figure S3. PP2A inhibition enhances ruxolitinib efficacy in JAK2V617F cells. A-B. SET-

2 cells were treated with ruxolitinib (1µM) and OA (5nM) for 2 hours in the presence or absence 

of bafilomycin (25nM) to monitor autophagy flux. Cells were processed for western blot 

analysis of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. Graphs represent 

the LC3B-II/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=4 ± s.e.m.), (A). Cells were 

stained for LC3B and analyzed by confocal microscopy. Graphs represent the number of LC3B 

dots per cell (n=4 ± s.e.m.), (B). Scale bar: 10µm. C-D. SET-2 cells were treated with FTY720 

(2.5µM) for 2 or 6 hours in the presence or absence of bafilomycin (25nM) to monitor 

autophagy flux. Cells were processed for western blot analysis of LC3B. Actin was used as a 
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loading control. Graphs represent the LC3B-II/actin ratios obtained by densitometric analysis 

(n=3 ± s.e.m.), (C). Cells were stained for LC3B and analyzed by confocal microscopy. Graphs 

represent the number of LC3B dots per cell (n=3 ± s.e.m.), (D). Scale bar: 10µm. E-F. HEL 

cells were treated with ruxolitinib (1µM) and LB100 (2.5µM) for 2 hours in the presence or 

absence of bafilomycin (25nM) to monitor autophagy flux. Cells were processed for western 

blot analysis of P-STAT5, STAT5 and LC3B. Actin was used as a loading control. Graphs 

represent the LC3B-II/actin ratios obtained by densitometric analysis (n=3 ± s.e.m.), (E). Cells 

were stained for LC3B and analyzed by confocal microscopy. Graphs represent the number of 

LC3B dots per cell (n=3 ± s.e.m.), (F). G. CD34+ cells from JAK2V617F MPN patient samples 

were plated for colony forming assay in semi-solid medium supplemented or not with ruxolitinib 

(250nM) and LB100 (1µM). After 14 days, clonogenic potential was assessed by counting the 

number of BFU-E clones per dish. Data are represented as percent of control (n=4 ± s.e.m.). 

 

 

Figure S4. Autophagy inhibitor Lys05 enhances ruxolitinib efficacy in JAK2V617F cells 

in vitro and in vivo. A. HEL cells were treated or not with ruxolitinib (1µM) in the presence or 

absence of Lys05 (5µM). After 3 days, the number of cells was assessed by trypan blue 

exclusion counting (left panel; n=4 ± s.e.m.) and the percentage of cell death was determined 

by Annexin-V labelling and flow cytometry analysis (right panel; n=4 ± s.e.m.). B. CD34+ cells 

from JAK2V617F MPN patient samples were plated for colony forming assay in semi-solid 

medium supplemented or not with ruxolitinib (250nM) and Lys05 (1µM). After 14 days, 

clonogenic potential was assessed by counting the number of BFU-E clones per dish. Data 

are represented as percent of control (n=4 ± s.e.m.). C. HEL cells were injected in NSG mice 

and, after 14 days of the indicated treatments their spleens were collected.  
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DISCUSSION ET CONCLUSION 
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I. DISCUSSION : 

 

Au cours de ma thèse, deux articles ont été publiés montrant que le ruxolitinib augmente 

l’autophagie dans une lignée cellulaire qui exprime JAK2V617F (Ishida et al., 2018; Machado-

Neto et al., 2020). Ces deux travaux suggèrent qu’inhiber ce processus de dégradation 

augmente les effets cytotoxiques du ruxolitinib. Cependant, ces études n’ont pas évalué la 

contribution de l’autophagie dans la résistance au ruxolitinib dans des cellules de patients 

atteints de NMP ni évalué son rôle dans des modèles d’étude de la maladie in vivo. En outre, 

les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l’induction de l’autophagie par le ruxolitinib 

restaient à ce jour inconnus. 

Mon travail de thèse permet une meilleure caractérisation du rôle cytoprotecteur de 

l’autophagie en réponse au ruxolitinib et ce à travers l’utilisation de deux lignées cellulaires 

mais également de cultures primaires de cellules de patients atteints de NMP qui portent la 

mutation JAK2V617F. En effet, les expériences que j’ai menées démontrent pour la première 

fois que l’inhibition de l’autophagie sensibilise des cellules de patients au ruxolitinib. En 

parallèle, en montrant l’implication de la phosphatase PP2A dans ce processus, mes travaux 

permettent une meilleure connaissance des bases moléculaires qui régulent l’autophagie dans 

ce contexte. Nous avons également confirmé in vivo dans une étude princeps l’implication de 

l’autophagie dans la résistance au ruxolitinib. Cette étude apporte donc un rationnel pour le 

développement d’un essai clinique visant à déterminer l’efficacité de l’association du ruxolitinib 

avec un inhibiteur de l’autophagie ou de PP2A chez des patients atteints de NMP qui portent 

la mutation JAK2V617F. 

Plusieurs questions restent cependant ouvertes pour compléter cette étude et posent 

également les bases du développement de nouveaux projets de recherches. 

 

A. Etudier in vivo le caractère cytoprotecteur de l’autophagie 

dans des modèles murins de NMP : 

 

Au cours de ma thèse, j’ai évalué in vivo la relevance fonctionnelle d’une inhibition de 

l’autophagie, en combinaison avec le ruxolitinib, dans un modèle de xénogreffe de cellules qui 

expriment JAK2V617F dans des souris NSG. Dans ce modèle, le Lys05, un inhibiteur de 

l’autophagie de deuxième génération administré en combinaison avec le ruxolitinib, réduit la 

charge tumorale et prolonge significativement la survie des souris. Cette étude confirme ainsi 

in vivo le caractère cytoprotecteur de l’autophagie dans la réponse au ruxolitinib. Il était 

également intéressant d’étudier l’impact d’une inhibition de l’autophagie ou de son régulateur 

en amont PP2A dans la réponse au ruxolitinib dans un modèle murin de NMP JAK2V617F. Dans 

un tel modèle syngénique, des cellules hématopoïétiques murines qui portent la mutation 

JAK2V617F sont greffées en compétition avec des cellules saines dans des souris receveuses 
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préalablement irradiées. Ceci présente le double avantage de reproduire le phénotype d’une 

NMP humaine (myélopoïèse exacerbée, inflammation et splénomégalie) et de permettre de 

suivre in vivo l’évolution du clone malin au sein de l’hématopoïèse normale (Benlabiod et al., 

2022). J’ai dans ce modèle réalisé une expérience pilote afin d’étudier l’impact de la 

combinaison du ruxolitinib avec la chloroquine, le seul inhibiteur de l’autophagie actuellement 

approuvé en clinique, sur le contrôle du clone malin qui porte la mutation JAK2V617F et sur la 

réduction de la splénomégalie des souris. En accord avec la littérature actuelle rapportant les 

effets modestes du ruxolitinib in vivo (Austin et al., 2020), ce traitement en monothérapie réduit 

la splénomégalie des souris mais n’a pas permis de contrôler la charge tumorale (Figure 37A-

B). De plus, nos expériences ont révélé que l’autophagie n’était pas inhibée par la chloroquine 

dans les cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse des souris (Figure 37C). Nous ne 

pouvons donc pas conclure quant à un rôle de l’autophagie dans la résistance au ruxolitinib 

dans ce modèle. Similairement, dans un modèle murin de LMC qui exprime l’oncogène BCR-

ABL1, il a été montré que la chloroquine n’inhibait pas convenablement l’autophagie dans les 

cellules souches leucémiques situées dans la moelle osseuse (Baquero et al., 2019). En 

revanche, le Lys05 s’est révélé efficace pour inhiber l’autophagie in vivo dans ces cellules. Il 

serait donc intéressant d’évaluer l’impact d’un traitement au ruxolitinib en bithérapie avec un 

inhibiteur de l’autophagie efficace comme le Lys05, ou un inhibiteur de PP2A, sur le contrôle 

des signes de la maladie dans ce modèle.  

 

Le ruxolitinib entraîne une augmentation du flux autophagique in vitro dans des lignées 

cellulaires exprimant JAK2V617F et dans des cultures primaires de cellules de patients atteints 

de NMP qui portent cette mutation. Il serait également intéressant d’étudier in vivo l’impact de 

ce traitement sur l’autophagie. Pour cela, j’ai trié les cellules humaines JAK2-mutées à partir 

de moelles osseuses de souris xénogreffées qui avaient été traitées au ruxolitinib en 

combinaison ou non avec le Lys05. Le marquage de la protéine LC3 pour mesurer l’autophagie 

Figure 37 : Etude de la combinaison du ruxolitinib avec la chloroquine in vivo dans un modèle murin 

de NMP JAK2V617F. 

Des souris C57BL/6 préalablement irradiées ont été greffées avec un mélange de cellules hématopoïétiques 

qui portent la mutation JAK2V617F et de cellules saines. Une fois le phénotype de NMP établi, les souris ont été 

traitées au ruxolitinib, en combinaison ou non avec la chloroquine. Après 8 semaines de traitement, les souris 

ont été disséquées pour évaluer l’impact des traitements sur (A) le poids des rates et (B) la charge tumorale 

dans les progéniteurs hématopoïétiques de la moelle osseuse. (C) Les progéniteurs mutés ont ensuite été 

triés afin d’évaluer par western blot l’impact des traitements sur l’accumulation de la protéine LC3-II.  
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par microscopie à fluorescence sur ces cellules triées nécessite cependant d’être optimisé et 

n’a pas permis d’évaluer correctement les effets du ruxolitinib sur ce processus de 

dégradation. Pour pallier à cette limitation technique, nous pourrions tirer avantage des 

modèles murins de NMP et visualiser par diverses techniques (CytoID, suivi du marquage de 

la protéine LC3 par cytométrie en flux ou par imagerie en flux) l’impact du ruxolitinib sur 

l’autophagie dans les cellules qui portent la mutation JAK2V617F et dans les cellules sauvages. 

Ce modèle permettra ainsi de déterminer in vivo si le ruxolitinib augmente l’autophagie et ce 

spécifiquement dans les cellules malignes. De la même manière, il serait possible de 

constituer une base de données cliniques des patients atteints de NMP et d’analyser au 

laboratoire de manière systématique le flux autophagique à partir de prélèvements de sang 

périphérique ou de moelle osseuse de patients par cytométrie en flux, imagerie en flux ou 

CytoID. Nous pourrions ainsi déterminer si des corrélations existent entre les niveaux 

d’autophagie chez les patients et la résistance au ruxolitinib en clinique.  

 

B. Caractériser comment PP2A régule l’autophagie sous 

traitement au ruxolitinib : 

 

Nous démontrons que l’autophagie induite sous traitement au ruxolitinib est dépendante de 

la phosphatase PP2A. Les mécanismes moléculaires précis sont cependant toujours 

indéterminés. Dans la littérature, cette phosphatase a été impliquée dans le contrôle de 

l’autophagie à plusieurs niveaux. D’une part, PP2A réprime la signalisation PI3K/AKT en 

amont du complexe mTORC1 (Kim et al., 2009). Une activation de PP2A pourrait donc se 

traduire par une inhibition de la voie PI3K/AKT/mTORC1 et conduire à une activation de 

l’autophagie. D’autre part, l’autophagie est directement réprimée via la phosphorylation 

inhibitrice du complexe d’initiation ULK1 par mTORC1. PP2A régule directement ce complexe 

d’initiation en déphosphorylant des sites inhibiteurs sur les protéines ULK1 et ATG13 pour 

activer l’autophagie (Wong et al., 2015; Yeasmin et al., 2016). L’implication de PP2A dans la 

régulation spatio-temporelle de la protéase ATG4B pour permettre le bon déroulement du 

processus d’autophagie a également été documentée (Pengo et al., 2017). En effet, dans le 

cytosol, ATG4B sous sa forme active déphosphorylée clive le pré-LC3 néosynthétisé pour 

générer un réservoir cellulaire de LC3-I nécessaire au processus d’autophagie. En revanche, 

lorsque l’autophagie est activée, ATG4B est phosphorylé et inhibé par ULK1 à la membrane 

autophagosomes en cours d’expansion afin de favoriser l’ancrage sur ces vésicules du LC3 

sous sa forme liée à une phosphatidyléthanolamine (LC3-II). Enfin, PP2A déphosphoryle 

ATG4B pour permettre sa réactivation et ainsi favoriser le recyclage du LC3-II en LC3-I à la 

membrane des autophagosomes formés en cours de maturation. A travers cette régulation 

séquentielle de ATG4B dans l’espace et dans le temps, PP2A représente un acteur majeur 

dans le contrôle de l’autophagie. Enfin, cette phosphatase peut également contrôler 

l’autophagie au niveau transcriptionnel. La déphosphorylation du facteur de transcription TFEB 
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par PP2A induit sa translocation dans le noyau où il pourra alors activer la transcription de 

gènes impliqués dans la biogenèse des autophagosomes (Hasegawa et al., 2022; Martina and 

Puertollano, 2018).  

Des expériences complémentaires sont donc nécessaires pour déterminer quelles 

protéines de l’autophagie sont régulées par PP2A dans le contexte des NMP JAK2V617F traitées 

au ruxolitinib. Pour cela, nous proposons d’identifier les partenaires co-immunoprécipités de 

PP2A par spectrométrie de masse dans des cellules qui portent la mutation JAK2V617F en 

condition où l’autophagie est induite par le ruxolitinib. La recherche de protéines de 

l’autophagie au sein de l’interactome de PP2A nous permettra de déterminer à quel(s) 

niveau(x) cette phosphatase régule l’autophagie. Il serait également possible d’identifier des 

variations du statut de phosphorylation de protéines de l’autophagie dans des cellules de NMP 

qui expriment JAK2V617F traitées au ruxolitinib en combinaison avec un inhibiteur de PP2A. 

Nous pourrions d’une part d’étudier directement la phosphorylation de protéines candidates 

(ULK1, ATG13, ATG4b, TFEB) par une technique de western blot précédée ou non d’une 

étape d’électrofocalisation en gel 2D qui permet la séparation des protéines en fonction de 

leur poids moléculaire et de leur point isoélectrique qui dépend de leur statut de 

phosphorylation. D’autre part, nous pourrions déterminer le statut de phosphorylation de ces 

protéines candidates par la technique Phos-Tag. Cette approche consiste en l’ajout dans des 

extraits protéiques d’une sonde qui va affecter le profil de migration électrophorétique des 

protéines phosphorylées et permettre ainsi de visualiser leur statut de phosphorylation par 

western blot à l’aide d’anticorps dirigés contre les formes totales de ces protéines (Kinoshita 

et al., 2012). Enfin, cette étude pourrait être menée par une approche globale de 

phosphoprotéomique. 

Par ailleurs, PP2A correspond à une famille de plus de deux cents complexes 

hétérotrimériques composés d’une sous-unité catalytique, d’une sous-unité structurale et de 

l’une des nombreuses sous-unités régulatrices. La sous-unité régulatrice contrôle l’activité de 

PP2A en déterminant sa spécificité de substrat ou de localisation. Il a été montré que JAK2 

pouvait directement interagir avec PP2A pour l’inactiver (Yokoyama et al., 2001). Dans un 

modèle murin de cellules myéloïdes qui expriment JAK2V617F, il a été démontré que JAK2 

réprimait PP2A par une voie de signalisation PI3Kγ/PKC/SET. De plus, réactiver PP2A de 

manière pharmacologique avec le FTY720 a montré une forte activité antileucémique in vitro 

et in vivo (Oaks et al., 2013). Ces données semblent opposées à nos résultats qui montrent 

que l’inhibition de PP2A sensibilise les cellules de NMP JAK2V617F au ruxolitinib. Plusieurs 

PP2A peuvent avoir des effets opposés dans les NMP qui expriment JAK2V617F. La sous-unité 

régulatrice B56α de PP2A réprime l’activité du JAK2 muté alors qu’une sous-unité régulatrice 

B56γ favorise l’activation de JAK2V617F (Kawashima and Kirito, 2016). Nous pouvons donc 

spéculer que des complexes PP2A différents sont activés par le FTY720 et par le ruxolitinib. 

De manière intéressante, nous montrons que le FTY720 augmente l’autophagie dans une 

lignée cellulaire qui exprime JAK2V617F. Ce résultat confirme notre hypothèse selon laquelle 
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PP2A est un régulateur positif de l’autophagie dans les NMP. Le rôle potentiel de l’autophagie 

induite par le FTY720 dans la réponse à ce traitement n’a cependant pas été étudié. 

Il serait alors intéressant d’identifier la sous-unité régulatrice de PP2A responsable de 

l’induction de l’autophagie par le ruxolitinib. Pour cela, nous proposons de réaliser dans des 

cellules de NMP JAK2V617F un crible fonctionnel à l’aide d’une librairie de shARN dirigés contre 

les différentes sous-unités de cette phosphatase (Horizon Discovery #V3SH8353). 

L’identification des sous-unités régulatrices de PP2A dont la déplétion bloque l’autophagie 

induite par le ruxolitinib permettra une meilleure compréhension des bases moléculaires de ce 

processus.  

De manière générale, le ciblage de sous-unités régulatrices spécifiques de PP2A pourrait 

permettre de moduler des processus cellulaire précis, comme l’autophagie, et représenterait 

une stratégie prometteuse pour développer des thérapies potentiellement non toxiques. Des 

études qui se sont inspirées de la capacité de protéines virales à interagir avec des sous-

unités de PP2A ont ainsi conduit au développement de peptides à activité anti-tumorale dont 

le mécanisme d’action était dépendant du ciblage spécifique des sous-unités de cette 

phosphatase (Arrouss et al., 2013; Godet et al., 2011; Guergnon et al., 2006; Mitrus et al., 

2005). 

Ces résultats dans leur ensemble sont essentiels à la caractérisation des mécanismes 

moléculaires qui sous-tendent l’induction de l’autophagie par le ruxolitinib. Nous montrons que 

le ruxolitinib n’active pas l’autophagie dans des lignées cellulaires qui possèdent un JAK2 

sauvage. Par ailleurs, l’inhibition de l’autophagie ou de PP2A n’a pas augmenté la sensibilité 

au ruxolitinib dans des cellules hématopoïétiques saines. Ceci suggère que l’induction d’une 

autophagie cytoprotectrice dépendante de PP2A est un mécanisme propre aux cellules 

cancéreuses de NMP qui portent la mutation JAK2V617F. L’identification de tels mécanismes 

permettra à terme de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques plus spécifiques des 

cellules tumorales ce qui limitera les effets indésirables des inhibiteurs de JAK2. 

En effet, l’une des principales limitations du ruxolitinib en clinique est qu’il cible également 

le JAK2 sauvage ce qui entraîne l’inhibition de l’hématopoïèse normale et engendre 

l’apparition de cytopénies parfois sévères pouvant causer une interruption du traitement. La 

technique de greffe en compétition dans les modèles murins de NMP permettrait de déterminer 

in vivo si la stratégie thérapeutique que nous proposons augmente la spécificité du traitement 

vis-à-vis du clone malin. De la même manière, les prélèvements de cellules de patients dont 

nous avons disposé au cours de cette étude sont constitués d’un ensemble hétérogène de 

cellules mutées pour JAK2 et de cellules possédant JAK2 sauvage. Nous avons montré à 

partir de ces prélèvements que la combinaison du ruxolitinib avec des inhibiteurs de 

l’autophagie réduit significativement la capacité clonogénique de progéniteurs 

hématopoïétiques issus de patients atteints de NMP JAK2V617F. Dans ces expériences, la 

recherche de la mutation JAK2V617F par génotypage sur des clones individualisés permettrait 
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de révéler in vitro dans des cellules de patients si les traitements appliqués impactent 

préférentiellement ou non les clones mutés. 

 

C. Identifier comment l’autophagie participe aux mécanismes 

de résistance au ruxolitinib : 

 

Nous montrons que l’autophagie est impliquée dans la résistance thérapeutique au 

ruxolitinib dans les NMP JAK2V617F. Compte tenu de ces résultats, nous pouvons nous 

demander comment ce mécanisme de dégradation participe à la résistance au ruxolitinib.  

 

1. Rôle de l’autophagie dans le métabolisme énergétique : 

 

De par son rôle dans la dégradation de composants cellulaires, l’autophagie apporte 

différents substrats pour alimenter la glycolyse, la voie des pentoses phosphates ou le cycle 

de Krebs (Galluzzi et al., 2014; Rabinowitz and White, 2010). De plus, la dégradation sélective 

des mitochondries par mitophagie représente un mécanisme clé dans la régulation de la 

masse et de l’activité mitochondriale (Lemasters, 2005). L’autophagie représente donc un 

régulateur majeur du métabolisme énergétique. 

Il a été montré que les cellules de NMP qui portent la mutation JAK2V617F présentent une 

glycolyse élevée qui supporte la forte prolifération des cellules (Reddy et al., 2012). De la 

même manière, la respiration mitochondriale est augmentée dans les cellules mutées. Elle est 

notamment soutenue dans ces cellules par le métabolisme de la glutamine et des acides 

aminés ramifiés (Gu et al., 2019; Hattori et al., 2017; Zhan et al., 2015). Interférer avec ce 

métabolisme exacerbé réduit la prolifération et la survie cellulaire dans les NMP. Cependant, 

le ruxolitinib semble peu affecter la respiration mitochondriale (Rao et al., 2019). Ceci suggère 

la mise en place de mécanismes alternatifs qui maintiennent ces voies métaboliques actives 

sous traitement au ruxolitinib et permettent aux cellules de résister. L’autophagie constitue 

alors un candidat d’intérêt dans le contrôle de ces voies métaboliques sous traitement. Des 

travaux récents de mon équipe d’accueil dans des cellules de LAM mettent en évidence que 

la mitochondrie régule le flux autophagique pour ajuster ses apports en lipides alimentant le 

cycle de Krebs et la respiration mitochondriale (Bosc et al., 2020). La metformine, un inhibiteur 

de la respiration mitochondriale, inhibe ainsi également le processus d’autophagie dans les 

cellules de LAM. Dans des lignées cellulaires qui expriment JAK2V617F, cet inhibiteur augmente 

l’efficacité du ruxolitinib similairement aux inhibiteurs de l’autophagie (Kawashima and Kirito, 

2016; Machado-Neto et al., 2018), suggérant l’existence potentielle de liens entre l’autophagie 

et le métabolisme énergétique des NMP. Une hypothèse envisageable serait donc que 

l’autophagie induite par le ruxolitinib contrecarre les effets du traitement en maintenant un 

métabolisme énergétique élevé qui participe à la survie des cellules.  
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Pour répondre à cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier l’impact d’une inhibition de 

JAK2 par le ruxolitinib, en combinaison avec des inhibiteurs de l’autophagie, sur la masse et 

la fonction mitochondriale (respiration mitochondriale, production d’ATP, consommation de 

glucose, production de lactate par oxygraphie Seahorse). Une étude des flux métaboliques 

pourrait également être réalisée. Cette approche, basée sur un marquage isotopique des 

nutriments, permet de déterminer par spectrométrie de masse l’activité des différentes voies 

métaboliques et la contribution de ces voies dans la production de divers métabolites. Ces 

expériences pourront être menées dans des lignées cellulaires et des cellules de patients 

JAK2 mutés mais également ex vivo dans des modèles murins de NMP. 

Les premières expériences que j’ai menées montrent que le ruxolitinib tend à diminuer la 

masse mitochondriale dans une lignée cellulaire qui exprime JAK2V617F (Figure 38). Ce résultat 

semble indiquer que l’augmentation de l’autophagie par le ruxolitinib régule le métabolisme 

énergétique en augmentant la dégradation des mitochondries par mitophagie. Cependant, la 

diminution de la masse mitochondriale est toujours observée lorsque l’autophagie est inhibée 

pharmacologiquement avec la chloroquine ou le SAR405 (Figure 38). Le contrôle de la masse 

mitochondriale sous inhibition de JAK2 par le ruxolitinib semble donc indépendant du 

processus de mitophagie. Des expériences complémentaires sont cependant nécessaires 

pour évaluer le rôle de l’autophagie induite par le ruxolitinib dans le contrôle du métabolisme 

énergétique. 

 

2. Rôle de l’autophagie dans le maintien des CSH : 

 

Dans les modèles murins de NMP JAK2V617F, il a été montré que les CSH initiatrices de la 

maladie étaient résistantes au ruxolitinib (Austin et al., 2020). Le développement de stratégies 

thérapeutiques qui ciblent les CSH permettrait donc d’améliorer l’efficacité du ruxolitinib. C’est 

ce qui a été proposé avec l’IFNα qui active le cycle cellulaire, augmente le taux de ROS et 

accumule des dommages à l’ADN dans les CSH JAK2V617F. Cette drogue conduit alors à 

l’exhaustion des CSH et permet, en combinaison avec le ruxolitinib, d’améliorer la réponse 

cellulaire au traitement in vivo dans des modèles murins de NMP (Austin et al., 2020). Dans 

Figure 38 : Etude de l’impact de 

l’inhibition de JAK2V617F par le 

ruxolitinib, en combinaison ou non avec 

une inhibition de l’autophagie, sur la 

masse mitochondriale. 

Des cellules HEL ont été traitées pendant 

24h par le ruxolitinib (1µM) en combinaison 

ou non avec la chloroquine (20µM) ou le 

SAR405 (3µM) puis la massa 

mitochondriale a été déterminée par 

cytométrie en flux à l’aide de la sonde 

Mitotracker Green (n=2). 
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la LMC, une autre NMP caractérisée par la présence de l’oncogène BCR-ABL1, le rôle de 

l’autophagie dans la résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase ciblant cet oncogène est 

connu de longue date (Bellodi et al., 2009). Il a été montré dans ce modèle que les CSH 

leucémiques étaient résistantes à l’inhibition de cet oncogène (Kuntz et al., 2017). De manière 

intéressante, les CSH de LMC présentent un niveau d’autophagie élevé et l’utilisation du 

Lys05, un inhibiteur de l’autophagie de deuxième génération, promeut la sortie de quiescence 

et l’exhaustion de ces cellules initiatrices de la maladie (Baquero et al., 2019). Il a été montré 

dans ce même modèle qu’en réponse à une inhibition de l’autophagie, les CSH présentent 

une glycolyse inhibée, une augmentation de l’activité des mitochondries et une élévation des 

taux de ROS. La production accrue de ROS dans les CSH de LMC conduit à leur sortie de 

quiescence et à leur entrée en différenciation, ce qui les sensibilise à l’inhibition de BCR-ABL1 

(Ianniciello et al., 2021; Karvela et al., 2016). L’ensemble de ces données indique que, dans 

la LMC, les CSH initiatrices de la maladie présentent une autophagie basale élevée qui 

réprime la production de ROS et favorise le maintien en quiescence de ces cellules résistantes 

aux inhibiteurs de tyrosine kinase. 

De la même manière, il serait intéressant de déterminer si l’autophagie participe au maintien 

des CSH résistantes au ruxolitinib dans les NMP qui expriment JAK2V617F. Pour cela, nous 

proposons de développer un projet qui serait mené à la fois in vitro dans des cultures primaires 

de cellules de patients et in vivo dans des modèles murins de NMP. Ces modèles d’études 

complémentaires permettent en effet d’étudier à l’aide de marquages immunophénotypiques 

l’ensemble des compartiments de la myélopoïèse maligne. Il serait ainsi possible de 

caractériser le statut autophagique des CSH par cytométrie en flux (marquage de la protéine 

LC3, CytoID). De plus, nous pourrions étudier l’impact d’une inhibition de l’autophagie sur le 

métabolisme énergétique des CSH (taux de ROS, masse mitochondriale, respiration 

mitochondriale, production d’ATP, consommation de glucose, production de lactate) mais 

également sur la quiescence (mesure du cycle cellulaire par cytométrie en flux) et les capacités 

d’auto-renouvellement de ces cellules (test de dilution limite ex vivo, transplantations 

secondaires in vivo). 

L’ensemble de ces résultats permettrait de déterminer si dans les NMP exprimant JAK2V617F 

la résistance au ruxolitinib dépend des capacités de l’autophagie à maintenir un compartiment 

de CSH quiescentes et résistantes aux inhibiteurs de JAK. 

 

3. Rôle de l’autophagie dans la régulation de signaux de mort : 

 

La voie intrinsèque de mort cellulaire par apoptose est initiée par la présence de 

mitochondries perméabilisées qui ont perdu leur potentiel de membrane mitochondrial. En 

dégradant ces organites, l’autophagie participe à l’élimination de signaux pro-apoptotiques 

(Rodriguez-Enriquez et al., 2006). Il a été montré dans une lignée cellulaire humaine exprimant 

JAK2V617F qu’un traitement au ruxolitinib entraine une augmentation du pourcentage de 
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mitochondries perméabilisées dans les cellules (Machado-Neto et al., 2020). Dans ce 

contexte, l’ajout d’un inhibiteur de l’autophagie augmente significativement le pourcentage de 

cellules qui présentent des mitochondries altérées. L’autophagie induite par le ruxolitinib 

pourrait donc potentiellement être impliquée dans l’élimination de ces signaux de mort et 

permettre aux cellules de survivre. Des expériences complémentaires sont cependant 

requises pour confirmer cette hypothèse.  

Nous pourrions étudier, dans des cellules exprimant JAK2V617F, si un traitement au 

ruxolitinib augmente la dégradation des mitochondries par autophagie. Pour cela, il serait 

possible d’une part d’étudier la colocalisation de protéines mitochondriales avec des protéines 

de l’autophagie par microscopie à fluorescence (colocalisation LC3-TOMM20 ou « Proximity 

Ligation Assay ») mais également l’adressage des mitochondries dans les 

autophagolysosomes à l’aide de la sonde mt-Keima. Cette sonde, qui s’accumule dans la 

matrice mitochondriale, présente un changement de propriétés de fluorescence en fonction de 

l’acidité des compartiments dans lesquels elle se trouve. Elle permet ainsi d’évaluer la 

relocalisation des mitochondries du cytoplasme à pH neutre vers les lysosomes à pH acide au 

cours d’une activation du processus de mitophagie (Sun et al., 2017). D’autre part, nous 

proposons d’étudier par microscopie électronique la morphologie des autophagosomes et plus 

particulièrement la présence de mitochondries dans la lumière de ces vésicules sous 

traitement au ruxolitinib dans des cellules de NMP. Enfin, il serait intéressant de déterminer si 

le ruxolitinib entraîne une accumulation au niveau des autophagosomes de protéines 

mitochondriales (TOMM20, CoxIV) mais également de protéines impliquées dans la 

signalisation pro-apoptotique (Bad, Bax, Bid). Ces résultats pourront être visualisés par 

western blot ou par spectrométrie de masse à partir d’autophagosomes purifiés, technique à 

laquelle j’ai contribué au développement au sein du laboratoire (voir discussion partie E). 

Ces expériences sont nécessaires à une meilleure caractérisation du rôle de l’autophagie 

dans la résistance des cellules aux signaux de mort cellulaire induits par le ruxolitinib. 

 

4. Rôle de l’autophagie dans la signalisation oncogénique  

 

Dans d’autres hémopathies malignes, la présence d’oncogènes, comme BCR-ABL1 dans 

la LMC ou FLT3-ITD et KITD816V dans les LAM, active une autophagie pro-tumorale soutenant 

la prolifération des cellules (Colecchia et al., 2015; Dupont et al., 2022; Heydt et al., 2018; 

Larrue et al., 2019). Inhiber ce processus de dégradation permet alors de limiter la croissance 

tumorale dans ces pathologies. Nos travaux démontrent que l’autophagie est régulée en aval 

d’une inhibition de l’oncogène JAK2V617F dans les NMP. Cependant l’impact de la présence de 

la mutation de JAK2 sur ce processus catabolique n’a pas été étudié. Il serait donc intéressant 

de déterminer dans des lignées cellulaires de même fond génétique (cellules murines FDC-

P1 qui expriment les complexes EPO-R/JAK2WT ou EPO-R/JAK2V617F) si l’introduction de la 

mutation V617F de JAK2 affecte le flux autophagique. 
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Comme discuté précédemment, l’autophagie pourrait contribuer dans ces pathologies à un 

bon fonctionnement du métabolisme énergétique pour soutenir la prolifération des cellules 

mais aussi limiter le stress oxydant et favoriser le maintien des CSH initiatrices de la maladie. 

Il apparaît également que ce processus catabolique pourrait participer à la régulation de voies 

de signalisation oncogéniques. En effet, l’autophagie, ou plus précisément l’autophagosome, 

peut réguler de manière sélective la signalisation de certaines protéines. Deux mécanismes 

de régulation sont décrits : d’une part la séquestration de la protéine dans l’autophagosome, 

ce qui conduit à sa dégradation. Et d’autre part, une littérature émergente montre que la 

protéine peut être recrutée à la surface de l’autophagosome qui sert alors de plateforme pour 

initier ou maintenir des cascades de signalisation. Si la localisation en partie aux 

autophagosomes de BCR-ABL1 a été décrite dans la LMC comme étant responsable de 

l’initiation d’une cascade de signalisation oncogénique (Colecchia et al., 2015), celle de 

JAK2V617F n’a qu’en partie été suggérée dans les NMP (Cleyrat et al., 2014). 

L’un des mécanismes de résistance au ruxolitinib les mieux documentés est la réactivation 

sous traitement de voies de signalisation dépendantes des kinases JAK (Meyer, 2017). Cette 

réactivation dépend d’une formation réversible d’hétérodimères entre JAK2 et d’autres kinases 

JAK (Koppikar et al., 2012). Dans le but de palier à ces processus de réactivation, la 

caractérisation du rôle de l’autophagie dans la signalisation oncogénique de JAK2V617F pourrait 

permettre de développer de nouvelles approches thérapeutiques pour améliorer le ciblage des 

cellules tumorales.  

Au cours de cette étude, nous avons observé de manière hautement reproductible que 

l’inhibition des étapes tardives de l’autophagie par la bafilomycine entraînait une accumulation 

des formes phosphorylées des protéines JAK2, STAT5 et ERK1/2 sans pour autant modifier 

l’expression des formes totales de ces protéines (Figure 39A-B). Nous pouvons donc émettre 

l’hypothèse que JAK2V617F serait régulé par autophagie. Pour répondre à cette question, nous 

pourrions étudier dans un premier temps la localisation intracellulaire de JAK2 par des 

techniques classiques d’immunofluorescence et sa potentielle colocalisation avec des 

protéines de l’autophagie notamment par « Proximity Ligation Assay ». Puis, par microscopie 

électronique, nous pourrions étudier sa localisation exacte afin de déterminer si JAK2 est à 

l’intérieur ou à la surface des autophagosomes. Afin de comprendre comment 

l’autophagosome régule JAK2, par dégradation ou par contrôle de son activité, il serait 

possible d’analyser l’impact de la modulation de l’autophagie sur l’expression et/ou l’activation 

de JAK2, ceci à l’aide d’activateurs et d’inhibiteurs spécifiques de l’autophagie. Enfin, nous 

pourrions étudier la présence potentielle de protéines impliquées dans la signalisation de 

JAK2V617F au niveau des autophagosomes par une technique de purification de ces organelles 

(voir discussion partie E). L’ensemble de ces expériences, menées en présence ou non d’un 

traitement au ruxolitinib, permettra de déterminer si l’autophagie participe à la résistance au 

ruxolitinib en modulant la signalisation oncogénique de JAK2V617F. 
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5. Rôle de l’autophagie dans l’inflammation  

 

La présence de JAK2V617F est associée à un état d’inflammation chronique, caractérisée 

notamment par des taux élevés d’IL-6, qui favorise l’expansion du clone malin et aggrave les 

symptômes de la maladie chez les patients (Hermouet et al., 2015). L’inhibition de cette 

inflammation à l’aide d’agents immunomodulateurs est actuellement évaluée dans des essais 

cliniques en combinaison avec le ruxolitinib (Loscocco and Vannucchi, 2022). Plusieurs études 

établissent un lien étroit entre autophagie et inflammation dans les cancers (Poillet-Perez et 

al., 2021). En effet, l’autophagie peut notamment supporter par divers mécanismes la 

production de cytokines pro-inflammatoires pour favoriser la croissance des tumeurs. Par 

exemple, dans un modèle de cellules épithéliales transformées par l’expression de l’oncogène 

RAS, l’autophagie a été impliquée dans la production de l’IL-6, une cytokine qui favorise des 

processus d’invasion et de métastase (Lock et al., 2014). Dans les NMP qui expriment 

JAK2V617F, il serait intéressant de déterminer si l’autophagie est impliquée dans la mise en 

place de ce phénotype d’inflammation chronique. Nous proposons pour cela d’étudier in vitro 

dans des lignées cellulaires et des cultures primaires de cellules de patients qui expriment 

JAK2V617F ainsi que in vivo dans des modèles murins de NMP si l’inhibition de l’autophagie 

affecte la production de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 par une technique de 

« multiplex cytokine profiling ». Ainsi, nous pourrions déterminer si l’inhibition de l’autophagie 

augmente la sensibilité au ruxolitinib en bloquant cette inflammation chronique. Si tel est le 

cas, nous pourrions réaliser des expériences de complémentation en déterminant si un 

Figure 39 : Etude de l’impact d’une inhibition de l’autophagie sur la signalisation oncogénique 

de JAK2V617F. 

Les cellules HEL ont été traitées pendant 2 heures à la bafilomycine A1 (25nM) pour entrainer une 

accumulation des autophagosomes puis lysées. (A) Les niveaux d’expression et de phosphorylation 

des protéines indiquées ont été visualisés par western blot. (B) Les rapports des formes phosphorylées 

sur les formes totales des protéines JAK2, STAT5 et ERK1/2 ont été représentés (n=10). 
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traitement avec ces mêmes cytokines contrecarre les effets d’une inhibition de l’autophagie 

sur la sensibilité au ruxolitinib.  

 

D. Déterminer le rôle de l’autophagie dans le développement 

des NMP : 

 

1. Rôle de l’autophagie dans l’initiation de la maladie  

 

Récemment, des études in silico menées à partir de données de transcriptomique et de 

génomique de cellules de patients atteints de NMP JAK2V617F sont arrivées à la conclusion que 

la première CSH mutée apparaissait plusieurs décennies avant le diagnostic de la maladie 

(Van Egeren et al., 2021; Williams et al., 2022). Ces résultats sont en accord avec les données 

obtenues dans des modèles murins de NMP où la transplantation d’une seule CSH porteuse 

de la mutation JAK2V617F est suffisante pour induire un phénotype de NMP (Lundberg et al., 

2014). Ceci suggère cependant l’existence de mécanismes qui favorisent la survie de cette 

CSH et sa progression lente vers un phénotype de NMP. Il serait intéressant de déterminer si 

l’autophagie participe aux étapes précoces de développement du clone initial dans ces 

maladies. Ce processus de dégradation pourrait être impliqué dans le maintien et l’évolution 

du clone initial de par son rôle dans le contrôle du métabolisme énergétique et du stress 

oxydant (Ianniciello et al., 2021). L’autophagie pourrait également dégrader les molécules du 

CMH de classe I pour favoriser l’échappement immunitaire des CSH cancéreuses (Yamamoto 

et al., 2020) ou encore favoriser la production de facteurs circulants comme les cytokines qui 

contribuent à l’expansion des cellules tumorales (Lock et al., 2014). Pour étudier l’implication 

de l’autophagie dans l’initiation de la maladie, il serait intéressant de réaliser in vivo des 

expériences de transplantation en dilution limite de CSH mutées dans des souris receveuses 

traitées ou non avec des inhibiteurs de l’autophagie. Nous pourrions ainsi déterminer si le 

blocage de l’autophagie affecte la capacité de reconstitution de l’hématopoïèse des CSH 

cancéreuses et impacte le délai de développement d’une NMP. 

 

2. Rôle de l’autophagie dans l’évolution de la maladie  

 

La prise en charge des patients atteints de NMP représente un enjeu majeur en clinique. 

L’étude du rôle de l’autophagie dans ces pathologies permettrait de mieux appréhender les 

mécanismes biologiques qui soutiennent l’expansion du clone malin et pourrait permettre de 

limiter la survenue d’événements graves comme la transformation leucémique. L’autophagie 

protège les cellules saines de la transformation tumorale. À l’inverse, elle promeut la 

progression de tumeurs établies (Galluzzi et al., 2015; Joffre et al., 2021). Au cours de cette 

étude, j’ai établi que l’autophagie possède un rôle pro-tumoral dans les NMP JAK2V617F. 
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Cependant, sa contribution dans la progression de la maladie et son évolution en LAM ou en 

myélofibrose n’a jamais été étudié.  

Les modèles murins de NMP JAK2V617F peuvent développer, si la maladie est suffisamment 

prolongée, une myélofibrose secondaire à une PV ou TE initiale. Afin de déterminer si 

l’autophagie est impliquée dans l’évolution des NMP, nous pourrions tout d’abord déterminer 

si l’autophagie est modulée en fonction du stade de la maladie en évaluant, à différentes 

étapes de la maladie, à partir de prélèvements de cellules de moelle osseuse des souris, les 

niveaux d’autophagie. De plus, ces modèles permettront de visualiser si l’inhibition de 

l’autophagie affecte la chronologie d’évolution de la maladie en myélofibrose.  

Il serait également possible d’étudier des corrélations entre les niveaux d’autophagie chez 

les patients et l’évolution de la maladie à partir d’une banque de cellules de patients atteints 

de NMP collectées chez des patients présentant une PV, une TE ou une MFP et chez des 

patients où la maladie a évolué en myélofibrose ou en leucémie. 

 

E. Etude de l’autophagie dans la biologie des hémopathies 

malignes : 

 

Plus généralement, l’autophagie est impliquée dans la résistance thérapeutique des 

hémopathies malignes (Auberger and Puissant, 2017; Joffre et al., 2021). C’est notamment le 

cas d’inhibiteurs de tyrosine kinase comme l’imatinib et le crizotinib qui induisent une 

autophagie cytoprotectrice respectivement dans la LMC (Bellodi et al., 2009) et les lymphomes 

anaplasiques à grandes cellules (Mitou et al., 2015). De plus, l’autophagie est également 

impliquée en aval de l’expression d’oncogènes dans la survie et la prolifération des cellules 

tumorales dans diverses hémopathies malignes (Colecchia et al., 2015; Dupont et al., 2022; 

Heydt et al., 2018; Larrue et al., 2019). Nos résultats viennent donc compléter une littérature 

existante selon laquelle l’autophagie est une cible thérapeutique à inhiber dans les 

hémopathies malignes.  

 

Afin de déterminer de manière qualitative le rôle de l’autophagie dans la biologie de ces 

cancers du sang, il serait intéressant de déterminer le contenu des autophagosomes en 

fonction de l’expression d’oncogènes ou de divers traitements. En ce sens, pendant ma thèse, 

je me suis attaché à développer un protocole de purification des autophagosomes à partir de 

cellules leucémiques. Ce protocole a initialement été développé dans des hépatocytes de rat 

(Seglen and Brinchmann, 2010; Strømhaug et al., 1998). Il consiste en une première étape 

d’inhibition du flux autophagique avec la bafilomycine ou la chloroquine pour accumuler des 

autophagosomes. Par la suite, les cellules sont exposées à une pression augmentée en azote 

dans une chambre à cavitation, ceci permet une lyse mécanique des membranes plasmiques 

tout en conservant l’intégrité des organelles. La séparation des organelles se fait par une 

première étape de centrifugation différentielle pour éliminer les cellules intactes et les noyaux 
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puis par une seconde étape d’ultracentrifugation de la fraction post-nucléaire sur un gradient 

discontinu de Nycodenz. Ce protocole permet ainsi de collecter dans différentes fractions les 

autophagosomes et autolysosomes, les lysosomes et les mitochondries.  

Nous avons mis au point cette technique dans des cellules de LAM MOLM-14 qui portent 

la mutation FLT3-ITD, une mutation de mauvais pronostic retrouvée dans environ 25% des 

patients. Dans ces cellules, il a été montré que l’expression de FLT3-ITD induisait une 

augmentation de l’autophagie qui soutient la croissance tumorale in vitro et in vivo (Heydt et 

al., 2018). Dans un premier temps, il était nécessaire de valider ce protocole en visualisant par 

western blot l’enrichissement de marqueurs des organelles dans les différentes fractions 

collectées (Figure 40A). Ainsi, nous avons observé que la fraction autophagosomale présentait 

un bon enrichissement en protéines de l’autophagie comme LC3-II ou p62 tout en présentant 

un contenu réduit en protéines du noyau (E2F1), du RE (IP3R1), de la mitochondrie (CoxIV), 

des lysosomes (LAMP-2) ou du cytosol (IκBα). Nous avons ensuite cherché à caractériser 

morphologiquement le contenu de notre fraction d’intérêt par microscopie électronique à 

transmission (Figure 40B). Par cette approche, nous avons pu observer que cette fraction 

présentait un enrichissement en vésicules à double membrane, qui correspondent à des 

autophagosomes. En conclusion, ce protocole, qui nécessite néanmoins encore d’être 

optimisé, permet l’enrichissement en autophagosomes à partir de lysats de cellules MOLM-

14. Il permettra ainsi à mon équipe de caractériser qualitativement l’autophagie dans les 

hémopathies malignes.  

Nous proposons maintenant de déterminer l’impact de l’expression de FLT3-ITD et de son 

inhibition pharmacologique sur le contenu des autophagosomes en purifiant ces organelles 

dans des lignées cellulaires qui expriment FLT3 sauvage ou FLT3-ITD muté en présence ou 

non d’inhibiteurs de cet oncogène. Une analyse globale par spectrométrie de masse permettra 

une identification des protéines localisées à l’autophagosome en fonction de l’expression et 

de l’activité de FLT3-ITD. Dans le but de déterminer avec précision le rôle de l’autophagie 

dans la régulation des protéines identifiées, nous proposons d’étudier leur localisation exacte, 

à l’intérieur des autophagosomes pour être dégradées ou à leur surface pour exercer leur 

fonction, à l’aide de tests de protection à la protéinase K. Ces approches nous permettraient 

ainsi de déterminer comment l’autophagie participe à la biologie des LAM qui expriment FLT3-

ITD.  

A terme cette méthode pourra être menée dans d’autres hémopathies malignes en fonction 

de l’expression d’oncogènes et de divers traitements comme par exemple un traitement au 

ruxolitinib dans les NMP JAK2V617F. Ceci permettrait de déterminer si l’autophagie participe au 

contrôle de cascades de signalisation oncogéniques, à la régulation de protéines impliquées 

dans des processus comme le métabolisme énergétique, le stress oxydant, l’apoptose ou 

l’inflammation (voir discussion partie C). 
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II. CONCLUSION GENERALE : 

 

Dans ce travail, j’ai montré que l’axe PP2A-autophagie représente une nouvelle cible 

thérapeutique dans les NMP JAK2V617F. Une association du ruxolitinib avec des inhibiteurs de 

l’autophagie, ou du complexe hétérotrimérique PP2A qui régule ce processus en amont, 

permettrait d’obtenir une meilleure réponse ciblée sur le clone malin tout en épargnant les 

cellules hématopoïétiques saines. Dans ce contexte, l’autophagie pourrait participer à la 

résistance au ruxolitinib d’une part en régulant le métabolisme énergétique et la production de 

ROS ce qui favoriserait le maintien d’un compartiment de CSH cancéreuses et d’autre part en 

soutenant la signalisation oncogénique JAK2V617F ou en participant à l’établissement d’un 

phénotype d’inflammation chronique (Figure 41). Une meilleure compréhension du rôle de 

l’autophagie dans la biologie des NMP JAK2V617F ainsi que des mécanismes qui soutiennent 

la résistance de ces hémopathies malignes aux inhibiteurs de JAK permettrait de développer 

de nouveaux traitements dans ces pathologies. Ceci constitue un enjeu majeur en clinique 

pour limiter les effets secondaires liés aux traitements actuels et l’apparition de complications 

graves associées à ces pathologies comme l’évolution en myélofibrose ou en LAM.  

 

Figure 40 : Mise au point d’une méthode de purification des autophagosomes dans des cellules 

leucémiques. 

Les cellules MOLM-14 ont été lysées dans une chambre à cavitation puis les autophagosomes ont été isolés 

par ultracentrifugation sur gradient discontinu de Nycodenz. (A) Les fractions collectées ont été lysées afin 

d’analyser par western blot l’enrichissement de marqueurs de différents compartiments subcellulaires. (B). Les 

fractions correspondant aux autolysosomes et autophagosomes ont été regroupées et observées par 

microscopie électronique à transmission pour visualiser la morphologie des fractions subcellulaires isolées.  
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Figure 41 : Rôle de l’autophagie dans la résistance au ruxolitinib des NMP JAK2V617F. 

Suite à un traitement au ruxolitinib dans des cellules qui expriment JAK2V617F, la réactivation de la phosphatase 

PP2A conduit à l’induction d’une d’autophagie cytoprotectrice. Cette autophagie pourrait contrecarrer les effets 

du traitement d’une part en régulant ou en alimentant le métabolisme énergétique. Elle pourrait d’autre part 

limiter le stress oxydant et favoriser le maintien des CSH tumorales. Enfin, l’autophagie induite pourrait 

contribuer à la régulation de signaux apoptotiques ou encore de la signalisation oncogénique de JAK2V617F. 
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