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RÉSUMÉ 

Mécanisme d’action de l’interféron alpha dans les néoplasmes 
myéloprolifératifs 

Les néoplasmes myéloprolifératifs (NMP) classiques BCR-ABL négatifs sont des maladies du 

sang clonales et malignes qui regroupent 3 pathologies, la thrombocytémie essentielle, la 

polyglobulie de Vaquez et la myélofibrose qui est la plus grave. Elles sont dues à des 

dérégulations au niveau des cellules souches hématopoïétiques induites par des mutations 

de signalisation activant la voie JAK2/STAT. JAK2V617F est la mutation la plus récurrente mais 

des mutations dans les gènes codant soit pour le récepteur à la thrombopoïétine MPL soit la 

calréticuline (CALR) sont aussi retrouvées dans 30-40% des cas. Ces mutations entrainent 

une hyperproduction des cellules sanguines. Ce sont des maladies qui peuvent évoluer à plus 

ou moins long terme vers des leucémies aiguës secondaires souvent incurables. L’interféron 

alpha (IFNα) est l’un des rares traitements qui induit à la fois une normalisation des 

paramètres sanguins et une diminution des cellules mutées. Le but du projet est de 

comprendre son mécanisme d’action, pour l’heure inconnu, afin de l’améliorer. En effet, 

c’est un traitement à long-terme, certains patients répondent mal et d’autres restent 

résistants. Le premier objectif du projet est de comprendre l’effet de l’IFNα sur les différents 

compartiments de l’hématopoïèse à partir de patients traités en clinique. Le second objectif 

a pour but de comprendre les effets de l’IFNα sur la réponse moléculaire en fonction des 

autres mutations associées. Et enfin, le dernier objectif est d’étudier le mécanisme d’action 

de l’IFNα en comparant son effet de signalisation en présence de JAK2V617F et de CALRm. Ceci 

a été effectué en utilisant une cohorte de patients traités, des cellules primaires de patients 

et des modèles de lignées cellulaires. Au cours de la thèse, nous avons suivi en prospectif et 

en longitudinal une cohorte de patients traités et avons développé un modèle 

mathématique pour suivre les dynamiques des cellules mutées. Ainsi nous avons observé 

que les patients JAK2V617F répondent mieux que les patients CALRm et qu’il est préférable 

d’utiliser des doses élevées d’IFNα chez les patients JAK2V617F. Nous avons aussi inféré que ce 

traitement induit un épuisement des cellules souches mutées par un processus de 

différenciation. Nous avons également trouvé que l’IFNα agit de manière différente sur la 

dynamique des cellules progénitrices portant des mutations additionnelles dans des clones 

indépendants ou pas. En effet, les mutations modifiant l’épigénétique comme celles de TET2 

et DNMT3A semblent plus résistantes à l’IFNα quand elles ne sont pas associées à la 

mutation motrice. Ceci ouvre la voie à l’identification de certains mécanismes de résistance 

à l’IFNα. Sur le plan mécanistique nous avons montré que JAK2V617F amorce les effets de 

l’IFNα de façon plus importante qu’avec CALRm et continuons à investiguer plus en détail 

comment réguler ce phénomène. Notre projet a donc contribué à la compréhension du 

mécanisme utilisé par l'IFNα pour éliminer les cellules souches JAK2V617F et éventuellement 

CALRm. Il pourrait permettre à terme de prédire la réponse moléculaire des patients, 

d’identifier les patients potentiellement résistants et d’améliorer cette thérapie. 

Mots clés : IFNα, Néoplasmes myéloprolifératifs (NMP), JAK2V617F, CALRm 
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ABSTRACT 

Mechanisms of action of interferon alpha in myeloproliferative neoplasms 

Classical BCR-ABL negative myeloproliferative neoplasms (MPNs) are clonal and malignant 

blood diseases that include 3 diseases, essential thrombocythemia, polycythemia vera and 

myelofibrosis which is the most severe. They are due to deregulation of hematopoietic stem 

cells induced by signaling mutations activating the JAK2/STAT pathway. JAK2V617F is the most 

recurrent mutation, but mutations in the genes encoding the thrombopoietin receptor MPL 

or calreticulin (CALR) are also found in 30-40% of cases. These mutations lead to an 

overproduction of blood cells. These diseases can progress in the long term to secondary 

acute leukemia with dismal prognosis. Interferon alpha (IFNα) is one of the rare treatments 

that induce both a normalization of blood parameters and a decrease in mutated cells. The 

aim of the project is to understand its mechanism of action, which is currently unknown, in 

order to improve it. Indeed, it is a long-term treatment, some patients respond poorly and 

others remain resistant. The first objective of the project is to understand the effects of IFNα 

on the different compartments of the hematopoiesis from patients treated in clinic. The 

second objective is to understand the effects of IFNα on the molecular response according to 

other associated mutations. And finally, the last objective is to study the mechanism of 

action of IFNα by comparing the signaling effect of JAK2V617F and CALRm. This was done using 

a cohort of treated patients, primary patient cells and cell line models. During the thesis, we 

prospectively followed a cohort of treated patients and developed a mathematical model to 

follow the dynamics of mutated cells. We observed that JAK2V617F patients respond better 

than CALRm patients and that it is preferable to use high doses of IFNα in JAK2V617F patients. 

We inferred that this treatment induces depletion of mutated stem cells by a differentiation 

process. We also found that IFNα acts differently on the dynamics of progenitor cells 

carrying additional mutations in independent and non-independent clones. Indeed, 

epigenetic-modifying mutations such as those in TET2 and DNMT3A appear to be more 

resistant to IFNα when not associated with the driver mutation. This opens the way to 

identify some mechanisms of IFNα resistance. Mechanistically we have shown that JAK2V617F 

primes the effects of IFNα to a greater extent than with CALRm and continue to investigate in 

more detail how to regulate this phenomenon. Our project has thus contributed to the 

understanding of the mechanism used by IFNα to eliminate JAK2V617F and eventually CALRm 

stem cells. It may ultimately allow us to predict the molecular response of patients, identify 

potentially resistant patients and improve this therapy.  

Keywords: IFNα, Myeloproliferative neoplasms (MPNs), JAK2V617F, CALRm 
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INTRODUCTION 

I. HÉMATOPOÏÈSE  

1. Généralités 

Le sang représente 8% de la masse corporelle d’un individu. Il a différentes fonctions comme 

le transport de nutriments à travers l’organisme ainsi qu’un rôle de prévention des 

hémorragies et des infections grâce aux éléments figurés du sang. Les cellules qui le 

composent, comme les globules rouges (GR), les globules blancs (GB), et les plaquettes, ont 

une durée de vie limitée. Elles doivent donc être renouvelées en permanence. C’est à partir 

des cellules souches hématopoïétiques (CSH) que chaque jour plus de 300 milliards de 

cellules sanguines sont produites. Pour se faire, les CSH entament un processus appelé 

hématopoïèse qui permet grâce à des phénomènes de prolifération et de différenciation de 

donner toutes les cellules circulantes dans le sang. Ainsi, les CSH donnent naissance aux 

progéniteurs immatures puis aux progéniteurs engagés vers la lignée lymphoïde ou 

myéloïde, eux-mêmes se différencient ensuite en précurseurs (premières cellules 

morphologiquement reconnaissables). Enfin ceux-ci entament une dernière phase de 

maturation en cellule terminale. 

Au cours de la vie d’un individu, on distingue deux types de processus, l’hématopoïèse 

primitive et l’hématopoïèse définitive au cours de la vie embryonnaire, fœtale puis adulte. 

L’hématopoïèse primitive a lieu au début du développement embryonnaire dans le sac 

vitellin. Elle permet la production d’érythroblastes et de macrophages nécessaires à la survie 

de l’embryon. C’est ensuite au niveau de l’aorte-gonade-mesonephros (AGM) que débute 

l’hématopoïèse définitive caractérisée par la production des CSH. Ces CSH vont ensuite 

migrer vers le foie fœtal, prendre place dans la rate puis finir dans la moelle osseuse qui 

devient la niche principale des CSH tout au long de la vie d’un individu chez l’Homme 

(Galloway et Zon 2003; Vanuytsel, Steinberg, et Murphy 2019).    
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2. Des cellules souches aux progéniteurs 
hématopoïétiques 

a. Propriétés des CSH 

L’hématopoïèse a été classiquement décrite comme un système hiérarchique et pyramidal 

où l’on trouve à son sommet les CSH. Ces cellules sont définies par leurs capacités 

d’autorenouvellement et de multipotence puisqu’elles peuvent donner toutes les cellules 

hématopoïétiques qui composent le sang. Chez l’Homme on estime que leur nombre varie 

entre 50 et 250 000 (Lee-Six et al. 2018) et qu’il est maintenu de façon à peu près constante 

à l’âge adulte.  

Les CSH au niveau de la moelle osseuse sont majoritairement quiescentes, c’est-à-dire dans 

un état de dormance. Elles ne sont pas en cycle et ne se divisent pas. C’est grâce à leur 

environnement, aux facteurs extrinsèques et intrinsèques qu’elles sont capables de 

maintenir cet état de quiescence. Certaines cytokines jouent notamment un rôle important 

dans le maintien en quiescence de ces cellules, c’est le cas du SCF (Stem Cell Factor) et de la 

thrombopoïétine (TPO) (Hong et Natalija 2007). En présence d’autres stimuli (expression de 

certains gènes, stress, cytokines etc.) la CSH peut entrer en cycle cellulaire et se diviser de 

façon à produire de nouvelles CSH. En effet, la CSH est capable de produire des cellules filles 

identiques à elle-même, c’est une de ses caractéristiques principales : l’autorenouvellement. 

C’est ce qui permet de garder un nombre de CSH constant chez un individu. Elle peut 

également se différencier en donnant des progéniteurs qui vont perdre en capacité 

d’autorenouvellement et s’engager un peu plus vers un lignage spécifique. La CSH peut se 

diviser de trois façons différentes. Elle peut se diviser de façon symétrique en donnant deux 

cellules filles identiques à la cellule de départ permettant ainsi l’expansion du compartiment 

de CSH. Elle est capable aussi de se diviser de façon asymétrique en donnant deux cellules 

filles différentes : l’une identique à la cellule mère, avec des caractéristiques de CSH et 

l’autre qui est différenciée en progéniteur. De cette façon, la CSH contribue au maintien du 

compartiment CSH et en même temps à l’hématopoïèse. Enfin, la CSH peut entreprendre au 

cours du cycle cellulaire une division symétrique en donnant cette fois-ci deux cellules filles 

différenciées (figure 1) (Morrison et Kimble 2006; Nakamura-Ishizu, Takizawa, et Suda 2014). 

Deux études récentes chez la souris ont montré que les divisions symétriques indifférenciées 

prédominent au sein du pool de CSH, représentant 80 à 100 % de toutes les divisions de CSH 
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(Barile et al. 2020; Ito et al. 2016). Une autre étude récente a pu estimer le nombre de 

divisions symétriques des CSH par an. En effet, les télomères des CSH se raccourcissent lors 

de la mitose de 30 à 100 pb par division cellulaire, et constituent donc un moyen d'estimer le 

nombre de divisions cellulaires qu'une CSH a subies. Ainsi, en analysant la longueur des 

télomères après séquençage par whole genome sequencing (WGS) de colonies de 

progéniteurs, Mitchell et al. ont estimé le nombre de divisions cellulaires symétriques à 1 ou 

2 divisions par an au maximum chez l’Homme (Mitchell et al. 2022). 

 

Figure 1 :  Les différents types de division cellulaire de la CSH 
La CSH quiescente peut devenir active et entreprendre un cycle cellulaire. Elle peut se diviser de trois façons 
différentes : 1) de façon symétrique en donnant deux CSH, 2) de façon asymétrique en donnant une CSH et un 
progéniteur multipotent (MPP), 3) de façon symétrique mais en donnant deux cellules différenciées en MPP 
(Nakamura-Ishizu, Takizawa, et Suda 2014).  

Parmi les CSH on distingue deux sous-catégories : les LT-CSH (Long-term CSH) et les ST-CSH 

(short-term CSH). Les LT-CSH démontrent la plus grande capacité d’autorenouvellement, ce 

sont ces cellules qui sont responsables du maintien de l’hématopoïèse tout au long de la vie 

d’un individu. Elles sont considérées comme majoritairement à l’état de quiescence 

contrairement aux ST-CSH qui sont actives et ont une plus grande capacité de différenciation 

(figure 2). Les ST-CSH se distinguent des LT-CSH par une capacité d’autorenouvellement 

moins importante que les LT-CSH et par conséquent une capacité de repopulation de 

l’hématopoïèse à plus court terme. 
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Figure 2 :  Stades de différenciation des cellules souches hématopoïétiques.  
Les CSH quiescentes entrent en cycle cellulaire et vont se diviser soit pour s’autorenouveler soit pour se 
différencier en CSH capables de contribuer à l’hématopoïèse à plus court terme (ST-CSH). Ces cellules en se 
différenciant vont donner des progéniteurs multipotents qui vont se différencier vers des progéniteurs puis 
précurseurs plus engagés vers un lignage. 

Les ST-CSH se différencient en progéniteurs hématopoïétiques multipotents (MPP : 

Multipotent progenitor), capables à priori de donner toutes les cellules des lignées 

lymphoïdes et myéloïdes.  

b. Caractérisation fonctionnelle des CSH et progéniteurs  

Les CSH et les progéniteurs sont des cellules hétérogènes et sont d’un point de vue 

morphologique très proche. Ces cellules ont d’abord été identifiées par des tests 

fonctionnels. En 1961, Till et McCulloh sont les premiers à mettre en évidence ces cellules 

via des tests in vivo de greffe de moelle osseuse de souris dans des souris receveuses 

irradiées de façon létale (Till et McCULLOCH 1950). Grâce à ces expériences ils ont montré 

que des colonies de cellule s’étaient formées dans la rate provenant de la moelle des souris 

donneuses qu’ils nomment alors CFU-S (Colony Forming Unit-Spleen).  

Quelques années après, Bradley et Metcaff ont réalisé des expériences in vitro qui consistent 

à mettre en culture semi-solide de la moelle de souris en présence de différents substrats. Ils 

ont ainsi démontré que les cellules provenant de la moelle de ces souris étaient capables de 

former des colonies et que la pousse de ces cellules qu’ils nomment CFC (Cell forming 

colony) dépendait de facteurs de croissance appelés CSF (Colony Stimulating Factor)(Bradley 

et Metcalf 1966).  
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Par la suite, différents types de progéniteurs ont été décrits selon le type de cellules matures 

qu’ils sont capables de produire in vitro grâce à des tests clonogéniques en milieu semi-

solide. Ainsi il a été démontré l’existence de progéniteurs multipotents nommés CFU-GEMM 

capables de produire des colonies hétérogènes comprenant des granulocytes, des 

érythrocytes, des macrophages et des mégacaryocytes. Ce type de progéniteurs peut se 

différencier et donner des progéniteurs plus engagés qui vont être capables de se 

différencier pour donner les cellules hématopoïétiques matures (figure 3). 

 

Figure 3 :  Identifications des CSH et progéniteurs d'après les tests 
fonctionnels.  
Les CSH sont capables de se différencier pour donner différents progéniteurs multipotents qui vont se 
différencier pour donner les cellules matures du sang. CSH : cellules souches hématopoïétiques ; CFU : Colony 
forming Unit ; GEMM : Granulocyte Erythrocyte Macrophage Monocyte ; Lympho : Lymphocyte ; BFU-E : Burst 
Forming Unit – Erythrocyte ; CFU-E : Erythrocyte ; MK : Mégacaryocyte ; GM : Granulocyte/Monocyte ; M : 
Monocyte ; G : Granulocyte ; Eo : Eosinophile ; Baso : Basophile ; LB : Lymphocyte B ; NK : Natural Killer ; LT : 
Lymphocyte T. 

Pour caractériser les différents types de progéniteurs et CSH chez l’Homme, les tests 

fonctionnels sont également utilisés soit en réalisant des cultures à long terme (LTC-IC) ou en 

greffant des cellules humaines dans des souris immunodéficientes (NOD/SCID). À travers ces 

tests fonctionnels, la caractérisation des CSH et progéniteurs se fait a posteriori, c’est-à-dire 

après plusieurs jours/semaines de culture ou après greffe. Bien que ces tests restent une 

référence, l’utilisation de marqueurs de surface permet de les caractériser plus facilement.  
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c. Caractéristiques phénotypiques des CSH et 
progéniteurs : les marqueurs de surfaces 

Au cours de la différenciation, les cellules perdent ou acquièrent l’expression de différentes 

glycoprotéines membranaires appelées CD pour cluster de différenciation. Ainsi, on peut 

utiliser un certain nombre de marqueurs pour identifier des populations de CSH et 

progéniteurs selon leurs niveaux de différenciation. Grâce à la cytométrie en flux et à la 

production d’anticorps monoclonaux, l’expression de ces marqueurs à la surface des cellules 

est largement utilisée pour les caractériser et étudier les différents types de progéniteurs 

hématopoïétiques (tableau 1).   

Tableau 1 :  Expression des marqueurs de surface des CSH et des progéniteurs  
hématopoïétiques  chez l ’Homme  

Cellules souches hématopoïétiques (CSH) CD34+, CD90+, CD49f+, CD45RA-, CD38- 

Progéniteurs multipotents (MPP) CD34+, CD90-, CD49f-, CD45RA-, CD38- 

Progéniteurs engagés (CMP) CD34+, CD90-, CD49f-, CD45RA-, CD38+ 

Tout d’abord, pour distinguer les progéniteurs, on utilise le marqueur CD34 qui est exprimé 

à la surface des progéniteurs et des CSH chez l’Homme contrairement aux précurseurs et 

cellules matures. L’expression de la protéine Thy1 (CD90) (Majeti, Park, et Weissman 2007), 

permet de discriminer une sous population de CD34+ enrichie en CSH (CD34+, CD90+). 

Lorsque les cellules se différencient, elles perdent l’expression du CD90 ce qui permet 

d’identifier une population de progéniteurs plus différenciée (CD34+, CD90-). Il existe 

d’autres marqueurs utilisés pour avoir une population riche en CSH, notamment avec 

l’expression du marqueur CD49f et l’absence d’expression du marqueur CD45. Il reste 

toutefois difficile d’étudier les CSH directement chez l’Homme étant donné l’absence de 

marqueurs permettant un enrichissement au-delà de 10 à 20% et leur localisation dans la 

moelle.  

De la même façon, les MPP acquièrent l’expression du marqueur CD38 en se différenciant en 

progéniteurs engagés. Les progéniteurs engagés vers un lignage ont des caractéristiques 

différentes bien qu’ils expriment des marqueurs communs (CD34+, CD38+). Les progéniteurs 

CD34+, CD38+ regroupent deux types de progéniteurs : les progéniteurs lymphoïdes 

communs (CLP : common lymphoid progenitors) et les progéniteurs myéloïdes communs 

(CMP : common myeloid progenitors). Ces progéniteurs ont des capacités de différenciation 
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restreintes par rapport aux MPP et peuvent se différencier comme leur nom l’indique soit 

vers la lignée lymphoïde soit vers la lignée myéloïde.  

d. Modèle de l’hématopoïèse du modèle classique au 
modèle continue 

L’hématopoïèse est étudiée depuis des années et de nombreux travaux ont pour but de 

caractériser les stades de différenciations qui permettent de passer des CSH aux cellules 

matures. Grâce aux avancées de la recherche et à l’émergence de nouvelles technologies, le 

modèle classique de l’hématopoïèse des années 2000 s’est complexifié. Dans ce modèle 

(figure 4a), la première distinction se fait au niveau des progéniteurs lymphoïdes communs 

CLP et progéniteurs myéloïdes communs CMP. Les CMP se subdivisent ensuite en 

progéniteurs érythro-mégacaryocytaires (MEP) ou en progéniteurs granulo-monocytaires 

(GMP). Dans les années 2005 à 2015, l’identification de nouveaux marqueurs de surface 

ajoute des stades de différenciation intermédiaires, démontre une hétérogénéité dans les 

MPP et inclut également une association entre les lignées lymphoïdes et myéloïdes plus 

tardives dans la différenciation (figure 4b).  

 
Figure 4 :  Schéma de l 'hématopoïèse Classique et modèles révisés  (Laurenti  
et Göttgens 2018)  
(a) Modèle classique de l’hématopoïèse des années 2000. Chaque population est définie comme un groupe de 
cellules homogènes avec un potentiel de différenciation et caractéristiques communs. (b) Modèle de 
l’hématopoïèse des années 2005 à 2015. Ce modèle introduit une population de cellules intermédiaires des 
CSH (ou HSC) nommée IT-HSC, une hétérogénéité au niveau des MPP (MPP2, MPP3, MPP4) selon leurs biais ou 
non vers les lignées myéloïdes et lymphoïdes ainsi qu'un branchement commun entre les lignées lymphoïdes et 
myéloïdes plus tardif (EoBP/GMP). (c) Modèle de différenciation continue de l’hématopoïèse à partir de 2016. 
Chaque rond orange représente une cellule unique qui prend une trajectoire vers un lignage spécifique en 
entreprenant un processus de différenciation continue sans démarcation.  
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Après 2015, l’utilisation de méthodes d’analyse à l’échelon unicellulaire bouleverse les 

visions précédentes de l’hématopoïèse (Laurenti et Göttgens 2018). D’une part, des études de 

greffes en dilution limite ou à 1 cellule ont montré qu’il existe une hétérogénéité de CSH 

capable de générer des lignées différentes comme par exemple des CSH avec des capacités 

lymphoïdes et myéloïdes différentes ou des CSH biaisées plaquettes (Dykstra et al. 2007; 

Sanjuan-Pla et al. 2013). D’autre part, ces résultats sont supportés par des études 

transcriptomiques à l’échelle de la cellule unique (single-cell RNAseq) qui montrent que le 

compartiment des CSH est une population hétérogène en termes d’expression génique et de 

trajectoire hématopoïétique. De plus, ces cellules auraient un potentiel de différenciation 

vers un lignage unique qui à l’échelle du compartiment apparaissent multipotentes. Enfin, la 

destinée de ces cellules vers un lignage en particulier se ferait sans franchissement de stades 

majeurs mais via un continuum d’états cellulaires corrélés à des changements mineurs 

d’expression génique. Ainsi ces études fonctionnelles et de profils transcriptomiques à 

l’échelon unicellulaire permettent de proposer un nouveau modèle dans lequel 

l’engagement spécifique des CSH vers une lignée serait en réalité un processus continu 

(figure 4c).  
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3. La lignée myéloïde  
La lignée myéloïde est la lignée cellulaire qui permet la production des GR, des plaquettes, 

des granulocytes, des monocytes et des macrophages. Les CMP peuvent se différencier en 

progéniteurs érythro-mégacaryocytaire (MEP) ou en progéniteur granulo-monocytaire 

(GMP). Les MEP sont des progéniteurs oligopotents, c’est-à-dire qu’ils ont la faculté de se 

différencier vers deux lignées différentes en présence de facteur de croissance spécifique : la 

lignée érythrocytaire et la lignée mégacaryocytaire (figure 5).  

 

Figure 5 :  Schéma classique de l 'hématopoïèse  
Les CSH se différencient en progéniteurs multipotents (MPP) qui vont se différencier soit vers les lignées 
myéloïdes (CMP) soit vers les lignées lymphoïdes (CLP). On distingue ces différents types de progéniteurs par 
cytométrie en flux à l’aide de marqueurs de surface spécifiques (CD34, CD90, CD49, CD38). Grâce à différents 
facteurs de croissance/cytokines (SCF, TPO, IL3, FLT3, GM-CSF, EPO, G-CSF), les progéniteurs vont s’engager 
vers un ou plusieurs lignages de façon à produire les cellules matures qui composent le sang.  
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a. Mégacaryopoïèse 

La mégacaryopoïèse est un processus qui permet la production de plaquettes dans le sang. 

Ce processus est régulé en grande partie par la TPO, une hormone produite par le foie, qui 

se fixe sur son récepteur MPL (myeloproliferative leukemia virus) et qui permet la 

différenciation vers la lignée mégacaryocytaire à partir des CSH en passant par les MPP, les 

CMP, les MEP et le progéniteur mégacaryocytaire (MkP). Les MkP vont ensuite se 

différencier en mégacaryoblastes et maturer en mégacaryocyte via des processus 

d’endomitoses successives. Puis les mégacaryocytes vont former des prolongements 

membranaires ou proplaquettes qui vont se fragmenter en plaquettes à l’aide du flux 

sanguin. Bien que le schéma classique de l’hématopoïèse définisse la mégacaryopoïèse 

comme une succession de différenciation de cellules en partant de la CSH via les MEP 

jusqu’aux mégacaryocytes, certains papiers démontrent qu’il y aurait des voies de 

différenciation alternatives permettant la production de mégacaryocyte plaquettogène. Ce 

processus permettrait directement de passer d’une CSH biaisée mégacaryocytaire vers un 

mégacaryocyte (Notta et al. 2016; Rodriguez-Fraticelli et al. 2018; Sanjuan-Pla et al. 2013).  

b. Érythropoïèse  

L’érythropoïèse est le processus conduisant à la production des hématies (ou GR). Elle est 

largement régulée par l’érythropoïétine (EPO), une cytokine produite de façon plus 

prépondérante par le rein, qui joue un rôle majeur particulièrement dans les étapes plus 

tardives de l’érythropoïèse à partir du stade de progéniteurs CFU-E. Les MEP contiennent 

des progéniteurs érythroblastiques (BFU-E et CFU-E) qui vont d’abord se différencier en 

précurseurs érythrocytaires ou proérythroblastes. Les proérythroblastes vont entreprendre 

un certain nombre de divisions cellulaires avec différents stades de différenciation, allant 

des érythroblastes basophiles aux érythroblastes acidophiles avec accumulation 

d’hémoglobine. Vient ensuite l’énucléation des érythroblastes appelés réticulocytes qui sont 

dépourvus de noyau. Ces réticulocytes passent dans le sang et forment les globules rouges 

qui assurent le transport de l’oxygène dans le sang, des poumons jusqu’aux organes.  
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c. Granulopoïèse 

La granulopoïèse neutrophile est le processus conduisant à la production des cellules 

polynucléaires neutrophiles (PNN) qui représentent plus de 70% des cellules de la moelle. 

Comme il a été dit ci-dessus, les CMP peuvent se différencier en MEP mais également en 

GMP qui sont les progéniteurs communs aux lignées monocytaires et granulocytaires. Ces 

cellules jouent un rôle important dans l’immunité innée et permettent de combattre les 

infections par des agents pathogènes étrangers. Les GMP, sous le contrôle du G-CSF, vont se 

différencier en myéloblastes. C’est la première étape de différenciation propre à la lignée 

granulocytaire. Au fur et à mesure des étapes de différenciation et de maturation, les 

cellules acquièrent des granules et vont commencer à fragmenter leurs noyaux. Les 

myéloblastes diffèrent des progéniteurs par la présence de granules dans le cytoplasme. Ils 

vont ensuite se différencier en promyélocytes puis en myélocytes qui maturent en 

métamyélocytes (Cowland et Borregaard 2016). Ces derniers donnent naissance après 

segmentation du noyau aux polynucléaires neutrophiles. La granulopoïèse permet 

également la génération des polynucléaires basophiles et éosinophiles. 

L’hématopoïèse est un processus complexe qui démarre de la CSH pour produire toutes les 

cellules du sang au cours de la vie d’un individu. Pour cela, la CSH entreprend plusieurs étapes 

de prolifération et de différenciation qui peuvent se retrouver altérées. Cela peut entrainer 

des dérégulations de l’hématopoïèse impactant une ou plusieurs lignées hématopoïétiques et 

conduire à l’apparition d’hémopathies comme pour les néoplasmes myéloïdes et plus 

précisément les néoplasmes myéloprolifératifs.      
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II.  NÉOPLASMES MYÉLOPROLIFÉRATIFS  

1. Classification des hémopathies malignes 
myéloïdes  

Les hémopathies malignes myéloïdes sont des maladies caractérisées par un 

dysfonctionnement au niveau des CSH qui conduit à une hématopoïèse clonale impactant 

une ou plusieurs lignées myéloïdes. Ces différentes pathologies sont classées selon des 

caractéristiques cliniques qui définissent la maladie mais prennent également en compte des 

biomarqueurs tels que des mutations spécifiques ou bien encore des gènes de fusion. La 

classification de ces différentes pathologies a été récemment mise à jour selon l’organisation 

mondiale de la santé (OMS) et est organisée en 9 catégories (tableau 2) (Khoury et al. 2022).  

Tableau 2 :  Classif ication des néoplasmes myéloïdes selon l 'organisation 
mondiale de la santé (OMS) (2022)  

1. Hématopoïèse clonale (HC) 

2. Néoplasme myéloprolifératif (NMP) 

 
2.1 Leucémie myéloïde chronique, BCR-ABL1 positive (LMC) 

 
2.2 Polyglobulie de Vaquez (PV) 

 
2.3 Thrombocytémie essentielle (TE)  

 
2.4 Myélofibrose primaire (MFP) 

 
2.5 Leucémie chronique à neutrophile (LCN) 

 
2.6 Leucémie chronique à éosinophile (LCE)  

 
2.7 Leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ) 

  2.8 NMP non classé 

3. Mastocytose 

 
3.1 Mastocytose cutanée 

 
3.2 Mastocytose systémique 

  3.3 Sarcome mastocytaire 

4. Syndrome myélodysplasique (SMD) 

5. NMP/ SMD 

 
5.1 Leucémie myélomonocytaire chronique (LMMC) 

 
5.2 Myélodysplasique/néoplasme myéloprolifératif à neutrophile 

 
5.3 Myélodysplasique/néoplasme myéloprolifératif muté SF3B1 et thrombocytose 

  5.4 MSD/NMP non classé 

6. Leucémie aigüe myéloïde (LAM) 

 

6.1 LAM avec anomalies génétiques définies (fusion PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1, réarrangement KMT2A, MECOM…) 

 

6.2 LAM définie par différenciation (minimal, sans maturation, monocytaire, érythrocytaire …) 

7. Néoplasme myéloïde secondaire 

 
7.1 néoplasme myéloïde post-thérapie cytotoxique 

  7.2 néoplasme myéloïde associée à des prédispositions germinales 

8. Néoplasme myéloïde/lymphoïde à éosinophile et fusion de gène de tyrosine kinase  

9. Leucémie aigüe à lignage mixte ou ambigüe  

 

En 1951, William Dameshek regroupe la leucémie myéloïde chronique (LMC), la polyglobulie 

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

érythroleucémies sous le terme de maladies myéloprolifératives (Dameshek 1951). Bien 
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qu’hétérogènes, ces pathologies sont caractérisées par une hyperprolifération d’un ou 

plusieurs lignages myéloïdes. Cette catégorie est reprise ensuite par l’OMS sous le nom de 

syndromes puis néoplasmes myéloprolifératifs avec les mêmes pathologies (exceptée 

l’érythroleucémie) auxquelles sont ajoutées les leucémies chroniques à neutrophiles (LCN) et 

à éosinophiles (LCE) ainsi que la leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ) (figure 6).  

 

Figure 6 :  Classification des NMP selon l 'organ isation mondiale de la santé  
Les NMP comprennent 8 groupes parmi lesquelles on retrouve les NMP classiques BCR-ABL-, la leucémie 
myéloïde chronique BCR-ABL+ (LMC), la leucémie chronique à éosinophiles (LCE), la leucémie chronique à 
neutrophiles (LCN), la leucémie myélomonocytaire juvénile (LMMJ), les NMP non classés. Les NMP classiques 
BCR-ABL- regroupent trois pathologies : la thrombocytémie essentielle (TE), la polyglobulie de Vaquez (PV) et la 
myélofibrose primaire (MFP). Ces trois pathologies conduisent respectivement à une surproduction de 
plaquettes, de globules rouges et une dérégulation au niveau des lignées granuleuses et mégacaryocytaires 
associées à une production de fibres de collagènes dans la moelle dans la PMF. 

La première de ces pathologies à avoir été caractérisée est la LMC. En 1960, Peter Nowell et 

David Hungerford découvrent que les patients atteints de LMC présentent des anomalies 

chromosomiques résultant de la fusion des bras longs des chromosomes 9 et 22 qu’on 

appelle communément « chromosome de Philadelphie » en référence à la ville où a été faite 

la découverte. Cette anomalie chromosomique a été montrée comme responsable de la 

fusion de deux gènes BCR et ABL (Faderl et al. 1999). Elle est présente dans plus de 95% des 

cas de LMC et permet de distinguer les patients atteints de LMC (BCR-ABL positif) des autres 

NMP classiques (BCR-ABL négatifs) qui regroupent la PV, la TE et la MFP.  
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2. Caractéristiques clinico-biologiques des NMP 
classiques BCR-ABL négatifs 

Les NMP classiques BCR-ABL négatifs sont des hémopathies malignes de la CSH qui vont 

conduire à leur dérégulation et à la surproduction des cellules matures appartenant à un ou 

plusieurs lignages myéloïdes (GR, plaquettes, granuleux). Il existe un certain nombre de 

critères cliniques et biologiques pour distinguer ces différentes pathologies. 

a. Thrombocytémie Essentielle (TE)  

La thrombocytémie essentielle (TE) est la maladie la moins avancée des trois NMP 

classiques. C’est aussi la plus fréquente avec environ 50% des patients NMP classiques qui 

sont atteints de TE. Cette pathologie est caractérisée par une surproduction de plaquettes 

appelée thrombocytose. Elle est diagnostiquée en moyenne vers l’âge de 60 – 65 ans avec 

une incidence de 2.3/100 000 personnes/an (Johansson 2006). Les patients atteints de TE 

peuvent être asymptomatiques ou présenter certains troubles microcirculatoires et 

vasomoteurs tels que des maux de tête, troubles de la vision, vertiges, des douleurs 

thoraciques, des fourmillements ou engourdissements. Les patients ont des risques de 

thromboses artérielles et veineuses qui peuvent entraîner des conséquences neurologiques 

et cardiaques.  

La TE est caractérisée d’un point de vue clinique par une thrombocytose avec un nombre de 

plaquettes ≥ 450 x 109/L. L’étude de biopsie de la moelle osseuse permet de révéler une 

augmentation du nombre de mégacaryocytes de petite taille, matures et à noyau 

hyperlobulés avec absence de signe de surproduction d’érythrocytes ou de granulocytes 

(Arber et al. 2016).   

b. Polyglobulie de Vaquez 

La Polyglobulie de Vaquez (PV) représente environ 40% des patients atteints de NMP 

classiques. Cette pathologie se caractérise par une surproduction de globule rouge GR. Elle 

est diagnostiquée en moyenne vers l’âge de 60-65 ans avec une incidence de 2.5/100 000 

personnes/an. Cette maladie se manifeste par des symptômes pouvant inclure les maux de 

tête, des étourdissements, des vertiges, des acouphènes ou bien encore des troubles visuels. 

La PV peut conduire à des complications comme des thromboses artérielles ou veineuses, 

ainsi qu’à des embolies pulmonaires.  
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Selon l’OMS, cette pathologie est caractérisée par 3 critères majeurs, notamment un taux 

d’hémoglobine > 16,5 g/dL chez l’homme et > 16,0 g/dL chez la femme, un taux 

d’hématocrite supérieur à 49% et 48% respectivement ou encore une augmentation de la 

masse sanguine ou volume globulaire total (augmentation de plus de 25% comparée à la 

moyenne normale de prédiction). Le deuxième critère à prendre en compte est l’étude de 

biopsie de la moelle osseuse pour détecter une hyper-cellularité avec une augmentation des 

lignées myéloïdes (augmentation des érythrocytes, granulocytes et des mégacaryocytes). 

Enfin, le dernier critère majeur à prendre en compte pour diagnostiquer la PV, selon l’OMS, 

est la présence de la mutation JAK2V617F ou JAK2exon12 (Arber et al. 2016).  

c. Myélofibrose primaire (MFP) 

La myélofibrose primaire (MFP) représente 10 % des NMP classiques. C’est la maladie la plus 

avancée et sévère parmi ces trois pathologies. L’âge au diagnostic est d’environ 60 ans avec 

une incidence de 1/100 000 personnes/an. Cette pathologie peut affecter plusieurs types 

cellulaires et conduire à divers symptômes cliniques tels qu’une anémie sévère, pâleur, la 

présence d’ecchymoses, des thromboses ainsi que fatigue, fièvre ou sueurs nocturnes. 

Elle est caractérisée par une prolifération mégacaryocytaire accrue représentée par des 

mégacaryocytes atypiques, une augmentation de la cellularité dans la moelle osseuse, une 

augmentation de la prolifération granulocytaire et une diminution de l’érythropoïèse. On 

distingue deux stades de la maladie, la myélofibrose préfibrotique (pré-MFP) et la 

myélofibrose (MFP) à proprement dite qui est associée à la présence de fibres de réticuline 

et de collagène dans la moelle (myélofibrose) conduisant à une hypocellularité de la moelle 

et à une hématopoïèse extra médullaire. La pré-MFP et la MFP peuvent également être 

associée à une anémie, une thrombopénie, une leucocytose (leucocytes ≥ 11 x 109/L), une 

splénomégalie ainsi qu’une augmentation de lactate déshydrogénase (LDH). 

La TE, la PV et la MFP sont des pathologies évolutives c’est-à-dire qu’une TE peut évoluer en 

PV. De même, 15% des TE et PV évoluent en MFP. Dans de rare cas, la TE et la PV peuvent 

évoluer en LAM, plus fréquemment les MFP évoluent dans 20-30% à 10 ans des cas en LAM. 

En plus des différents critères clinico-biologiques précédemment évoqués, la présence de 

mutations caractéristiques est recherchée pour diagnostiquer ces pathologies.  
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3. Caractéristiques moléculaires des NMP 

En 2005, notre laboratoire a découvert une mutation récurrente dans le gène JAK2 

(JAK2V617F) chez les patients atteints de NMP. Par la suite, d’autres mutations acquises ont 

été décelées dans les gènes de la calréticuline (CALR) et MPL (Chloé James et al. 2005; 

Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013; Pikman et al. 2006). Ces mutations sont considérées 

comme les mutations motrices de ces pathologies et sont présentes dans plus de 90% des 

cas.  

 

Figure 7 :  Répartitions des mutations motrices dans les NMP classiques 
BCR-ABL  négatifs  
La mutation la plus fréquemment retrouvée chez les patients atteints de NMP est la mutation JAK2

V617F
 dans 

95% des PV et environ 50% des TE et MFP. On retrouve également des mutations de la calréticuline dans 30% 
des TE et MFP ainsi que des mutations de MPL dans 3% des TE et 7% des MFP. Certains patients ne possèdent 
aucune mutation dans l’un de ces gènes et sont appelés « triple négatif ». Ces différentes pathologies peuvent 
évoluer de TE vers la PV, ou MFP et la PV vers la MFP. Ces pathologies peuvent également évoluer dans de 
rares cas vers une leucémie aigüe myéloïde (LAM).  

La mutation JAK2V617F est la mutation la plus fréquente dans les NMP. Elle est présente dans 

plus de 95% des PV et environ 50 % des TE et MFP. Tandis que dans les TE, JAK2V617F est 

retrouvée le plus souvent à l’état hétérozygote, les PV présentent des mutations 
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homozygotes à la suite d’une recombinaison mitotique ; ce clone homozygote s’amplifie 

dans la MFP (Kralovics et al. 2005) (Scott et al. 2006). Plus rarement, on retrouve des 

mutations du gène JAK2 au niveau de l’exon 12 dans les PV. Le gène CALR est le deuxième 

gène le plus fréquemment muté dans environ 30% des TE et MFP. Les mutations de ce gène 

se situent au niveau de l’exon 9 et correspondent à des délétions ou insertions de bases 

conduisant à un décalage de lecture d’une paire de base. Les 2 mutations les plus 

récurrentes sont les mutations CALRdel52 (ou type I) et CALRins5 (ou type II). Un certain 

nombre de mutations (environ 10%) sont dites atypiques. Au total, il existe une cinquantaine 

de mutations différentes. Dans le cas des TE, les mutations de type I et II sont en proportion 

équivalente (50% et 40%) tandis que dans la MFP, la mutation CALRdel52 est prédominante 

(70% des mutations CALRm)(Cabagnols et al. 2015). Des mutations du gène MPL sont aussi 

identifiées dans 3% des TE et 7% des MFP (Tefferi et Pardanani 2015) (figure 7) avec des 

mutations récurrentes sur le résidu W515A/K/L/R ou plus rarement sur d’autres résidus 

(S505N, S2014P, Y591N/D).  

Il existe des patients qui ne portent pas de mutation motrice des NMP, on dit qu’ils sont 

« triples négatifs ». On estime ces cas à environ 10%. 

a. Janus kinase 2 (JAK2) 

i.  Fonctions de la protéine JAK2  

La protéine JAK2 est une tyrosine kinase appartenant à la famille des Janus kinases qui 

comprend JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Ces protéines se lient à des récepteurs dépourvus 

d’activité kinase et permettent ainsi de médier la signalisation induite par la liaison du ligand 

sur son récepteur. Dans les cellules hématopoïétiques, JAK2 est associée à des récepteurs 

aux cytokines homodimériques de type 1 tels que le récepteur à la TPO (MPL), le récepteur 

au G-CSF (G-CSFR) et le récepteur à l’érythropoïétine (EPOR). JAK2 est également capable de 

se lier à d’autres récepteurs comme le récepteur à l’IL-3, l’IL-5, à la prolactine et aux leptines 

(Yamaoka et al. 2004) ou des récepteurs aux cytokines de type 2 (IFNγ par exemple). 

L’association de JAK2 aux récepteurs se fait durant leur maturation dans le réticulum 

endoplasmique (RE) où JAK2 fait office de chaperonne. 

Lorsque le récepteur est en présence de son ligand, il induit soit une homodimérisation, soit 

des changements conformationnels dans le cas d'homodimères préformés (EPOR ou MPL ou 
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G-CSFR) ce qui entraine un rapprochement des protéines JAK2 fixées sur le récepteur. JAK2 

va s’autophosphoryler et phosphoryler le récepteur au niveau des résidus tyrosines. La 

phosphorylation de ces résidus conduit au recrutement de protéines comme les facteurs de 

transcription STAT (signal transducer and activator of transcription). Ces protéines, une fois 

recrutées au niveau du récepteur, sont phosphorylées par JAK2. Les STAT vont 

s’homodimériser ou s’hétérodimériser, formant un complexe qui transloque ensuite dans le 

noyau. Une fois dans le noyau cellulaire, ces facteurs de transcription se fixent sur des 

promoteurs spécifiques et induisent la transcription de gènes cibles. JAK2 induit le 

recrutement de protéines impliquées dans la voie JAK/STAT. Il participe également au 

recrutement et à l’activation des voies PI3K/AKT/MTOR ainsi qu’à la voie des MAP kinases 

(figure 8). Ces 3 voies de signalisation induisent la prolifération, la différenciation et la survie 

cellulaire.  

 

Figure 8 :  Cascade de signalisation récepteur de cytokine/JAK2  
En présence de cytokine (TPO, EPO ou G-CSF), le récepteur change de conformation et induit ainsi l’activation 
de JAK2 (1). JAK2 va alors s’autophosphoryler, phosphoryler le récepteur permettant ainsi le recrutement de 
protéines (2). Ces protéines recrutées au niveau du récepteur vont être phosphorylées par JAK2 et vont induire 
l’activation des voies de signalisation des MAPK, PI3K/AKT/mTORC1 ainsi que l’activation des facteurs de 
transcription STAT (STAT1, 2, 3 et 5) (3). Ces protéines vont ensuite transloquer dans le noyau (4) pour induire 
la transcription de gènes et contribuer ainsi à la prolifération, la différenciation et survie des cellules (5).  
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ii.  Structure de la protéine  

JAK2 est composée de domaines Janus homology (JH) conservés entre les différentes 

protéines de la famille des JAK. Au niveau du domaine N-terminal, la protéine JAK2 porte un 

domaine FERM (JH5-8) qui permet la fixation aux récepteurs membranaires. JAK2 est dotée 

d’un domaine « SH2 like » qui permet des interactions protéine-protéine, conduisant au 

recrutement de partenaires nécessaire à l’activation des voies de signalisation en aval. Le 

domaine JH1 qui porte un domaine de liaison à l’ATP ainsi qu’un site catalytique permettant 

l’activité kinase se situe au niveau de la partie C-terminale de la protéine. Cette activité 

dépend du résidu tyrosine Y1007 qui est phosphorylé lors de l’activation du récepteur lié à 

JAK2 et qui permet son activation (Feng et al. 1997). Ce domaine confère à cette protéine la 

capacité de phosphoryler les résidus tyrosines des protéines cibles, ce qui conduit à leurs 

activations. Ces voies de signalisation sont impliquées dans des processus de prolifération et 

de différenciation cellulaires qui doivent être déclenchés de façon transitoire et non 

constitutive. En l’absence de stimulation du récepteur par des cytokines, le domaine 

pseudokinase (JH2) bloque l’activité kinase de JAK2 (Lindauer et al. 2001, 2). Lorsqu’une 

cytokine vient se fixer au récepteur, celui-ci change de conformation entrainant la libération 

du domaine kinase par le domaine pseudokinase. Le domaine pseudokinase permet ainsi de 

contrôler l’activation de la protéine JAK2 (figure 9). Une fois activée, la protéine peut alors 

jouer son rôle de phosphorylation et d’activation pour les autres protéines situées en aval.  

 

Figure 9 :  Structure de la protéine JAK2  
La protéine JAK2 est composée de domaines d’homologies JH1 à JH7. Au niveau de la séquence N-terminale de 
la protéine, on retrouve le domaine FERM responsable de l’interaction entre JAK2 et un récepteur (MPL, EPOR, 
G-CSFR). Les domaines JH3 et JH4 sont des domaines d’interactions avec les protéines partenaires. Le domaine 
JH1 porte l’activité kinase de la protéine et permet la phosphorylation des résidus tyrosines. Enfin, le domaine 
JH2 est le domaine pseudokinase qui permet d’inhiber l’activité kinase de la protéine.  
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iii .  La mutation JAK2 V 6 1 7 F  

Le gène codant pour la protéine JAK2 se situe au niveau du chromosome 9 (9p24). Il se 

retrouve muté dans les NMP et génère la protéine mutante JAK2V617F. Cette mutation est 

due à une substitution d’une guanine (G) par une thymine (T) en position 1849 au niveau de 

l’exon 14 du gène JAK2 (Chloé James et al. 2005; Kralovics et al. 2005). Elle induit une 

modification d’une valine par une phénylalanine en position 617 de la séquence protéique 

(V617F). Cette modification conduit à un changement de conformation de la protéine au 

niveau du domaine pseudokinase, modifiant l’inhibition exercée sur l’activité kinase de JAK2. 

Cette mutation « gain de fonction » rend la protéine JAK2V617F constitutivement active. Par 

conséquent, les cellules mutées sont indépendantes des cytokines ou hypersensibles à 

celles-ci (figure 10). Les voies de signalisation STAT, ERK et AKT sont constitutivement 

activées et les processus de différenciation, de prolifération et de survie cellulaire sont donc 

maintenus en permanence.  

 

Figure 10 :  Structure de la protéine JAK2 et positions des mutations dans 
les NMP 
La mutation JAK2

V617F
 se trouve au niveau de l’exon 14 du gène codant pour cette protéine. Elle contribue à un 

changement de conformation de la protéine et empêche le domaine pseudokinase d’exercer son rôle 
d’inhibition du domaine kinase. Les mutations de l’exon 12 se situent à la jonction des domaines de type SH2 et 
pseudokinase.  

La protéine JAK2V617F induit la transformation cellulaire en se fixant aux récepteurs 

homodimériques de type 1 (MPL, EPOR et G-CSFR) via le domaine FERM. Ces récepteurs sont 

impliqués dans l’hématopoïèse au niveau CSH (MPL), dans l’érythropoïèse (EPOR), la 

mégacaryopoïèse (MPL) et la granulopoïèse (G-CSFR). L’association de JAK2V617F à ces types 

de récepteurs explique que cette mutation soit retrouvée dans les 3 maladies (TE, PV et 

MFP) caractérisées par la surproduction de cellules érythroïdes, mégacaryocytaires et 

granuleuses (cf. chapitre précèdent). Le phénotype prédominant retrouvé peut s’expliquer 

par l’expression et la stabilité des récepteurs à la surface cellulaire et les effets médiés par 



35 

 

JAK2V617F. Par exemple, MPL est très facilement activable par JAK2V617F et présente une 

meilleure stabilité à la surface qu’EPOR. Par contre une augmentation d’expression de 

JAK2V617F (par exemple suite à la recombinaison mitotique) entraine non plus un effet 

prolifératif mais au contraire un effet délétère par induction de sénescence via MPL 

(Besancenot et al. 2010). Au contraire, EPOR est très peu stable à la surface et de plus 

grandes quantités de JAK2V617F sont nécessaires pour l’activer ce qui explique pourquoi on 

retrouve plus d’homozygotie dans les PV.  

De manière intéressante, les niveaux d’activations des STAT diffèrent entre la PV, la TE et la 

MFP. Dans le cas de la PV, des études ont montré que l’activation de STAT5 est nécessaire 

pour le développement de la maladie dans des modèles murins (Walz et al. 2012; Yan, 

Hutchison, et Mohi 2012). Une étude a également montré l’importance des niveaux 

d’activation de STAT1 pour différencier la PV et la TE. L’étude notamment de colonies BFU-E 

issues de patients PV et TE mutés JAK2V617F montre que P-STAT5 est préférentiellement 

exprimée dans le cas des BFU-E de PV tandis que P-STAT1 l’est plutôt dans les BFU-E 

provenant de TE (Chen et al. 2010, 1). 

iv.  Autres voies activées par JAK2 V 6 1 7 F    

En plus des voies de signalisation STAT, MAPK et AKT, la protéine JAK2V617F active d’autres 

voies de stress cellulaires, de réparation de l’ADN, de modifications épigénétiques ou de 

résistance à l’apoptose. 

Des études ont notamment montré que JAK2V617F induit via STAT5 l’expression de BCL-XL, un 

facteur anti-apoptotique qui est important pour la pousse des progéniteurs érythroïdes 

(Garçon et al. 2006). Une autre étude a montré le rôle important de la déamidation de BCL-XL 

qui est inhibée dans les PV et conduit à une inhibition de l’apoptose et des dommages à 

l’ADN (Zhao et al. 2008). 

Des études ont aussi montré que l’expression de JAK2V617F induit dans les lignées cellulaires 

HEL et Ba/F3 provoque une augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène 

(ROS) ainsi qu’une surexpression de la Cycline D2, une protéine impliquée dans la transition 

G1/S du cycle cellulaire (Walz et al. 2006). Cette augmentation des ROS a également été 

observée dans le compartiment des CSH provenant de souris KI JAK2V617F ainsi que chez des 

patients atteints de NMP (C Marty et al. 2013). Marty et al. ont montré que l’accumulation 

des ROS est médiée par l’activation constitutive de la voie PI3K/AKT. Le traitement des souris 
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chimériques greffées avec 30% de cellules de moelle JAK2V617F par N-acétylcystéine (NAC), 

qui est un antioxydant, conduit à une diminution des ROS mais également une normalisation 

des paramètres sanguins, une diminution de la taille de la rate ainsi qu’une diminution de la 

fréquence des progéniteurs JAK2V617F dans la moelle et la rate. L’accumulation de ROS dans 

les cellules est associée à une augmentation des dommages à l’ADN incluant notamment la 

présence de cassures double brins visualisées par la présence de foci g-H2AX. 

D’autres études ont montré que JAK2V617F entraine aussi un stress réplicatif dans les cellules 

primaires provenant des patients PV et TE et dérégule la voie ATR/CHK1/P53 impliquée dans 

la reconnaissance des dommages à l’ADN. Dans les cellules de patients PV, il a été observé 

un défaut de progression de la fourche de réplication concomitant à un défaut de checkpoint 

intra S. De plus, il a été montré que l’inhibition de p53 dans les cellules provenant de 

patients atteints de PV conduit à une augmentation des dommages à l’ADN sans effet sur la 

survie de ces cellules (Chen et al. 2014). En parallèle, l’expression de JAK2V617F dans les 

lignées murines Ba/F3 exprimant EPOR ainsi que dans les CD34+ de patients atteints de NMP 

entraine une augmentation des niveaux d’expression de MDM2 et impacte la réponse aux 

dommages à l’ADN en inhibant P53. MDM2 est une protéine qui conduit à la dégradation de 

P53. L’utilisation de la Nutlin-3a, un antagoniste de MDM2 (murine double minute 2), permet 

de rétablir la fonction de P53 et son rôle dans la réponse aux dommages à l’ADN et permet 

également de rétablir la sensibilité des cellules aux cytokines (Nakatake et al. 2012).  

De plus, notre équipe a également montré une dérégulation des mécanismes de réparation 

de l’ADN en particulier une augmentation de la recombinaison homologue (RH) et de la 

mutagenèse par JAK2V617F (Plo et al. 2008). Cette RH est associée à une augmentation des 

échanges des chromatides sœurs dans les lignées cellulaires mais également dans les cellules 

CD34+ dérivées de patients NMP. Une autre étude met en évidence que les cellules JAK2V617F 

ont une augmentation des recombinaisons interchromosomiques associées à l’augmentation 

de la production de ROS. L’augmentation de la RH est associée à une élévation de la 

fréquence de perte d’hétérozygotie neutre en copie (copy-neutral loss of heterozygosity : 

CN-LOH) (Gaymes et al. 2017). De manière intéressante, l’augmentation de la RH pourrait 

être impliquée dans l’acquisition de l’homozygotie de JAK2V617F qui a lieu par recombinaison 

mitotique (L. Wang et al. 2014).  
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Ainsi JAK2V617F, en dérégulant les ROS, la RH, la voie P53 et en induisant un stress réplicatif, 

entraine une augmentation des dommages à l’ADN et contribue à l’instabilité génomique ce 

qui semble particulièrement vrai dans la lignée érythroïde qui présente un niveau de 

prolifération élevé (figure 11). 

Des mécanismes de régulation de ces processus ont aussi été observés. Par exemple, dans 

les colonies BFU-E de cellules exprimant JAK2V617F, l’expression du gène RECQL5 augmente. 

Cette hélicase de l’ADN joue un rôle important dans la stabilité du génome et régule la RH 

(Chen, Ahn, et al. 2015, 5). Ainsi, l’augmentation de RECQL5 permet de diminuer le stress 

réplicatif et l’instabilité génomique induit par JAK2V617F (figure 11). 

 

Figure 11 :  Rôle de JAK2 V 6 1 7 F  sur les dommages à l 'ADN et système de 
réparation 
La signalisation normale de JAK2 (à gauche) induit un stress réplicatif et la production de ROS conduisant à des 
dommages à l’ADN. En parallèle, elle régule l’activation de la signalisation médiée par Chk1 et les systèmes de 
réparation à l’ADN (DDR : DNA damage repair) médié par RECQL5 contribuant au maintien de l’intégrité du 
génome. Lorsque la mutation JAK2

V617F
 apparait (au centre), l’activation constitutive de JAK2 engendre une 

augmentation des dommages à l’ADN et également des systèmes de réparation de l’ADN conduisant à une 
augmentation des recombinaisons homologues et l’acquisition d’une disomie uniparentale (UPD) (droite). 
L’augmentation de la charge allélique de JAK2

V617F
 augmente les niveaux de ROS et les dommages à l’ADN mais 

diminue également l’activation de P53 en réponse au dommage de l’ADN. En parallèle une augmentation de 
RECQL5 contribue à augmenter la stabilité du génome et contrecarre les dérégulations engendrées par 
JAK2

V617F
.  

Enfin, il a aussi été montré que JAK2V617F peut avoir une fonction nucléaire en phosphorylant 

l’histone H3Y41. De cette façon la protéine d’hétérochromatine HP1a n’est plus fixée sur le 

promoteur du gène lmo2 contribuant ainsi à l’expression de l’oncogène LMO2 et induit son 

expression (Dawson et al. 2009). Ces données suggèrent que JAK2V617F induit un effet 

transformant via la dérégulation d’oncogènes. 
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v.  JAK2V 6 1 7 F  :  une mutation motrice  

La preuve définitive que JAK2V617F est bien responsable de la maladie et le fait que plusieurs 

groupes dont notre laboratoire ont montré que JAK2V617F induit bien ces maladies et leur 

progression vers la myélofibrose dans des modèles rétroviraux, transgéniques ou knock-in 

chez la souris. Ces expériences ont aussi montré que le niveau d’expression de JAK2V617F 

comparé à JAK2WT avait un impact sur le phénotype. Ainsi, lorsque JAK2WT est prédominant, 

la souris développe une thrombocytose typique de la TE (Tiedt et al. 2008). A l’inverse, 

lorsque JAK2V617F est majoritaire, la souris présente un phénotype proche de la PV 

notamment via une augmentation de l’érythropoïèse qui progresse vers la myélofibrose 

caractérisée par une anémie, une hyperleucocytose, une augmentation des fibres de 

réticuline dans la moelle et une splénomégalie (Salma Hasan et al. 2013; Lacout et al. 2006). 

Ces expériences corrèlent avec les données chez les patients qui montrent que l’expression 

de JAK2V617F est plus importante chez les patients atteints de PV et MFP par rapport aux 

patients atteints de TE. Ces observations corrèlent avec la présence plus fréquente des 

clones homozygotes dans les cas de PV et MFP avec une charge allélique globale également 

plus importante (Tiedt et al. 2008) (voir plus bas).   

vi.   Mutation JAK2 exon 12  

Deux ans après la découverte de la mutation JAK2V167F, des études ont montré qu’il existait 

des mutations au niveau de l’exon 12 de JAK2 chez certains patients. Ces mutations sont 

retrouvées uniquement chez 2% des patients atteints de PV et ne sont pas retrouvées dans 

les cas de TE et MFP. Les patients qui portent ces mutations ont un phénotype proche de 

celui induit par la mutation JAK2V617F dans les PV. Cependant, l’âge moyen du diagnostic est 

plus bas que dans le cas de JAK2V617F (52 ans en moyenne). Par ailleurs, le taux 

d’hémoglobine est plus important et le nombre de plaquettes est inférieur comparés aux 

patients JAK2V617F (Scott et al. 2006).  

Ces mutations de l’exon 12 se trouvent au niveau de la jonction entre les domaines de type 

SH2 et pseudokinase de JAK2 (voir iii. Figure 10). Contrairement à JAK2V617F, les mutations de 

l’exon 12 sont retrouvées exclusivement à l’état hétérozygote et ne donnent qu’un 

phénotype érythrocytaire (érythrocytose pure). Ces mutations sont présentes en faible 

proportion dans les granulocytes ce qui peut rendre leur détection difficile. La charge 

allélique est généralement plus élevée dans la moelle que dans le sang.  
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En termes de signalisation, les mutations de l’exon 12 ont des effets similaires à celles de 

JAK2V617F. Des expériences de surexpression de JAK2exon12 dans des lignées murines 

démontrent que ces mutants induisent une augmentation de la phosphorylation de JAK2, 

STAT5 et également ERK (Scott et al. 2007). Globalement, ces mutations ont un effet similaire 

à JAK2V617F chez les patients TE avec une augmentation de l’activation de JAK2, STAT5, ERK, 

STAT1 (A. L. Godfrey et al. 2016, 12).  

b. MPL 

i.  Structure et fonctions  

MPL est une protéine qui fait partie de la famille des récepteurs homodimériques de classe I. 

Le gène MPL est localisé sur le chromosome 1 (1p24) et code pour une protéine de 70 kDa 

qui se dimérise pour former le récepteur sous forme d’homodimère. Cette protéine est 

composée de trois domaines : un domaine intracellulaire, un domaine transmembranaire et 

un domaine extracellulaire. Au niveau du domaine extracellulaire, la protéine porte deux 

domaines de liaison aux cytokines conservés et caractérisés par quatre résidus cystéines et 

un motif WSXWS. Sous la membrane plasmique se trouve le domaine juxtamembranaire ou 

amphipathique RWQFP qui prévient de la dimérisation du récepteur en l’absence de 

cytokine. Le domaine intracellulaire du récepteur permet la fixation de JAK2 qui est 

nécessaire à la médiation du signal de MPL. Sur ce même domaine, la Janus Kinase Tyk2 peut 

également se fixer mais n’est pas indispensable à la médiation du signal. 

MPL est associée à JAK2 et Tyk2 au niveau du RE. Ces tyrosines kinases jouent le rôle de 

chaperonne pour le récepteur et permettent un « pré-assemblage » du récepteur sous 

forme d’homodimères et augmentent également le trafic du récepteur à la membrane. Dans 

le RE, MPL porte des oligosaccharides sur ses quatre résidus asparagines (N-glycosylé) de son 

domaine extracellulaire. Le récepteur trafique vers l’appareil de golgi associé à JAK2 et Tyk2 

où il mature grâce à des actions de glycosylation. Il est ensuite adressé à la surface sous 

forme pré-dimérisé et inactif.  

La TPO se fixe sur les résidus D261 et L265 extramembranaires de MPL ce qui permet 

d’augmenter sa stabilité et un changement de conformation qui conduit à un 

rapprochement des domaines intracellulaires du récepteur. De ce fait, les tyrosines kinases 

se rapprochent, se transphosphorylent et phosphorylent le récepteur sur ses résidus 

tyrosines. Ces dernières permettent la fixation de protéines cibles telles que les STAT1, 
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STAT3 et STAT5 ainsi que des protéines de plateforme qui vont permettre d’activer la voie 

PI3K/AKT et la voie des MAP kinases (Plo et al. 2017).   

ii.  Mutation MPL dans les NMP  

La découverte de la mutation JAK2V617F a permis de montrer l’importance de l’activation 

constitutive de la voie JAK2/STAT chez les personnes atteintes de NMP et qui portent cette 

mutation. Ces découvertes ont amené l’hypothèse que d’autres mutations conduisant à 

l’activation constitutive de cette voie pourraient être impliquées comme celles sur MPL, G-

CSFR ou EPOR. En 2006, une équipe a ainsi mis en évidence des mutations du gène codant 

pour le récepteur MPL au niveau du résidu W515 présent chez 9% des patients (Pardanani et 

al. 2006; Pikman et al. 2006). Par la suite, d’autres études ont été menées et ont montré 

d’autres mutations du résidu W515 (W515K/L/G/S/R) (Beer et al. 2008; Defour et al. 2016; Plo 

et al. 2017). Plus rarement, d’autres mutations sont impliquées dans des cas de NMP (figure 

12)(Plo et al. 2017).  

 

 

Figure 12 :  Récepteur MPL et ses mutations dans les NMP  
Le récepteur MPL est composé d’un domaine extracellulaire qui permet la liaison de la TPO (site de liaison en 
jaune), d’un domaine intracellulaire, un domaine juxtamembranaire (en rouge) et d’un domaine intracellulaire 
qui permet la liaison des protéines JAK2 et TYK2 (site de liaison en rose) et le recrutement de protéines sur les 
résidus tyrosines (Y). Les mutations impliquées dans les NMP touchent différents codons, les plus fréquentes 
concernent le codon W515 au niveau du domaine juxtamembranaire. 
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Toutes ces mutations sont des mutations « gain de fonction » et conduisent à une activation 

constitutive du récepteur MPL. Des études ont permis de montrer que les mutations sur le 

résidu W515 permettent une prolifération indépendante des cytokines in vitro ainsi qu’une 

augmentation de la sensibilité à la TPO. De plus, des expériences de greffes de cellules de 

moelle osseuse exprimant une mutation de MPL au niveau du résidu W515L ont été 

réalisées chez la souris. Dans ce contexte, ces mutations récapitulent le développement 

d’une TE qui progresse très rapidement en myélofibrose avec l’accumulation de fibres de 

réticuline dans la moelle et la rate ainsi qu’une splénomégalie due à une hématopoïèse extra 

médullaire (Pikman et al. 2006).    

c. La calréticuline (CALR) 

i.  Fonctions de la calréticuline  

Le réticulum endoplasmique (RE) est un lieu de synthèse des protéines membranaires (ou 

sécrétées) qui participe à leur bon repliement ainsi qu’à leur maturation. C’est également un 

lieu de stockage du calcium (Ca2+) qui joue un rôle important dans le métabolisme de la 

cellule. Pour contrôler et assurer un bon repliement des protéines dans le RE, il existe 

différentes familles de protéines telles que les lectines et les protéines de la famille HSP 

(heat shock protein). La CALR, comme son homologue la calnexine, est une chaperonne 

majeure résidente du RE, région où les protéines néosynthétisées subissent des 

modifications post-traductionnelles. Parmi ces modifications, les résidus asparagines (Asn 

ou N) portés par ces protéines peuvent être modifiés et porter un oligosaccharide 

Glc3Man9GlcNAc2. Ces protéines vont perdre deux résidus de glucose (Glc) via l’action des 

α-Glucosidase I et II. La calréticuline reconnait et s’associe aux protéines portant un glucose 

terminal Glc1Man9GlcNAc2, adoptant une conformation repliée grâce à l’action d’ERp57, 

continuant ainsi sa maturation à l’aide de la glucosidase I et la mannosidase I. Si la protéine 

N-glycosylée est correctement repliée et maturée, elle est exportée vers l’appareil de golgi 

où elle continue sa maturation et son acheminement à la surface de la cellule (D. B. Williams 

2006) (figure 13).  
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Figure 13 :  Maturation et contrôle qualité des protéines N -glycosylé dans le 
RE (Moremen, Tiemeyer, et Nairn 2012)  
Les protéines néosynthétisées dans le RE peuvent subir des modifications post-traductionnelles comme l’ajout 
d’oligosaccharide (Glc3Man9GlcNAc2) sur leurs résidus asparagines (a). Une fois ces protéines glycosylées, 
grâce à l’action des glucosidase I et II (GlsI et GlsIIα/β), deux résidus glucoses sont retirés, la protéine en cours 
de maturation est reconnue par la calréticuline ou la calnexine liée à ERp57 qui va pouvoir alors participer au 
repliement de la protéine via la formation de pont disulfure. La protéine subit de nouveau une glycosylation et 
l’action de la mannosidase I (ERManI) qui élimine un résidu mannose du résidu N-glycosylé. La protéine 
correctement maturée migre vers l’appareil de golgi où elle continuera sa maturation et son trafic via la voie 
endosomale jusqu’à la membrane.  

La calréticuline participe également à l’homéostasie calcique. Elle permet de lier le calcium 

(qui joue un rôle important dans divers processus cellulaire) et est responsable de plus de 

50% du stockage de calcium dans le RE (région de stockage principale du calcium). Des 

variations de concentration calcique dans le RE peuvent influencer certains processus 

notamment l’activité chaperonne des protéines qui peut altérer le trafic entre le RE et 

l’appareil de golgi ainsi que le transport de protéines grâce aux pores nucléaires. En plus de 

son rôle chaperonne et de liaison au calcium, la CALR est impliquée dans l’immunité, 

l’angiogenèse ou l’apoptose surtout quand elle est exposée à la surface ou sécrétée 

(Michalak et al. 2009).  



43 

 

ii.  Structure de la CALR 

La calréticuline est une protéine de 46 kDa qui réside dans le RE grâce à un signal de 

rétention KDEL au niveau de la partie C-terminale (C-ter) de la séquence protéique. Cette 

protéine est composée de trois domaines fonctionnels : un domaine globulaire N, un 

domaine P et un domaine C. Au niveau N-terminal de la séquence protéique de la 

calréticuline, on retrouve le domaine N et P. Ces deux domaines portent des résidus 

capables de reconnaitre et de lier les protéines N-glycosylées. Au niveau du domaine C-

terminal de la protéine, on retrouve de nombreux résidus chargés négativement qui 

permettent la liaison du calcium et sa rétention dans le RE KDEL (figure 14)(Michalak et al. 

2009).  

iii .  Les mutations de la calréticuline  

Les mutations de JAK2 et MPL découvertes en 2005 et 2009 sont impliquées dans 50 à 60% 

des NMP. Après ces découvertes, des études ont été réalisées sur les patients ne présentant 

pas ces mutations par séquençage d’exomes à partir de granulocytes (PNN). Ces études ont 

permis en 2013 la découverte de mutations de CALR présentes dans environ 80% des NMP 

classiques non mutés pour JAK2 ou MPL (Klampfl et al. 2013; Nangalia et al. 2013). Ces 

mutations de la calréticuline ont été retrouvées chez les patients atteints de TE et de MFP 

mais n’ont pas été répertoriées dans le cas des PV sauf dans le cas de maladies biclonales. 

Elles se trouvent toutes au niveau de l’exon 9 du gène CALR et conduisent à un décalage du 

cadre de lecture d’une paire de base (+1 pb).  

Deux variants sont fréquemment retrouvés chez les patients. Le premier est p.L367fs*46b et 

correspond à une délétion de 52 pb connu sous le nom de CALRdel52 (ou type I). Le second est 

p.K385fs*47 qui correspond à une insertion de 5 pb nommé CALRins5 (ou type II). Les autres 

mutations de CALR retrouvées chez ces patients sont plus rares, elles se comportent de la 

même façon que les deux mutations majeures et sont classées type I « like » ou type II 

« like ». Ces mutations de la CALR donnent une nouvelle queue C-terminale de la protéine 

quasi identique pour tous les mutants. Les résidus qui la composent sont en partie chargés 

positivement ce qui modifie les liaisons Ca2+ de la protéine. Les protéines mutantes perdent 

également le motif de rétention dans le RE KDEL (figure 14).  
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Figure 14 :  Structure de la protéine CALR Wild -type et mutée 
Structure de la protéine CALR sauvage (CALR

WT
) composée de deux domaines à activité chaperonne (domaines 

N et P) et d’un domaine C qui fixe le calcium. Au niveau de la queue C-terminale, on retrouve le motif KDEL de 
rétention dans le RE. Les mutations de la CALR se retrouvent dans le domaine C et conduisent à deux types de 
mutations majoritaires : CALR

del52
 ou CALR type I avec une queue C-ter plus courte et chargée positivement, 

ainsi que CALR
ins5

 ou CALR type II avec une queue C-ter plus longue et chargée positivement également. Ces 
deux protéines mutantes ont perdu le motif de rétention dans le RE KDEL.  

Plusieurs papiers ont montré que la CALR mutante (CALRm) est capable de se fixer à MPL et 

d’induire l’activation de façon constitutive des voies JAK2/STAT, MAPK et PI3K/AKT. De plus, 

ces mutants conduisent à la prolifération spontanée des lignées cellulaires Ba/F3 ou UT-7 de 

façon dépendante de l’expression du récepteur MPL et de la protéine JAK2. En revanche, la 

CALRm n’a pas la même activité en présence des récepteurs EPOR et une activité minimale 

avec G-CSFR (Chachoua et al. 2016; Elf et al. 2016; Caroline Marty et al. 2016; Nivarthi et al. 

2016). Ces expériences permettent notamment d’expliquer l’implication de la CALRm dans les 

TE et MFP, qui touche principalement la mégacaryopoïèse régulée par la TPO et son 

récepteur MPL, mais explique également son absence dans les PV, gouvernée par l’EPO et 

son récepteur EPOR dans l’érythropoïèse.  

L’activation du récepteur MPL et des voies JAK/STAT induites par la CALRm nécessitent 

l’interaction directe entre MPL et CALRm sur la partie extracellulaire du récepteur. Cette 

interaction dépend des N-glycosylation de MPL et du domaine lectine de la CALRm. Plus 

précisément, au cours de la maturation de MPL dans le RE, la CALRm se fixe sur le résidu 

asparagine N117 de MPL qui porte l’oligosaccharide Glc1Man9GlcNAc2 et empêche sa 

maturation (figure 15). Des expériences d’immunofluorescences utilisant la technologie 

NanoBRET ont permis de montrer que la CALRm reste associée à MPL au cours de son 
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acheminement à la surface via la voie sécrétoire. De ce fait, le récepteur MPL se retrouve à 

la surface de la cellule partiellement immature (pas complètement glycosylé)(Chachoua et al. 

2016; Liu et al. 2020; Pecquet et al. 2019). De plus, dans ces papiers, il a été montré que la 

CALRm est capable d’induire l’activation de MPL de manière indépendante des cytokines au 

cours de son trafic après le RE et à la surface de la cellule où l’activation du récepteur est la 

plus importante.  

De manière intéressante, les mutants de CALR sont aussi capables d’engendrer l’adressage à 

la surface et l’activation de récepteurs MPL défectueux dus à leur blocage dans le RE et 

généralement trouvés dans les amégacaryocytoses congénitales (MPLR102P par exemple) 

ou restaurer leur activation par l’eltrombopag (MPLR464G) (Basso-Valentina et al. 2021; 

Pecquet et al. 2019).  

CALRm a été aussi montrée comme étant sécrétée (Han et al. 2016; Pecquet et al. 2019) et 

capable de s’oligomériser sur MPL afin de le stabiliser (Araki et al. 2019). Dans un travail en 

cours de révision à Blood et dans lequel je signe en co-premier auteur (annexe n°4), nous 

avons également déterminé que la CALR mutée est sécrétée dans le sang et est 

proportionnelle à la charge allélique mesurée dans le sang. De plus, l’ajout de CALRdel52 

recombinante (rhCALRdel52) est capable d’augmenter l’activation de la voie JAK2/STAT5 dans 

des lignées cellulaires.  

Par ailleurs, dans des expériences de culture à l’échelon unicellulaire à partir de progéniteurs 

mégacaryocytaires triés (CD34+, CD41+) de patients CALRm ou JAK2V617F en comparaison à des 

donneurs sains, nous montrons que la rhCALRdel52 est capable de mimer l’effet de la TPO en 

augmentant la pousse spontanée des progéniteurs mégacaryocytaires CALRm. En revanche, 

la rhCALRdel52 n’est pas capable d’augmenter cette pousse spontanée des cellules issues de 

patients NMP JAK2V617F ou de donneurs sains. Ceci démontre que la CALRm sécrétée peut 

amplifier la signalisation MPL/JAK2/STAT uniquement dans les cellules mutées pour la CALR. 

Cet effet pourrait s’expliquer d’une part car la CALRm est capable de s’oligomériser sur MPL 

et d’autre part, parce que les cellules CALRm acheminent un récepteur MPL immature à la 

surface avec une affinité particulière pour la CALRm.  

En plus de son effet de cytokine anormale , la CALRm sécrétée est capable de jouer sur 

l’immunité en bloquant la fonction de la CALR normale et la phagocytose des cellules 

dendritiques (Liu et al. 2020).  
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Figure 15 :  Mécanisme d'action de CALR d e l5 2  (adapté de Pecquet et al.  2019)  
(A) Schéma de la maturation classique de MPL dans le RE et l’acheminement à la membrane. MPL est 
chaperonnée par la CALR dans le RE permettant son repliement correct et son acheminement vers l’appareil de 
golgi. Il y subira des modifications des résidus N-glycane permettant ainsi sa maturation avant d’être exporté à 
la membrane où il sera inactif jusqu’à ce qu’il soit en présence de son ligand. (B) Mécanisme d’action de la 
CALR mutante (ici CALR

del52
) qui se lie au récepteur MPL dans le RE et migre à la membrane de la cellule en 

passant par l’appareil de golgi. La fixation de la CALR
del52

 sur le récepteur MPL permet son activation dans les 
différentes organelles et majoritairement à la surface. (C) La CALR

del52
 se multimérise et se fixe sur le récepteur 

MPL au niveau du résidu N117 portant un oligosaccharide (glycane) immature. Sa fixation empêche la 
maturation totale du récepteur. Cette fixation permet l’activation du récepteur et augmente également sa 
stabilité sous forme de dimère.  
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d. Rôle de JAK2V 6 1 7F , CALRm  et MPLW 51 5 K, L sur 
l’hématopoïèse  

Depuis les années 1970 plane l’idée que les NMP sont des pathologies qui ont pour origine 

les CSH conduisant à une hématopoïèse clonale. Dans le sang, la charge allélique de la 

mutation JAK2V617F est généralement faible dans les TE (10 à 30%), puis augmente dans les 

PV (30 à 60%) et dans les MFP (>50%). De plus, la détection de la mutation JAK2V617F dans 

plusieurs types de cellules hématopoïétiques sanguines a montré sa présence non 

seulement dans les cellules matures myéloïdes (plaquettes, granuleux et monocytes) mais 

également dans les cellules lymphoïdes Lymphocytes B (LB), « Natural Killer » (NK) y compris 

les lymphocytes T (LT) (cellules à durée de vie extrêmement longue) dans les MFP, plus 

rarement dans les PV et exceptionnellement dans les TE. La détection de cette mutation 

dans ces différents types cellulaires et dans des colonies dérivées d’essais clonogéniques à 

long-terme (LTC-IC) suggère fortement la présence de la mutation au niveau des 

progéniteurs communs aux lignées lymphoïdes et myéloïdes (Delhommeau et al. 2007). Par la 

suite, grâce à des expériences de xénogreffes dans des souris immunodéficientes 

(NOD/SCID), il a été montré que le compartiment des CSH des patients atteints de PV ou 

MFP contient des cellules JAK2V617F multipotentes capables de s’autorenouveler et de 

repeupler la moelle osseuse sur le long-terme (Chloe James et al. 2008). De façon 

intéressante, ces expériences montrent une certaine hétérogénéité entre les cellules 

provenant de patients atteints de PV et MFP (la proportion de CSH mutées est plus 

importante dans les MFP par rapport aux PV). De plus, des études d’architectures clonales 

sur les progéniteurs et des cellules souches à la suite d’essais clonogéniques en 

méthylcellulose, ont montré que JAK2V617F est peu présente au niveau des progéniteurs les 

plus immatures (CD34+CD38-) dans les TE et est retrouvée surtout à l’état hétérozygote 

muté. Lorsqu’un clone homozygote apparait, il prend l’avantage sur le clone hétérozygote 

augmentant ainsi la charge allélique de façon importante chez les patients atteints de PV 

(Anna L. Godfrey et al. 2012). Au stade MFP, la majorité des progéniteurs sont envahis par la 

mutation le plus souvent à l’état homozygote.  

En ce qui concerne l’avantage de JAK2V617F dans l’hématopoïèse, la fraction clonale dans les 

progéniteurs ou la charge allélique de la mutation reste généralement peu élevée dans les 

progéniteurs immatures mais augmente surtout dans les stades plus tardifs de la 
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différenciation érythroïde et myéloïde (Dupont et al. 2007). Une autre étude importante a 

confirmé ces données en montrant qu’il n’y a pas d’expansion des progéniteurs immatures 

(CD34+CD38-) dans les TE et les PV mais qu’au contraire il y a une augmentation des cellules 

différenciées en particulier dans les lignées érythrocytaires (CD34-CD71+GPA+) et 

mégacaryocytaires (CD34-CD41+) dans les PV et la lignée mégacaryocytaire dans les TE 

(Anand et al. 2011; Dupont et al. 2007). Ainsi, JAK2V617F ne donne qu’un avantage limité au 

niveau du compartiment des cellules souches et des progéniteurs mais un avantage 

prolifératif élevé dans les stades plus avancés de la différenciation myéloïde. Cet avantage 

s’explique notamment par l’augmentation de la signalisation cellulaire impliquant JAK2 

surtout au cours de la différenciation quand l’expression des récepteurs augmente (EPOR, G-

CSFR, MPL). 

En ce qui concerne les mutations additionnelles à JAK2V617F, elles peuvent apparaitre avant 

ou après JAK2V617F ou même de façon indépendante de JAK2V617F (TET2, DNMT3A). Les 

mutations TET2 entrainent généralement une dominance clonale plus élevée de la mutation 

au niveau des CSH (Delhommeau et al. 2009). 

Dans une étude sur le rôle de CALRm dans l’hématopoïèse humaine que nous avons conduite 

au laboratoire et dans laquelle je suis cosignataire (annexe n°1), nous avons retrouvé des 

mutations de CALR de type 1 et de type 2 au niveau des plaquettes, des granulocytes, des 

monocytes mais également au niveau des LB, NK et LT y compris dans les TE. Ces résultats 

suggèrent une dominance clonale plus importante de CALRm par rapport à JAK2V617F. De plus, 

toujours contrairement à la mutation JAK2V617F, les mutations CALRm sont présentes dans 

une fraction élevée des progéniteurs (>50%) y compris ceux enrichis en CSH 

(CD90+,CD34+,D38-) dans les cas des TE et MFP (El-Khoury et al. 2020). Même si la majorité 

des progéniteurs présentaient des mutations à l’état hétérozygote, une fraction non 

négligeable de patients de type 2 présentaient aussi une petite fraction de progéniteurs 

homozygotes (El-Khoury et al. 2020; Klampfl et al. 2013) suggérant que les CALRm de type 2 

doivent atteindre une dominance clonale plus élevée au niveau des progéniteurs pour 

induire la maladie. Des études de xénogreffes dans les souris immunodéficientes (Celik et al. 

2021) ont également permis de montrer que ces mutations surviennent au niveau des CSH. 

Enfin, l’analyse de la fréquence allélique entre les stades de progéniteurs et les cellules 

matures (granuleux) montre que CALRm envahit presque tout le compartiment des 
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progéniteurs/CSH et ne donne pas d’avantage évident au cours de la différenciation 

hématopoïétique. Ceci contredit une étude de Nam et al. montrant par une étude de scRNA-

seq couplée au génotypage que les progéniteurs hématopoïétiques malins ont un avantage 

prolifératif croissant avec la différenciation myéloïde (Nam et al. 2019). 

En ce qui concerne les mutations additionnelles, elles apparaissent dans la plupart des cas 

après les mutations CALRm surtout au cours de la progression en MF suggérant que ces 

mutations sont suffisantes pour induire la maladie en amplifiant à elles seules les CSH. 

Au total, les maladies JAK2V617F et CALRm sont définies comme deux types assez différents de 

NMP sur le plan hématopoïétique. 

 

Dans le cas des patients MPLW515K,L, on retrouve la mutation dans les granulocytes, les 

monocytes, les plaquettes et les NK mais pas dans les lymphocytes T (Chaligné et al. 2007). 

De plus, la mutation est toujours détectée après 12 semaines de xénogreffe dans des souris 

NOD/SCID démontrant leurs capacités de reconstitution à long-terme et donc la présence de 

cette mutation au niveau du compartiment des CSH.  

De nombreuses études ont démontré l’implication des mutations motrices au niveau des 

CSH mais des questions subsistent, en particulier : comment et quand surviennent ces 

mutations, comment elles s’amplifient au niveau des CSH pour donner une dominance 

clonale suffisante pour déclencher une maladie. Ces questions sont cruciales pour 

comprendre l’initiation de ces maladies et par conséquent détecter des patients à risque de 

déclencher la maladie. De façon intéressante, plusieurs études récentes ont montré à l’aide 

d’expériences de séquençage du génome complet (WGS) des colonies de progéniteurs que 

l’acquisition de ces mutations au niveau des CSH se faisait des dizaines d’années avant le 

diagnostic de la maladie. Ceci a pu être déduit de la construction d’arbres phylogénétiques 

des mutations combinés à une échelle de temps de l’apparition des mutations. Dans le cas 

de JAK2V617F, l’acquisition de cette mutation peut avoir lieu dans l’enfance voir même durant 

la vie fœtale (Van Egeren et al. 2021; N. Williams et al. 2022). De plus, leur expansion semble 

être variable au cours du temps et est souvent augmentée par des événements génétiques 

associés. Au laboratoire, nous avons aussi étudié cette question par une approche différente 

qui combine un modèle mathématique et des résultats expérimentaux de fractions clonales 
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dans les progéniteurs de 11 patients JAK2V617F ou 15 patients CALRm en connaissant l’âge des 

patients au moment où les échantillons ont été collectés. Grâce à un modèle stochastique 

décrit comme une chaîne de Markov à temps continu, nous avons pu déduire le nombre de 

CSH mutées entre le moment de l'acquisition de la mutation et le moment de 

l'échantillonnage. Ainsi nous avons obtenu des résultats très similaires aux études 

précédentes pour JAK2V617F avec un âge moyen d’acquisition de la mutation à 15 ans. Dans le 

cas de CALRm, la mutation apparait plus tardivement que JAK2V617F, en moyenne à l’âge de 

25 ans (figure 16).   
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Figure 16 :  Schéma de l 'acquisition de la mutation JAK2 V 6 1 7 F  et CALRm  
(Hermange et al.  2022)  
Schéma montrant les probabilités d’acquérir la mutation JAK2

V617F
 (en bleue) ou CALR

m
 (en orange) au cours du 

temps selon un modèle mathématique. La mutation JAK2
V617F

 peut être acquise durant la vie fœtale 
contrairement aux mutations CALR

m
. En moyenne la mutation JAK2

V617F
 est acquise vers l’âge de 15 ans tandis 

que CALR
m

 apparaitrait vers l’âge de 25 ans.  

Enfin, ce modèle a également permis de définir le paramètre ∆ qui correspond globalement 

au taux d’auto-renouvellement des CSH mutées. Nous avons alors déterminé que ∆CALRm 

est supérieur au ∆JAK2V617F suggérant par une autre méthode que JAK2V617F a un effet 

prolifératif moindre que CALRm sur les CSH. Ce modèle a aussi permis d’inférer l’âge auquel 

la population générale doit être dépistée pour détecter les patients à risque de développer 

un NMP (aux alentours de 30 ans pour les patients JAKV617F et 35 ans pour les patients 

CALRm) (Hermange et al. 2022)(annexe n°3 dans lequel je suis cosignataire). 
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e. Mutations associées 

La grande majorité des patients atteints de NMP portent l’une des trois mutations motrices 

JAK2V617F, CALRm ou des mutations de MPL qui conduisent à une hématopoïèse clonale. En 

revanche, ces mutations n’expliquent pas les différences phénotypiques et l’hétérogénéité 

entre les patients.  

Il existe dans les NMP des mutations additionnelles aux mutations motrices qui sont 

retrouvées dans quasiment toutes les hémopathies malignes (SMD, leucémies…). 

Contrairement aux mutations motrices des NMP, ces mutations dites « associées » sont des 

mutations qui ne vont pas causer la myéloprolifération ou déclencher la maladie. En 

contrepartie, ces mutations peuvent contribuer à l’initiation, à la progression de la maladie 

et à la modification du phénotype des patients. On retrouve des mutations de gènes codant 

pour des protéines impliquées dans la méthylation de l’ADN (TET2, DNMT3A et IDH1/2), 

dans les modifications de la chromatine et des histones (ASXL1, EZH2) ou encore des 

facteurs d’épissage (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2). Il existe également des mutations de 

gènes codant pour des molécules de signalisation (SH2B3/LNK et CBL) et des facteurs de 

transcription (TP53 et RUNX1) (figure 17) (Easwar et Siddon 2021).  

 

Figure 17 :  Gènes fréquemment mutés et anomalies chromosomiq ues dans 
les NMP (Grinfeld et al.  2018)  
Fréquence des gènes fréquemment mutés et anomalies chromosomiques retrouvées dans une cohorte de 
2035 patients atteints de NMP. 

Ces mutations associées sont plus fréquentes dans les cas de MFP qui est la pathologie la 

plus avancée. En effet, dans les cas de TE, seulement 30 % des patients présentent une ou 

plusieurs mutations autres que JAK2V617F, CALRm ou MPLm contre 50 à 60% des patients 
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atteints de PV et jusqu’à 80% des MFP (Grinfeld et al. 2018; Tefferi, Lasho, Guglielmelli, et al. 

2016; Tefferi, Lasho, Finke, et al. 2016). Le nombre de mutations augmente également en 

fonction de l’âge des patients. Par ailleurs, les mutations TET2, ASXL1 et DNMT3A sont les 

plus fréquentes dans les NMP. De la même manière le gène TP53, connu pour être impliqué 

dans de nombreux cancers, est muté dans 2 % des NMP en phase chronique.  

i.  TET2 

TET2 « ten eleven translocation » fait partie de la famille des protéines TET composée de 

TET1, TET2 et TET3. Ces enzymes catalysent l’oxydation de 5-méthylcytosine vers 5-

hydroxyméthylcytosine qui peut conduire à la déméthylation de l’ADN et ainsi jouer un rôle 

dans l’expression génique. TET2 est un des gènes dont les mutations sont les plus retrouvées 

dans les NMP (12-14%) et de façon plus importante dans les MFP et les PV par rapport aux 

TE (10-20% dans les MFP/PV et 10% dans les TE) (Delhommeau et al. 2009; Grinfeld et al. 

2018; Vainchenker et Kralovics 2017). La présence de mutation TET2 dans les NMP est 

associée à une diminution de la survie chez les patients (Lundberg et al. 2014). Dans les 

hémopathies, elles sont de différents types (faux sens, décalage du cadre de lecture, 

épissage, perte d’hétérozygotie) et conduisent à une perte de fonction de la protéine.  

Delhommeau et al. ont montré à l’aide d’un modèle de souris (NOD-SCID), dans lequel ils ont 

greffé des CD34+ de patients, que les cellules JAK2V617F/TET2-mutées étaient capables de 

repeupler la moelle de ces souris après 15 semaines avec un biais vers la lignée myéloïde. 

Par ailleurs, ils ont également réalisé des tests fonctionnels in vitro à partir de la moelle de 

ces souris et ont constaté que toutes les LTC-IC et progéniteurs étaient mutés pour TET2. Ces 

résultats démontrent que la mutation TET2 apparait au niveau des CSH et que TET2 renforce 

la dominance clonale de JAK2V617F. D’autres groupes ont montré que la perte de TET2 

(TET2null) accélère le phénotype NMP chez les souris JAK2V617F. La perte de l’expression de 

TET2 donne un avantage compétitif aux cellules JAK2V617F/TET2null au niveau des CSH par 

rapport à JAK2V617F qui conduit à l’expansion des précurseurs. De plus les analyses 

transcriptomiques démontrent que les cellules JAK2V617F/TET2null ont une augmentation de 

l’expression des gènes spécifiques de l’autorenouvellement dans les CSH (Chen, Schneider, et 

al. 2015). Le groupe de kameda et al. a montré à l’aide d’un modèle de souris que la perte de 

l’expression de TET2 (TET2 knock-down) combinée à l’expression de JAK2V617F conduit à une 

aggravation du phénotype par rapport à l’expression de JAK2V617F seule ainsi qu’une 
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augmentation des capacités d’autorenouvellement des CSH (Kameda et al. 2015). Lorsque 

des mutations de TET2 coexistent avec JAK2V617F ou CALRm, elles peuvent aussi bien 

apparaitre avant ou après la mutation motrice. L’ordre d’apparition des mutations TET2 et 

JAK2 impacte les caractéristiques cliniques. En effet, les patients qui acquièrent JAK2V617F en 

premier ont tendance à déclarer plutôt une PV tandis que ceux qui acquièrent une mutation 

TET2 en premier vont développer une TE. De façon intéressante, l’ordre des mutations 

donne un avantage différent au simple et au double mutant. Ainsi le compartiment des CSH 

et des progéniteurs hématopoïétiques est dominé par les simples mutants TET2 chez les 

patients qui ont acquis TET2 en premier. À l’inverse, les CSH double mutantes JAK2V617F/TET2 

prennent l’avantage chez les patients qui ont acquis la mutation JAK2V617F en premier 

(Ortmann et al. 2015).  

ii.  DNMT3A 

Le gène DNMT3A code pour la protéine DNA-methyltransferase 3A qui, comme son nom 

l’indique, catalyse l’addition de groupe méthyl sur les régions riches en CpG de la chromatine 

active. La méthylation de novo de l’ADN par DNMT3A sur des régions spécifiques telles que 

les « enhancers » permet de les inactiver. Une perte de l’activité de DNMT3A entraîne une 

augmentation de l’expression de gènes et de l’accessibilité de la chromatine au niveau des 

« enhancers ». Le gène DNMT3A est muté dans environ 5% à 10% des NMP dans des 

proportions équivalentes dans les TE, PV et MFP. Les mutations de DNMT3A sont 

majoritairement des mutations faux-sens mais on retrouve également des mutations 

entrainant un changement du cadre de lecture ou qui altère l’épissage (Grinfeld et al. 2018).  

Dans le cas de JAK2V617F, il a été montré que la perte de DNMT3A induisait une 

transformation de la PV vers la MFP ainsi qu’une augmentation de l’autorenouvellement des 

CSH in vitro (Jacquelin et al. 2018). Tout comme TET2, il semblerait que l’ordre d’acquisition 

de la mutation par rapport à JAK2V617F influence le phénotype des patients. En effet, dans le 

cas d’une acquisition d’une mutation de DNMT3A en premier, les patients développeront 

plutôt une TE. Dans le cas contraire, ce seront des patients atteints de PV (Nangalia et al. 

2015). Il est à noter que les mutations de TET2 comme de DNMT3A peuvent apparaitre 

également dans des clones indépendants. 
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iii .  TP53 

La protéine P53 est un facteur de transcription impliquée dans la régulation de nombreux 

processus notamment le cycle cellulaire, l’apoptose et la régulation des dommages de l’ADN. 

Les mutations de TP53 sont majoritairement des mutations faux-sens bien qu’il existe 

également des mutations qui entraînent un décalage du cadre de lecture (Grinfeld et al. 

2018). Elles sont retrouvées chez les patients à l’état hétérozygote avec une charge allélique 

faible durant plusieurs années. Un clone homozygote ou hémizygote (LOH : loss of 

heterozygosity) peut également apparaître ce qui entraîne l’absence de l’allèle WT. Ceci 

entraîne une accélération de l’expansion du clone muté TP53 accompagné de l’apparition 

d’un caryotype complexe et conduit à une transformation en LAM (Rodriguez-Meira et al. 

2022). Bien que TP53 soit muté dans seulement 3% des NMP, il est présent dans plus de 20% 

des LAM (Lundberg et al. 2014; Vainchenker et Kralovics 2017). Une perte de fonction de TP53 

impacte sévèrement la survie des patients (Grinfeld et al. 2018).  

Des modèles murins ont permis de montrer que le KO (knock out) de TP53 (TP53-/-) ou qu’un 

mutant de TP53 associé à un allèle délété (TP53-/R172H) est nécessaire pour induire la 

transformation leucémique (TL) dans des souris JAK2V617F/+. De façon intéressante ces études 

ont montré que les LAM des souris JAK2V617F/P53-/- ou P53-/R172H sont caractérisées par une 

expansion des progéniteurs MEP capables de donner la maladie dans une souris receveuse 

conduisant à une érythroleucémie pure (Li et al. 2022; Rampal et al. 2014; Tsuruta-Kishino et 

al. 2017). Li et al. montrent que la voie BMP2/SMAD est activée de façon aberrante au cours 

de la TL et conduit à un autorenouvellement anormal des MEP (Li et al. 2022).  

iv.  Mutations associées et  dominance clonale  au niveau des CSH 

Ces dernières années, un certain nombre d’études ont décrit une hématopoïèse clonale dans 

la population générale de sujets asymptomatiques. Elle est principalement conduite par les 

mutations somatiques comme DNMT3A, TET2, ou JAK2V617F et ont été nommées CHIP (clonal 

hematopoiesis of indeterminate potential) ou ARCH (age related clonal hematopoiesis). En 

effet, elles sont rarement retrouvées dans la population jeune (avec une fréquence 

inférieure à 1% chez les moins de 40 ans). A l’inverse, ces mutations sont plus fréquentes 

dans les populations plus âgées (10 à 20 % des personnes de plus de 65 ans)(Genovese et al. 

2014; Jaiswal et al. 2014). Bien que ces mutations soient retrouvées chez des sujets âgés 

sains, la présence de ces mutations est associée à une augmentation de la mortalité, des 
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risques cardiovasculaires et une augmentation des risques de déclarer une hémopathie 

maligne (Jaiswal et al. 2014). Chaque année, 0.5 – 1% des CHIP progresse vers une 

pathologie. De manière intéressante, des études récentes ont montré que les clones mutés 

DNMT3A et TP53 présentent les taux de croissance annuels moyens les plus lents, d'environ 

5 % par an (N. Williams et al. 2022; Fabre et al. 2022). Les clones présentant des mutations de 

TET2 s’amplifient au niveau des CSH avec un taux d’environ 10 % par an. En revanche, quand 

ces mutations sont associées à JAK2V617F dans les NMP, le taux de croissance de ces clones 

augmente beaucoup (Williams et al., 2022). Il est toutefois à noter qu’une croissance 

hétérogène a été inférée dans les clones JAK2V617F seul des NMP qui diminue encore dans les 

sujets asymptomatiques de la population générale (Hermange et al. 2022; Watson et al. 2020). 

Toutefois cette hématopoïèse clonale est très importante à considérer et à étudier car elle 

permet de mieux comprendre l’initiation des NMP. 

  



56 

 

III. TRAITEMENTS  
Aujourd’hui, il existe plusieurs traitements donnés aux patients NMP en première ou 

seconde ligne en fonction des pathologies et des facteurs de risques. Ainsi, les patients NMP 

sont globalement traités soit par des antiagrégants, de l’aspirine, de l’anagrélide ou de 

l’hydroxyurée dans les TE, soit par saignées, des traitements cytoréducteurs (hydroxyurée) 

et des inhibiteurs de JAK2 dans la PV et les MFP. Le but de ces traitements est d’atteindre 

une rémission hématologique, c’est-à-dire de normaliser les paramètres sanguins pour 

prévenir des risques d’évènements cardiovasculaires et de thromboses ou d’améliorer les 

symptômes comme la taille de la rate et la qualité de vie. Tous ces traitements sont donc 

symptomatiques et n’ont peu ou pas d’effet sur la maladie, son évolution et sa progression 

puisqu’ils ne sont pas capables de cibler les cellules mutées. De plus, pour certains d’entre 

eux, il existe des résistances ou des intolérances. Le seul traitement curatif est l’allogreffe de 

CSH qui n’est pratiquée que dans des stades avancés de MFP. De plus, ce traitement n’est 

possible que dans de rares cas du fait de l’âge des patients, des risques de comorbidité et de 

mortalité liés à l’allogreffe de moelle osseuse. Contrairement aux traitements uniquement 

symptomatiques, l’interféron alpha (IFNα) est un traitement intéressant, car il est capable à 

la fois d’induire une réponse hématologique chez les patients mais aussi d’induire une 

réponse moléculaire. Cependant il existe aussi des résistances ou des intolérances et les 

réponses moléculaires complètes sont peu nombreuses. Dans la recherche sur les NMP, il est 

donc important d’identifier de nouvelles thérapies ou d’améliorer les thérapies existantes 

pour guérir ces maladies ou modifier leur évolution. Dans cette démarche, il est donc 

important que les traitements ciblent les CSH mutées initiatrices de la maladie.  
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1. Traitements conventionnels selon la pathologie  

a. Polyglobulie de Vaquez (PV)  

Dans le cas de la PV, l’objectif principal est de diminuer l’hématocrite en dessous de 45% 

permettant ainsi de prévenir des risques de thromboses et d’accidents cardiovasculaires 

(Marchioli et al. 2013). Dans cette optique, le traitement qui est proposé en première ligne 

est la saignée. L’aspirine ou acide acétylsalicylique (AAS) est également recommandé en 

première ligne de traitement dans les PV dites de faible risque (âge < 60 ans et n’ayant 

jamais eu de thrombose). L’aspirine permet d’inhiber l’agrégation plaquettaire et prévient 

donc des risques de thromboses (Raffaele et al. 2004). Chez les patients de haut risque (âge > 

60 ans et ayant déjà eu une thrombose), un traitement cytoréducteur par hydroxyurée (HU) 

est recommandé. En plus des évènements de thromboses, d’autres critères/symptômes tels 

que l’augmentation de la splénomégalie, un compte plaquettaire élevé (> 1500 x 109/L) ou 

de leucocytes (> 15x109/L) (Barbui et al. 2018) sont pris en compte pour passer à un 

traitement cytoréducteur. En seconde ligne, les patients qui ne répondent pas ou sont 

intolérants à l’HU peuvent être traités par l’IFNα ou par inhibiteur de JAK2 et de JAK1 

(Ruxolitinib) (Vannucchi et al. 2015). Chez les patients très âgés il peut être également 

envisagé l’usage du busulfan, un agent alkylant de l’ADN (Barbui et al. 2018). 

b. Thrombocytémie essentielle (TE)  

En ce qui concerne la TE, l’âge, la survenue d’évènements thrombotiques mais également le 

statut mutationnel de JAK2 sont des éléments pris en compte pour les classer selon les 

risques (tableau 2).  

Tableau 3 :  Classif icat ion des TE selon les facteurs de r isques  

 Très faible 
risque 

Risque faible 
Risque 

intermédiaire 
Haut risque 

Antécédent 
d’évènements 
thrombotiques 

Non Non Non oui 

Age (<) ou (>) à 60 
ans 

< < > > 

Muté pour JAK2 Non Oui Non oui 
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Les patients à très faible risque et sans facteur de risques cardiovasculaires sont des patients 

surveillés mais sans traitement particulier (Tefferi et Barbui 2020). L’aspirine est utilisée pour 

traiter les patients qui présentent des risques cardiovasculaires, qu’ils soient classés comme 

étant de faible risque ou non. Les patients de risque intermédiaire et de haut risque 

reçoivent de l’HU en première intention. L’anagrélide (ANA), un inhibiteur de l’AMP cyclique 

phosphodiestérase III ciblant la mégacaryopoïèse et donc la génération des plaquettes, peut 

être prescrit chez les patients de haut risque. En seconde ligne de traitement, tout comme 

dans le cas de la PV, les patients qui sont intolérants ou ne répondent pas à l’HU reçoivent 

de l’IFNα ou bien du busulfan (Tefferi et Barbui 2020).  

c. Myélofibrose primaire (MFP) 

Actuellement, il existe plusieurs systèmes pour évaluer le pronostic des patients atteints de 

MFP et les classer selon des facteurs de risques tels que le système MIPSSv2 (mutation- and 

karyotype-enhanced international prognostic scoring system) qui prend en compte les 

anomalies génétiques (mutations motrices, présence de mutations associées à pronostique 

défavorable, anomalies caryotypiques) et les facteurs de risques cliniques (taux de 

leucocytes, plaquettes, anémie, blastes circulants)(Tefferi et al. 2018).   

Selon ces critères, il n’est pas recommandé d’orienter les patients classés de faible risque 

vers l’allogreffe qui est le seul traitement curatif du fait des risques de complications élevés 

de cette option (Kröger et al. 2015). Dans ce contexte, Tefferi évoque que l’observation 

simple de ces patients, en l’absence de symptôme qui requiert un traitement, est 

raisonnable puisqu’il n’y a pas d’efficacité prouvé des thérapies conventionnelles sur la 

survie de ces patients (Tefferi 2021). Les patients de risque intermédiaire ont des symptômes 

qui nécessitent un traitement. Dans la MFP les principaux symptômes à traiter sont l’anémie 

et la splénomégalie. L’anémie est traitée par androgène, fluoxymestérone, prédnisone ou 

lénalidomide. Pour traiter la splénomégalie, les patients reçoivent en première ligne de 

traitement l’HU qui permet une réduction de la taille de la rate de moitié dans 40% des cas. 

Les patients qui ne répondent pas à l’HU, vont être traités par Ruxolitinib qui permet 

également de réduire la splénomégalie et améliorer la qualité de vie des patients (Harrison et 

al. 2012). Plus récemment, un autre inhibiteur des JAK a été mis sur le marché (Fedratinib ou 

Inrebic) qui vient se substituer au Ruxolitinib en cas d’intolérance. En revanche, ces 
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inhibiteurs ont des effets délétères sur la maladie puisqu’ils peuvent induire une anémie et 

une thrombocytopénie.  

Ces différents traitements permettent de traiter les symptômes mais n’ont pas d’effet sur 

l’évolution de la pathologie. Le seul traitement curatif (évoqué plus haut) est la 

transplantation allogénique de CSH qui est conseillée chez les patients de haut et très haut 

risque (mutations associées de mauvais pronostic, anomalies caryotypiques). Cependant, ce 

traitement est rarement proposé du fait des risques encourus étant donné l’âge des patients 

et des complications liées à la greffe ce qui rend un certain nombre de patients non éligibles 

(Ali et al. 2019). Les patients qui ne sont pas éligibles à l’allogreffe de CSH sont orientés vers 

les essais thérapeutiques qui incluent de nouveaux traitements émergents.   
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2. L’interféron alpha (IFNα)  
L’interféron alpha (IFNα) fait partie de la superfamille des interférons. Ces cytokines ont été 

découvertes il y a 65 ans par Isaac et Lindenmann comme des substances libérées en 

présence du virus influenza inactivé et qui est responsable de l’interférence observée lors 

d’une seconde infection (Lindenmann, Burke, et Isaacs 1957). Ces protéines sont regroupées 

en 3 types : I, II et III et sont impliquées dans la prolifération cellulaire, l’apoptose, 

l’inflammation et l’immunité adaptative. Ces cytokines sont utilisées dans un certain nombre 

de pathologies comme des maladies virales (hépatite C), des scléroses multiples ou des 

hémopathies malignes comme la LMC. 

a. Traitement à l’IFN dans les NMP  

L’interféron alpha est utilisée dans le traitement de diverses pathologies dont l’hépatite C, 

l’hépatite B mais également dans le traitement des LMC ainsi que dans les NMP (surtout les 

TE et les PV de sujets jeunes). Le traitement par l’IFNα dans les NMP (TE ou PV) induit une 

réponse hématologique (RH) dans environ 70% des cas ce qui est comparable notamment à 

l’HU (Silver 1988; Yacoub et al. 2019; Yin et al. 2022). Les patients traités à l’IFNα présentent 

moins de complications liées à la progression de la maladie (évènements thrombotiques, 

splénomégalie, myélofibrose) et nécessitent moins de saignée (Yin et al. 2022). L’IFNα est un 

traitement prometteur dans les NMP car il est capable d’induire en plus d’une RH, une 

réponse moléculaire (RM) dans le sang. En revanche la réponse au traitement est très 

hétérogène entre les patients. Plusieurs études observent une RM dans plus de 60% des cas 

avec une réponse moléculaire complète (RMC) (mutations indétectables) chez 20% des 

patients qui portent la mutation JAK2V617F (Kiladjian et al. 2008; Quintás-Cardama et al. 2013). 

Chez certains de ces patients en RMC, l’arrêt du traitement est possible sans reprise des 

symptômes (Daltro De Oliveira et al. 2020) . Les effets de l’IFNα chez les patients qui portent 

des mutations de CALR sont plus controversés (Czech et al. 2019; Kjær et al. 2016; Verger et 

Cassinat 2015).  

En plus des mutations motrices, les études montrent que la présence de mutations associées 

peut impacter la réponse au traitement à l’interféron. Par exemple, la présence de 

mutations TET2 chez certains patients est associée avec une réponse moléculaire moins 

importante tout comme la présence des mutations ASXL1, EZH2 ou bien encore de DNMT3A 

(Knudsen et al. 2022; Quintás-Cardama et al. 2013; Verger et Cassinat 2015). Enfin, des variants 
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germinaux en particulier sur le gène codant pour IFNλ sont également capables d’impacter la 

réponse moléculaires à l’IFN (Jäger et al. 2021). 

Un des problèmes majeurs de ce traitement est qu’il induit de nombreux effets indésirables 

(fatigue, dépression, symptômes grippaux, problèmes intestinaux) qui peuvent conduire à 

une forte intolérance chez 10-20% de patients et donc à l’arrêt du traitement. L’IFNα étant 

une molécule dont la demi-vie dans le sang est assez courte, demandait une administration 

très fréquente. Néanmoins, le développement de l’IFN pégylé (l’IFN-α-2a pégylé), une forme 

stabilisée de l’IFNα permet une administration espacée aux patients. Récemment le 

développement d’un IFN encore plus stable et plus actif que l’IFNα pégylé, le ropeg-

interféron (Besremi) permet d’espacer encore plus les injections ce qui diminue les effets 

indésirables et augmente la tolérance des patients au traitement (Gisslinger et al. 2015). Une 

étude récente montre aussi sa meilleure efficacité comparée à l’HU sur la RH et la RM à long 

terme (>5 ans) et il a été autorisé par la FDA (agence américaine des produits alimentaires et 

médicamenteux) dans le traitement de la PV (Kiladjian et al. 2022). 

b. Signalisation de l’IFN  

i.  Les interférons de type I, II et III  

Les interférons de type I sont les plus étudiées et les mieux caractérisées parmi les 3 types 

d’interférons. Cette famille regroupe l’IFNα (composée de 13 sous-types : α1, α2, α4, α5, α6, 

α7, α8, α10, α13, α14, α16, α17 et α21), l’IFN β, l’IFNε, l’IFNκ, et l’IFNω. L’IFNα et β sont les 

IFN prédominants qui sont secrétés par de nombreux types cellulaires en présence de PAMP 

(Motifs moléculaires associées aux pathogènes). Ces cytokines se fixent sur un récepteur 

hétérodimérique exprimé de façon ubiquitaire (Constantinescu et al. 1995). Ce récepteur est 

composé de deux sous-unités : IFNAR1 et IFNAR2 et sont associées respectivement aux 

tyrosines kinases TYK2 et JAK1 au niveau de leur domaine intracellulaire. La fixation de l’IFNα 

sur ce récepteur va induire l’activation de TYK2 et JAK1 qui vont phosphoryler le récepteur et 

induire le recrutement des STAT. Une fois recrutées, STAT1 et STAT2 sont phosphorylées 

respectivement au niveau des tyrosines Y701 et Y690 et sont donc activées. Elles vont alors 

former des hétérodimères STAT1/STAT2 et interagir avec IRF9 (Interferon Regulatory Factor 

9). Ce complexe nommé ISGF3 (IFN Stimulated Gene Factor 3) va pouvoir migrer dans le 

noyau et se fixer sur des séquences promotrices spécifiques nommées ISRE (IFN Stimulated 
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Response Element). La fixation d’ISGF3 sur ces régions de l’ADN permet d’induire la 

transcription des gènes cibles de l’IFN (ISG : Interferon Stimulating Genes) (figure 16).  

L’IFN de type II ou IFNγ est sécrétée en majorité par les cellules du système immunitaire. 

Cette cytokine forme un homodimère et se fixe sur son récepteur IFNGR. IFNGR est composé 

de 2 sous-unités IFNGR1 et deux sous-unités IFNGR2 qui sont exprimées de façon 

ubiquitaire. Sa fixation sur son récepteur va induire l’activation des Janus kinases JAK1 et 

JAK2 conduisant au recrutement des facteurs de transcription STAT1. Ceux-ci forment des 

homodimères qui vont transloquer dans le noyau et se fixer sur les régions promotrices GAS 

(Gamma IFN-Activated Site) pour induire la transcription d’ISG (figure 18).  

Les IFN de type III regroupent les IFN λ1, λ2, λ3 et λ4 qui se fixent de façon spécifique sur les 

récepteurs IL10R2 et IFNLR1. Cette famille d’IFN a une activité similaire aux IFN de type I en 

activant les mêmes tyrosines kinases TYK2 et JAK1, la formation du complexe ISGF3 et 

l’activation de la transcription des ISG. En revanche, la sous unité IFNLR1 est exprimée 

uniquement au niveau des cellules endothéliales.  
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Figure 18 :  Voie de signalisation des IFN de type I,  I I  et II I  (Michalska et al.  
2018)  
Voies de signalisation médiées par l’IFN de type I et de type II. Ces cytokines induisent l’activation des tyrosines 
kinases JAK1 et TYK2 (IFN de type I) ou JAK1 et JAK2 (IFN de type II). Les Janus kinases phosphorylées induisent 
la phosphorylation des STAT et ainsi la formation de complexe STAT2/IRF9, ISGF3 et GAF qui vont ensuite 
transloquer dans le noyau. Ces complexes jouent le rôle de facteur de transcription et vont se fixer sur des 
régions promotrices de l’ADN spécifiques nommées ISRE ou GAS pour induire la transcription des ISG.  

Les IFN de type I induisent majoritairement la formation d’hétérodimères STAT1/STAT2 pour 

former le complexe ISGF3, mais il peut également y avoir formation d’homodimères STAT1 

ou STAT2. Les homodimères STAT2 sont capables de former un complexe avec IRF9 tout 

comme l’hétérodimère STAT1/STAT2 et se fixe également sur les séquences ISRE. Les 

homodimères de STAT1 appelés également GAF (Gamma Activated Factor) se fixent sur les 

séquences GAS, bien que la formation de ces complexes soit minoritaire puisqu’ils sont en 

compétition avec le complexe ISGF. L’IFN de type I est donc capable d’induire des ISG sous le 

contrôle de séquence GAS.  
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Les modèles de souris qui n’expriment par IFNAR1 (IFANR-/-) ne sont pas capables de 

répondre aux IFN de type I démontrant le rôle essentiel de ce récepteur dans la médiation 

du signal par les IFN de type I. Le KO d’IFNAR1 rend les souris incapables de combattre une 

infection virale. Bien que les IFN de type I et II ont des signaux d’activation de transcription 

de gènes qui se recouvrent partiellement, la comparaison de ce modèle de souris dépourvu 

de récepteur IFNAR1 et IFNGR montrent que ces deux types d’interféron sont essentiels à la 

défense antivirale et ne sont pas redondants sur le plan fonctionnel (Müller et al. 1994). 

ii.  Inhibition de la signalisation à l ’IFN  

L’IFN de type I conduit à l’expression de gène codant pour des protéines aux propriétés 

antivirales, antiprolifératives, pro-apoptotiques et pro-inflammatoires. Il existe différents 

mécanismes à plusieurs échelles temporelles qui collaborent pour arrêter l’expression de ces 

gènes quelques heures après l’exposition des cellules à l’IFN. Lorsque l’IFN se fixe sur son 

récepteur, celui-ci est rapidement internalisé par endocytose et dégradé. Les protéines de la 

famille SOCS (Suppressor of Cytokine Signalling) en particulier SOCS1 permettent d’inhiber 

rapidement la signalisation médiée par l’IFN en se fixant sur les JAK phosphorylées. La 

protéine PIAS1 permet d’inhiber la phosphorylation de STAT1 et l’IFNα induit lui-même une 

boucle de rétrocontrôle négatif puisqu’on trouve parmi les ISG des inhibiteurs de ces voies 

(notamment les SOCS mais aussi ISG15, USP18). Ce dernier est une ubiquitin specific 

peptidase (USP) qui se fixe à IFNAR2 et qui induit un changement conformationnel du 

récepteur permettant de dissocier l’IFNα. 

iii .  Signalisation prolongée de l ’ IFN (U-ISGF3) 

Bien que les STAT soient rapidement déphosphorylées après stimulation par l’IFN de type I 

et II, Cheon et al. ont montré dans des lignées de cellules épithéliales que l’activation de 

l’expression de certains ISG persiste plusieurs jours après l’arrêt de la stimulation des cellules 

par l’IFN. De plus, la protéine STAT1 non phosphorylée (U-STAT1) s’accumule plusieurs jours 

après l’arrêt de la stimulation et est localisée dans le noyau, ce qui suggère un rôle de la 

protéine STAT1 non phosphorylée (Cheon et Stark 2009). À l’aide d’un mutant dominant 

négatif de STAT (STAT1Y701F) qui ne peut pas être phosphorylé et donc non actif, les auteurs 

ont montré que l’accumulation d’U-STAT1 était capable d’induire l’expression de certains 

ISG. Par la suite, il a été montré que l’action de U-STAT1 nécessite la présence d’IRF9 et 

STAT2 (U-ISGF3), mais que STAT2 et IRF9 seul sont aussi capables de transloquer dans le 
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noyau pour induire l’expression d’ISG en l’absence de stimulation à l’IFN (Cheon et al. 2013; 

W. Wang et al. 2017). Ces données montrent qu’il y a plusieurs niveaux de réponse à l’IFN 

(figure 19). Dans un premier temps, une réponse rapide qui passe par l’activation des STAT 

et qui permet d’activer une large gamme d’ISG. Dans un second temps, une accumulation 

des STAT/IRF9 mais aussi l’expression d’IRF1 permettent d’induire la transcription d’un sous-

groupe d’ISG et de maintenir une réponse à l’IFN prolongée. La plupart des gènes induits par 

U-ISGF3 codent pour des protéines qui ont des propriétés antivirales et qui sont impliquées 

dans la régulation du système immunitaire. Parmi eux, on retrouve IFI27, BST2, OAS1, OAS2, 

OAS3, ISG15 et STAT1 lui-même (Cheon et Stark 2009; Cheon et al. 2013; Sung et al. 2015).  

 

Figure 19 :  Les différents niveaux de réponse à l 'IFN de type I  et II  
(Michalska et al.  2018)  
Classiquement, la signalisation à l’IFN de type I et II est décrite comme une réponse rapide qui passe par la 
phosphorylation des STAT, la formation de complexe et la transcription des ISG dont les STAT. Il y a alors une 
accumulation de protéines STAT non phosphorylées dans la cellule qui peuvent également former des 
complexes U-STAT2/IRF9, U-ISGF3, U-STAT1. Ces complexes transloquent dans le noyau et induisent la 
transcription de certains ISG à plus long-terme.  
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c. Conséquences de l’IFNα  et effet sur les CSH 

i.  Réponse immunitaire :  

Les premières études menées sur des modèles de souris traitées à l'IFNα ont montré 

l'importance des mécanismes immunitaires de l'hôte dans la génération de réponses 

antibactériennes, antivirales et antitumorales de longue durée. Globalement, l'IFNα accroît 

les fonctions des cellules T et NK en augmentant leur production d'IFN, favorise la 

production de NO par les macrophages et la maturation des cellules présentatrices 

d'antigènes, induisant une immunité des cellules T et B et contribuant à la génération de 

lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Il renforce la réponse humorale aux antigènes solubles, 

favorise le changement de classe des immunoglobulines et augmente l'effet des LPS (Decker, 

Müller, et Stockinger 2005).  

ii.  Réponse apoptotique :   

L'IFN favorise l'apoptose de divers types de cellules tumorales impliquant l'activation de 

plusieurs ISG (≈ 15 sont identifiés, dont la caspase 4, la caspase 8, TRAIL, Fas/CD95, XIAP). 

Elle est indépendante de l'arrêt du cycle cellulaire et implique principalement les voies 

PI3K/mTOR et JAK/STAT (Chawla-Sarkar et Lindner, s. d.).  

iii .  Réponse antiproliférative :   

L'IFNα supprime la prolifération des cellules progénitrices hématopoïétiques. Il peut agir 

directement sur les progéniteurs hématopoïétiques en induisant l’apoptose dépendante de 

p38 MAPK et BAX. Il agit également indirectement sur les progéniteurs hématopoïétiques en 

induisant la production d'IFN par les cellules accessoires de la moelle et en inhibant la 

production paracrine de plusieurs facteurs de croissance. Enfin, il atténue la signalisation 

JAK/STAT déclenchée par les récepteurs de cytokines comme MPL en augmentant 

l'expression de SOCS-1 et en induisant une thrombocytopénie (Aman et al. 1994; Lu et al. 

2010; Q. Wang et al. 2000). 

Ces 2 dernières réponses sont en partie dues au fait que l'IFNα est un puissant inducteur de 

l'expression de la protéine de leucémie pro-myélocytaire (PML), qui est l'organisateur clé des 

corps nucléaires (CN-PML). Ces structures sont non seulement essentielles pour l'activité de 

l'IFN, mais aussi importantes pour médier l’action des espèces réactives de l'oxygène (ROS), 

ce qui entraîne la sumoylation, la séquestration et la dégradation des protéines (Sahin et al. 



67 

 

2014). Par conséquent, la formation des CN-PML induit de nombreuses activités cellulaires 

en aval telles que la sénescence, l'apoptose ou l'arrêt du cycle cellulaire principalement suite 

à l'activation de P53(Bernardi et Pandolfi 2007; Sahin, Lallemand-Breitenbach, et de Thé 2014). 

iv.  Réponse proliférative  

De nombreuses études ont montré que l’IFN était impliqué au niveau des CSH et notamment 

dans l’auto-renouvellement et la quiescence de ces cellules. Des expériences in vivo chez la 

souris du groupe de Essers et al. ont montré que l’IFNα administré de façon aiguë est 

capable d’induire la sortie de quiescence des CSH qui deviennent actives. Ceci est corrélé à la 

phosphorylation de STAT1, d’AKT et augmente l’expression d’ISG dont le marqueur Sca-1 

(stem cell antigen 1). Enfin, l’axe IFNAR/Stat1/Sca-1 est responsable de la prolifération des 

CSH puisque la sortie de quiescence des CSH est abolie dans les souris dépourvues de STAT1, 

IFNAR1 ou Sca-1. Ces résultats démontrent l’effet direct de l’IFN via l’activation de son 

récepteur et les cascades de signalisation en aval (Essers et al. 2009). De plus, cette même 

équipe montre que l’exposition chronique à l’IFNα compromet de façon élevée la fonction 

des CSH en inhibant leur autorenouvellement et en favorisant leur mise en différenciation en 

progéniteurs. Ces résultats suggèrent que l'activation du cycle cellulaire des CSH par l'IFN 

épuise le pool de CSH (figure 20).  

 

Figure 20 :  Effet de l ' IFNα sur les CSH (adapté de Essers et al.,  2009)  
Un traitement à l’IFN aigu et de courte durée est capable d’induire la sortie de quiescence de CSH et ainsi 
augmenter l’autorenouvellement de ces cellules et leur mise en différenciation. Un traitement chronique à 
l’IFNα bloque l’autorenouvellement des CSH en cycle, favorise leur mise en différenciation.   

Walter et al. ont aussi montré que le stress aiguë par IFNα induit la prolifération des CSH via 

l’induction de ROS et la génération de dommages à l’ADN. De plus, ils n’observent pas de 

diminution des CSH mais une altération de leurs fonctions comme Essers et al. (Walter et al. 
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2015). Une autre équipe a montré qu’un traitement chronique à l’IFNα induit un épuisement 

des CSH WT en compétition avec des CSH IRF2-/- en induisant leur mise en différenciation et 

inhibant l’autorenouvellement de ces cellules (Sato et al. 2009). Leurs résultats ont 

également montré que l’IFNα diminue de façon importante l’expression de P27 et P57 qui 

sont des inhibiteurs de CDK (cyclin dependant kinase) impliqués dans la régulation du cycle 

cellulaire. En parallèle ils ont déterminé que l’expression de c-MPL (qui code pour le 

récepteur à la TPO) joue un rôle important pour le maintien des CSH à l’état de quiescence, 

diminue dans les CSH IRF2-/- mais est restauré dans les CSH IRF2-/-/IFNAR1-/- suggérant que la 

suractivation par l’IFNα diminue la quiescence. 

Par la suite, Pietras et al. ont montré que la prolifération induite par une exposition 

chronique in vivo à l'IFN chez la souris n'épuise pas le pool de CSH suite à un retour rapide en 

quiescence. Ceci se fait via la diminution transitoire de l’activité de certaines voies (P27, P57, 

Foxo1, Foxo3A et PTEN, la voie NOTCH et TGFβ) impliquées dans le maintien des CSH à l’état 

de quiescence. Le retour à la quiescence est donc un mécanisme de sauvegarde qui protège 

les CSH de l'effet délétère direct de l'IFN. En revanche, ces CSH remises en quiescence sont 

préparées à subir plus rapidement l'apoptose dépendante de P53 quand les cellules 

recommencent à proliférer suite à une culture in vitro, suite à une transplantation ou suite à 

un traitement myéloablatif (Pietras et al. 2014) (figure 21). 

 

Figure 21 :  Quiescence,  un mécanisme de protection des CSH contre l 'effet  
apoptotique de l 'IFN (adapté de Pietras et al. ,  2014) 
Modèle expliquant comment le retour à l'état de quiescence protège les CSH de l'apoptose induite par l'IFN. 
Les CSH sont normalement maintenues dans un état quiescent protégées des stimuli pro-apoptotiques. L’IFN 
induit les CSH à entrer dans le cycle cellulaire (phase aigüe) où elles sont vulnérables à l'apoptose en raison 
d'une relaxation transitoire des mécanismes de quiescence. Lors d'une exposition chronique à l'IFN (phase 
chronique), les CSH reviennent à un état de quiescence où elles sont protégées de l'apoptose induite par l'IFN. 
En revanche, si elles sont forcées de retourner dans le cycle cellulaire (culture, transplantation, 5-FU), elles 
activent un programme de gènes pro-apoptotiques dépendant de p53. 
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d. Effet de l’IFNα dans les NMP  

i.  Au niveau des CSH 

Ces dernières années, de nombreuses études ont émergé dans le but de déterminer par quel 

mécanisme l’IFNα agit pour induire une RMC chez certains patients et pas d’autres en vue 

d’améliorer ce traitement. Des études initiales chez la souris menées par notre laboratoire et 

dans l’équipe de B. Ebert (Boston) ont montré que l’IFNα est capable de cibler les cellules 

JAK2V617F au niveau des cellules matures mais également au niveau des cellules souches et 

progénitrices dans un modèle de greffe en compétition cellules normales/cellules JAK2V617F 

(Salma Hasan et al. 2013; Mullally et al. 2013). Mullaly et al. ont montré notamment que l’IFNα 

était capable d’induire une sortie de quiescence et une mise en cycle cellulaire plus 

importante des CSH JAK2V617F par rapport aux cellules WT. De cette façon, l’IFNα entraine un 

épuisement des CSH JAK2V617F.  

Plus récemment, Rao et al. déterminent dans leur modèle de souris JAK2V617F, mais 

également chez les patients, une augmentation d’une sous population de CSH exprimant 

fortement le marqueur CD41 (CSH CD41high) qui est un marqueur des CSH biaisées vers la 

lignée mégacaryocytaire. Les analyses transcriptomiques et de cytométrie montrent que ces 

cellules sont plus en cycle par rapport à celles qui expriment peu le CD41 (CSH CD41low) qui 

comportent des caractéristiques de cellules à l’état de quiescence. Dans leur étude, au cours 

du traitement à l’IFNα, ils observent une augmentation de la fréquence et du pourcentage 

de CSH CD41high qui corrèle avec la diminution des CSH JAK2V617F (Rao et al. 2021), suggérant 

que l’IFNα induit la mise en cycle des CSH CD41high JAK2V617F. 

Une autre étude observe également la présence d’une population de CSH CD41+ chez les 

patients atteints de NMP en particulier chez les patients TE (Tong et al. 2021). Ces études 

suggèrent finalement que la mutation JAK2V617F donnerait un avantage au niveau des CSH 

biaisées vers la lignée mégacaryocytaire conduisant à une expansion de cette population de 

CSH. Ces cellules seraient plus sensibles à l’IFNα car elles expriment à l’état basal des 

protéines effectrices de la signalisation par IFNα. De plus par une analyse scRNA-seq des 

progéniteurs de patients, Tong et al. ont pu pointer le mécanisme d’action de l’IFN : il induit 

une mise en quiescence des CSH biaisées mégacaryocytaires JAK2V617F homozygotes et 

l’apoptose des CSH biaisées mégacaryocytaires JAKV617F hétérozygotes (Tong et al. 2021) 

(figure 22).  
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Figure 22 :  Mécanismes d'éradication des CSH CD41 h ig h  JAK2V 6 1 7 F  (adapté de 
Tong et al. ,  2021)  
Dans un contexte normal, les CSH présentent une sous population biaisée vers la lignée mégacaryocytaire. Au 
cours de l’initiation de la TE, la mutation JAK2

V617F
 présente au niveau de cette sous population induit une 

augmentation de ces CSH et conduit au développement de la maladie avec une amplification de la lignée 
mégacaryocytaire. Le traitement des patients induit l’apoptose des CSH JAK2

V617F
 hétérozygotes et un retour en 

quiescence des cellules homozygotes pour JAK2
V617F

.  

Ces études mettent en évidence différents mécanismes qui expliquent l’effet de l’IFNα de 

façon spécifique sur les CSH JAK2V617F.  

ii.  Mécanismes impliqués  :  

À l’aide de lignée cellulaire qui surexpriment JAK2V617F ou CALRm, Czech et al. ont montré que 

selon la mutation, la sensibilité à l’IFNα in vitro est différente. L’IFNα induit une diminution 

de la prolifération et un effet modéré sur l’apoptose de ces cellules de façon dose 

dépendante. De manière intéressante, les effets de l’IFNα sont observés à des doses plus 

faibles en présence de JAK2V617F (100 UI/ml) comparées aux cellules CALRm (500 UI/ml). De 

plus les lignées JAK2V617F ont une activation constitutive de STAT1 et de JAK1 ce qui montre 

que JAK2V617F sensibilise à l’IFNα de manière plus importante que CALRm. Ils observent une 

expression basale de STAT1 et STAT2 plus importante dans le cas de JAK2V617F ainsi qu’une 
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augmentation de la phosphorylation des STAT 1, 2 et 3 après stimulation à l’IFNα. Par 

ailleurs, l’expression des ISG est augmentée en réponse à l’IFNα dans les lignées JAK2V617F 

par rapport aux lignées CALRm. Cette observation est également retrouvée dans les cellules 

mononuclées (CMN) provenant de patient JAK2V617F en comparaison aux patients CALRm. 

Pour confirmer que les différences observées en réponse à l’IFNα entre JAK2V617F et CALRm 

sont dues à une augmentation de la phosphorylation de STAT1, ils ont surexprimé STAT1 

dans leurs lignées et comparé avec la surexpression d’un dominant négatif de STAT1 

(STAT1Y701F). Ils ont pu montrer ainsi que la surexpression de STAT1 dans les lignées CALRdel52 

permet de sensibiliser les cellules à l’IFNα à des niveaux comparables aux cellules JAK2V617F. 

Au contraire, la surexpression de STAT1Y701F diminue la réponse à l’IFNα dans les lignées 

JAK2V617F (Czech et al. 2019). De manière intéressante, Tong et al. constatent également une 

augmentation de la phosphorylation de STAT1 (P-STAT1) en particulier au niveau des CSH 

CD41+ provenant de patients NMP (Tong et al. 2021). Ces résultats sont en accord avec une 

précédente étude qui montre une augmentation de P-STAT1 dans les CSH JAK2V617F de souris 

après traitement à l’IFNα (Austin et al. 2020). 

Par ailleurs, Austin et al. ont démontré dans un modèle de souris JAK2+/V617F que l’IFNα induit 

un épuisement des LT-HSC portant la mutation. Dans leur modèle de souris, un traitement 

aigu à l’IFNα induit une réponse similaire entre les cellules WT et JAK2V617F dans les LT-CSH et 

MPP avec une augmentation de la sortie de quiescence, de la production de ROS ainsi 

qu’une augmentation des dommages à l’ADN. En traitant ces souris de façon chronique à 

l’IFNα pégylé, ils observent une normalisation des paramètres sanguins ainsi qu’une 

diminution du chimérisme JAK2V617F. De manière intéressante, le traitement chronique à 

l’IFNα induit au niveau des LT-CSH JAK2+/V617F une diminution plus importante de la 

quiescence, une accumulation des cellules en phase G1 ainsi qu’une augmentation des ROS 

et des dommages à l’ADN par rapport aux LT-CSH JAK2WT. Ces données montrent que les LT-

CSH JAK2WT et JAK2+/V617F ont une cinétique d’activation équivalente en réponse à un 

traitement aigu à l’IFNα. En revanche l’activation de la signalisation via P-STAT1 est plus 

importante dans les LT-CSH mutées et la réponse au traitement chronique à l’IFNα dans les 

LT-CSH JAK2+/V617F est plus importante. Cette étude donne une explication du mécanisme de 

réponse moléculaire chez les patients NMP JAK2V617F après un traitement à l’IFNα sur le long 

terme (Austin et al. 2020).  
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Enfin, il a été rapporté que le traitement des CD34+ de PV par peg-IFNα-2a induit une 

augmentation de l’apoptose de ces cellules ainsi que l’activation de p38 MAPK (Lu et al. 

2010). Ces auteurs ont également montré que le traitement in vitro de CD34+ de patients 

induit l’activation de STAT1 et favorise la transcription de P53 (Lu et al. 2012). Plus 

récemment, l’activation de p38 MAPK en réponse à l’IFNα a été montrée comme 

dépendante de l’activation de PKCδ ainsi que d’AKT/mTORC1. L’activation de ces deux voies 

induit la phosphorylation d’ULK1 nécessaire à l’activation de p38 MAPK et contribue à la 

transcription d’ISG permettant d’inhiber la prolifération et la survie des cellules NMP. En 

parallèle, l’IFNα induit l’activation des caspases qui contribuent à l’apoptose des cellules 

NMP. En revanche, ce mécanisme induit également une boucle de rétrocontrôle négatif via 

le clivage de ROCK1/2 qui peut alors s’associer à ULK1 et ainsi promouvoir la prolifération et 

la survie des cellules NMP (Saleiro et al. 2022).  
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OBJECTIF 
Durant ces dernières années, de nombreuses études ont montré l’impact du traitement à 

l’IFNα chez les patients NMP. Bien qu’il ait été montré que ce traitement est capable de 

cibler les cellules initiatrices de la maladie, son mécanisme d’action reste incompris surtout 

chez l’Homme. De plus, de nombreux patients sont intolérants au traitement ou ne 

répondent pas de façon hématologique. Il est donc important de comprendre son 

mécanisme d’action afin de pouvoir l’améliorer et également cibler un plus grand nombre de 

patients notamment à l’aide de combinaison de traitement ou grâce à une posologie mieux 

adaptée. L’objectif de ma thèse est donc de comprendre le mécanisme d’action de 

l’interféron α. Pour tenter de répondre en partie à cette problématique, je me suis centrée 

sur 3 objectifs spécifiques au cours de ma thèse :  

1- Déterminer l’effet de l’IFNα sur les différents compartiments de l’hématopoïèse de 

patients NMP en fonction des mutations motrices. 

2- Déterminer l’effet de l’IFNα chez les patients en fonction des mutations associées de 

DNMT3A, P53 et TET2. 

3- Étudier la signalisation de l’IFNα dans un contexte JAK2V617F en comparaison à CALRm 

dans les lignées cellulaires murines mais également dans les progéniteurs de 

patients. 
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RÉSULTATS 

PARTIE 1  :  ÉTUDE DE L’EFFET DE L’INTERFÉRON ALPHA 

SUR LES DIFFÉRENTS COMPARTIMENTS DE 

L’HÉMATOPOÏÈSE CHEZ DES PATIENTS ATTEINTS DE NMP 

(MOSCA ET AL.  2021) 
Les NMP sont des hémopathies malignes causées par des mutations motrices de JAK2, CALR 

et MPL. L’IFNα montre une certaine efficacité chez les patients pour cibler les cellules 

portant la mutation motrice et conduit à une RM dans le sang. En revanche, la réponse au 

traitement est très hétérogène entre les patients. Afin de déterminer quels sont les 

paramètres qui peuvent influencer la réponse au traitement chez les patients, nous avons 

réalisé une étude sur une cohorte prospective pendant 5 ans de 48 patients atteints de TE, 

PV ou MFP et traités à l’IFNα. Cette étude a fait l’objet d’un article publié dans Blood en 

2021 où je signe en co-premier auteur (Mosca et al. 2021). Au cours de cette étude, nous 

avons déterminé l’architecture clonale environ tous les 3 mois des mutations motrices 

JAK2V617F, CALRm ou MPLW515K dans les différents compartiments des progéniteurs des plus 

immatures (CD34+, CD38-, CD90+) aux plus engagés (CD34+, CD38+, CD90-) ainsi que dans les 

cellules matures (granulocytes ou PNN). À partir de ces données nous avons montré que les 

progéniteurs JAK2V617F sont éliminés lentement au cours du temps chez les patients traités 

par IFNα alors que les progéniteurs CALRm sont moins bien ciblés et surtout de façon plus 

hétérogène. En outre, l’IFNα cible plus rapidement les progéniteurs JAK2V617F à des doses 

élevées et est plus efficace contre les progéniteurs homozygotes que contre les progéniteurs 

hétérozygotes. 

Cette étude a été initiée en 2014 au cours de la thèse de Matthieu Mosca qui a produit une 

grande partie des données expérimentales à partir d’échantillons de sang de patients. J’ai 

commencé à participer à cette étude en 2017 au cours de mon stage de master 1 où j’ai 

participé à la détection des mutations CALR atypiques de certains patients. J’ai poursuivi le 

travail de Matthieu lorsque je suis arrivée en thèse en 2018. Pour aller plus loin, nous avons 

analysé nos données à l’aide d’un modèle mathématique couplé à une analyse hiérarchique 

bayésienne. Cette partie a été réalisée au cours de ma thèse en collaboration avec le 

laboratoire du Pr. Paul Henry Cournède et de Gurvan Hermange, étudiant en thèse dans son 

laboratoire.  
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Ce modèle mathématique a permis d’extrapoler les effets du traitement sur les progéniteurs 

et les cellules matures à long-terme (3000 jours) y compris pour les patients rarement 

échantillonnés. De plus, ce modèle a permis de simuler la dynamique des CSH dont l’accès 

est impossible chez l’Homme. Ainsi, ce modèle reproduit parfaitement les dynamiques des 

progéniteurs et des cellules matures et montre que l’IFNα épuise progressivement les CSH 

JAK2V617F en induisant leur sortie de la quiescence et leur différenciation en progéniteurs, ce 

qui est plus efficace avec une dose élevée d’IFNα et contre les CSH mutées homozygotes que 

contre les CSH mutées hétérozygotes (figure 23). De plus, nous avons constaté que la 

réponse moléculaire sur les CSH CALRm diffèrent entre les mutations de type 1 et de type 2 

et qu’une dose élevée d’IFNα chez ces patients a un effet délétère mais qui pourrait être dû 

à un facteur confondant comme l’amplification des clones CALRm au cours de la maladie 

même sans traitement. Notre étude indique donc que l’efficacité moléculaire de l’IFNα à 

long terme résulte d’un épuisement des CSH mutées. Son efficacité dépend de la mutation 

motrice et également de la dose d’IFNα.  

 

Figure 23 :  Effets de l ' IFNα sur les CSH mutées le modèle mathématique  
Représentation schématique des effets de l’IFNα sur les cellules mutées JAK2

V617F
 hétérozygotes ou 

homozygotes et les mutations CALR
m

 de type 1 ou 2 dans les différents compartiments de l’hématopoïèse. Le 
paramètre γ* représente la sortie de quiescence et le paramètre Δ* l’effet de l’IFNα sur l’autorenouvellement 
de ces cellules. Le modèle mathématique permet de prédire que l’IFNα induit une sortie de quiescence des CSH 
mutées en particulier pour les CSH JAK2

V617F
 homozygotes. L’IFNα favorise la division des CSH par 

autorenouvellement des CSH CALR
del52

. Au contraire l’IFNα favorise la division des CSH par différenciation des 
CSH JAK2

V617F
 et CALR

ins5
 avec un ciblage plus important des CSH JAK2

V617F
 homozygotes.  
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PARTIE 2 :  ÉTUDES DES MUTATIONS ASSOCIÉES AU COURS 

DU TRAITEMENT À L ’INTERFÉRON ALPHA CHEZ LES 

PATIENTS 

Introduction 

Au cours de l’étude prospective de la cohorte de patients traités à l’IFNα (partie I), nous 

avons effectué au début du suivi des patients un profilage moléculaire des mutations par 

séquençage NGS dans les cellules matures (PNN) de tous les patients. Cela nous a permis 

d’identifier la présence de 1 ou plusieurs mutations associées chez certains patients. Notre 

modèle mathématique ne montre pas d’influence du nombre de mutations associées 

présentes au début du traitement sur la réponse à l’IFNα. Du fait de la taille de notre 

cohorte, du faible nombre de mutations associées retrouvées chez ces patients et de 

l’hétérogénéité de ces mutations, il n’a pas été possible de déterminer l’effet de ces 

mutations sur la réponse à l’IFNα. De la même façon que dans l’étude au début de 

traitement, le profilage moléculaire par NGS a été réitéré à la fin du suivi des patients dans le 

but de déterminer l’effet de l’IFNα sur ces mutations associées. Nous avons pu observer que 

certaines mutations disparaissent ou bien que la charge allélique diminue au cours du 

traitement.  

Pour certains patients, on a pu observer une augmentation des mutations de TET2 et de 

TP53 ainsi que l’apparition de mutation de DNMT3A pour 3 patients. Afin d’aller plus loin 

dans l’investigation de l’effet du traitement en fonction de ces mutations associées, nous 

avons voulu corréler les dynamiques de ces mutations associées à celles des mutations 

motrices. 

Pour cela, nous avons repris toutes les colonies de progéniteurs déjà génotypées pour les 

mutations motrices provenant des patients portant les mutations de TET2, DNMT3A ou TP53 

que nous avons génotypées pour les mutations associées. Ceci nous a permis de reconstituer 

les architectures clonales des mutations motrices et associées ainsi que les dynamiques de 

toutes ces mutations au cours du traitement par IFNα. 
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Matériels et méthodes 

Pour déterminer l’architecture clonale des mutations associées chez ces patients, nous 

avons récupéré les échantillons de progéniteurs obtenus lors du suivi de la cohorte exposée 

en partie 1 dans lesquels nous avions déterminé l’architecture clonale des mutations 

motrices à l’échelon clonal.  

Pour détecter les mutations associées, nous avons utilisé la même stratégie que celle utilisée 

pour détecter les mutations motrices (partie I), par discrimination allélique à l’aide de 

sondes TaqMan spécifiques des mutations associées pour chaque patient (tableau 3). 

Tableau 4 :  Séquences des  amorces ADN et des  sonde s Taqman uti l isées  pour  
chaque mutation associée 

# 
patient 

gène 
site 

muté 

nomenclature 
 sens (S) et anti-sens (AS) (5'-3') 

Sonde Wild-type (WT) et muté 
(M) (5'-3') nucléotidique protéique 

40 TP53 
exon 

5 
c.427G>A p.Val143Met 

S : TCAACAAGATGTTTTGCCAACTG WT : ACCTGCCCTGTGCA 

AS : ATGTGCTGTGACTGCTTGTAGATG M : ACCTGCCCTATGCA 

31 TET2 
exon 

3 
c.579delT p.His193fs 

S : CAGTGGGCCTGAAAATCCA WT : TGCTAATTACCATGACAAG 

AS : TGTAGCACCATTAGGCATTAGCA M : TGCTAATTACCAGACAAGA 

42 TET2 
exon 

3 
c.944delC p.Ser315fs 

S: GATAATGCCAGTAAACTAGCTGCAAT WT : TAAATACCTGTTCCTTTCAG 

AS : GATTTTTGTTGTTGTAGTTGTTCTGGTT M : CTAAATACCTGTTCTTTCAG 

47 DNMT3A 
exon 

11 
c.1387delG p.Glu463fs 

S : CCAAAAAGCCCCGGAAGA WT : ACAGCGGAGAAGC 

AS : GCGCTCATCAATAATCTCCTTGA M : CACAGCGAGAAGCC 

26 DNMT3A 
Exon 

19 
c.2311C>T p.Arg771* 

S : GCCATGGGCGTTAGTGACA WT : ATCTCGCGATTTC 

AS : AGCTGGCCAAACCAAGGTT M : ACATCTCGTGATTTC 

Pour chaque patient, un certain nombre de colonies a été analysé par type de progéniteurs 

pour chaque point de suivi (tableau 4). Certains points de suivi ont été retirés car il y avait 

trop peu de colonies (< 15 colonies). 

Tableau 5 :  Médiane du nombre de colonies analysées par point de suivi  pour  
chaque patient  en fonction du type de progéniteurs analysés  

Patient CD34+, CD38+, CD90- CD34+, CD38-, CD90- CD34+, CD38-, CD90+ 

#40 114 58 32 

#31 109 71 81 

#42 115 83 45 

#47 116 41 60 

#26 115 37 43 
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Résultats  

a. Analyse des mutations associées avant et après 
traitement à l’IFNα au sein de la cohorte de 48 
patients 

L’analyse des mutations associées a été réalisée sur l’ensemble de la cohorte composée de 

48 patients. Dans cette cohorte, 2 patients ont été suivis après traitement à l’IFNα et 6 

patients (12%) ont dû arrêter le traitement précocement suite à une intolérance. Au début 

du traitement, 31% des patients présentaient des mutations associées dans des protéines 

impliquées dans l’épigénétique, l’épissage, les modifications de la chromatine ainsi que des 

facteurs de transcription. Le profilage moléculaire a été réalisé vers la fin du suivi ou à la fin 

du suivi des patients après une médiane de temps de traitement de 42 mois (3 à 135 mois).  

À la fin du suivi, nous n’avons pas observé de changement du nombre de patients présentant 

des mutations associées (29%). Cependant, nous avons observé que certaines mutations 

associées ne sont plus détectées à la fin du suivi pour 6 patients. De plus, la charge allélique 

de certaines mutations a diminué pour 3 des patients au cours du temps et a augmenté pour 

5 d’entre eux. Par ailleurs, des mutations sont apparues chez 3 des patients, notamment 

celle de DNMT3A.  

Pour essayer de comprendre si certaines mutations pouvaient interférer avec la réponse 

moléculaire à l’IFNα, nous nous sommes intéressés en particulier aux patients pour lesquels 

nous avons vu une augmentation de la charge allélique des mutations TET2 (patient #42 et 

#31) ou TP53 (patient #40) ainsi que ceux pour lesquels une mutation de DNMT3A est 

apparue (patients #47, #48 et #26) en faible proportion (<10%) (Figure 24). 

Nous avons réalisé l’architecture clonale des mutations associées pour les patients #40, #42, 

#31, #26 et #47. L’architecture clonale du patients #48 n’a pas pu être réalisée pour des 

raisons techniques car la mutation se trouve dans une région d’ADN riche en répétitions GC. 
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Figure 24 :  Mutations motrices et associées dans les cellules matures de patients avant et après traitement  à l 'IFNα  
Représentation des mutations motrices et associées détectées chez les patients de la cohorte traités à l’IFNα au début du traitement (haut du tableau) et après un temps donné de traitement 
(bas du tableau). Les patients sont classés selon la réponse moléculaire : complète (RMC), partielle (RMP), mineure (RMN), non répondeur (NR) ou s’ils ont été suivis après traitement (SAT). 
Pour les gènes qui ont été retrouvés mutés, la case correspondante est colorée. Les nombres qui figurent dans ces cases correspondent à la charge allélique de ces mutations. Lorsqu’aucune 
mutation n’est détectée pour un gène donné, la case est grise. Pour certain patient, nous n’avons pas de données à la fin du traitement (case blanche). Enfin, certains numéros de patient sont 
colorés en jaune (patients #) ce qui correspond à des patients qui ont stoppé le traitement à cause d’une intolérance.  
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b. Patient #40 : Évolution de la mutation TP53 V 1 43 M  et 
CALRdel 3 4  au cours du traitement à l’IFNα  

Le patient #40 porte la mutation motrice CALRdel34 qui est une mutation type 1 « like ». Ce 

patient a été suivi pendant 49 mois soit 4 ans et un mois. Le NGS dans les PNN a été réalisé 

au début du traitement qui correspond au début du suivi pour ce patient. Au début du 

traitement, la mutation CALRdel34 est détectée à une charge allélique de 54% contre 52% 

après 44 mois de suivi. Ce patient ne répond donc pas moléculairement au traitement dans 

les cellules matures. En plus de la mutation CALRdel34, nous avons détecté au début du 

traitement une mutation TP53V143M avec une charge allélique de 7% dans les PNN. De façon 

inattendue, la charge allélique augmente de 50% (7% à 15%) en 44 mois (figure 24). Ce 

patient a reçu au début de son traitement de faible dose d’IFNα (67,5 µg/semaine). La dose a 

ensuite été augmentée à 135 µg mais a été espacée de 3 à 4 semaines jusqu’à la fin du suivi 

(figure 25 A).  

Nous avons ensuite comparé les charges alléliques globales des mutations CALRdel34 et 

TP53V143M obtenues par discrimination allélique dans les progéniteurs et également dans les 

cellules matures (pour TP53). Chez ce patient, nous avons déterminé que tous les clones 

avec la mutation TP53V143M portaient également la mutation CALRdel34. Ce qui veut dire que 

la mutation TP53V143M est un évènement secondaire à la mutation de CALR. Au début du 

traitement, la charge allélique de CALRdel34 est d’environ 50% (figure 25 B) ce qui correspond 

à 100% de cellules mutées à l’état hétérozygote (figure 25 C) dans les progéniteurs engagés 

(CD34+, CD38+, CD90-) et les progéniteurs enrichis en CSH (CD34+, CD38-, CD90+). La charge 

allélique dans ces deux compartiments reste stable au cours de traitement. Dans les 

progéniteurs immatures (CD34+, CD38-, CD90-), la charge allélique au début du traitement 

est de 37% et augmente lentement jusqu’à 50%.  

Au début du traitement, la charge allélique de la mutation TP53V143M est détectée dans tous 

les compartiments de progéniteurs aux alentours de 5% dans les progéniteurs immatures 

contre environ 10% dans les progéniteurs enrichis en CSH et les progéniteurs engagés. De 

manière intéressante, la charge allélique de TP53V143M n’augmente pas ou très peu pendant 

2 ans augmentant de 0% dans les CD90+ à 2% par an dans les progéniteurs engagés. Durant 

les deux années suivantes, la charge allélique de TP53V143M augmente beaucoup plus 

rapidement dans les trois compartiments.  
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À la fin du suivi, la charge allélique de TP53V143M diffère entre les trois compartiments de 

progéniteurs. Dans les CD38+ (CD34+, CD38+, CD90-) la charge allélique est de 64% après 4 

ans de traitement contre 11% 2 ans plus tôt, ce qui veut dire que la charge allélique de ce 

compartiment a été multipliée par 2,4 chaque année. Dans les CD90- (CD34+, CD38-, CD90-) 

la charge allélique augmente légèrement moins vite avec un taux d’augmentation de 2,25 

par an. En revanche, la charge évolue plus rapidement dans les CD90+ (CD34+, CD38-, CD90+) 

avec une augmentation 7,4 en 2 ans (figure 25 B).  

Au début du traitement, dans la majorité des doubles mutants CALRdel34/TP53V143M, la 

mutation de TP53 est retrouvée à l’état hétérozygote. Cependant, on observe dès le début 

du traitement la présence d’un double mutant homozygote pour TP53V143M dans les 

compartiments les plus immatures et enrichis en CSH (figure 25 C) qui n’est pas détecté dans 

le compartiment des progéniteurs engagés (CD34+, CD38+, CD90-) au cours de la première 

année de suivi. Dans le compartiment immature, la mutation est présente au début du 

traitement en très faible proportion et n’est plus détectée avant 20 mois de traitement. À la 

fin du traitement la majorité des clones sont double mutants dans les trois compartiments 

de progéniteurs (figure 25 C).  

Les différences observées sur l’évolution de la charge allélique au cours du temps dans les 

différents types de progéniteurs se traduit par une évolution différente des double mutants 

hétérozygotes et homozygotes pour TP53V143M. En effet, dans les CD90+ (CD34+, CD38-, 

CD90+), le clone TP53V143M hétérozygote est majoritaire par rapport au clone homozygote au 

début du traitement et pendant les 2 premières années de suivi. En revanche, après 25 mois 

de traitement, le clone homozygote TP53V143M prend l’avantage et envahi tout le 

compartiment au détriment des clones simple mutant CALRdel34 (figure 25 D). En revanche, la 

dynamique d’évolution des clones est différente dans le compartiment des CD90- (CD34+, 

CD38-, CD90-) avec une augmentation régulière de la proportion des clones hétérozygotes (+ 

10% par an) et qui prennent l’avantage à la fin du suivi du patient (figure E). Pour finir, dans 

le compartiment des progéniteurs engagés CD38+ (CD34+, CD38+, CD90-), les clones 

hétérozygotes et homozygotes pour TP53V143M augmentent de la même manière sans 

observer un avantage particulier de l’un par rapport à l’autre (figure 25 F).  

Finalement, au cours du suivi de ce patient, on a observé la présence de double mutant 

CALRdel34/ TP53V143M avec une majorité de clones simple mutant pour CALR au début du
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Figure 25 :  Mutations associées et motrices, #40 et #42 
Architecture clonale des mutations des patients #40 (A à F) et #42 (G à I). (A et G), tableau qui représente les 
variations de traitements à l’IFNα. B et H représentent la charge allélique des mutations motrices (gris) observées 
chez les patients et des mutations associées TP53 (violet) ou TET2 (rouge) dans les différents compartiments de 
progéniteurs ainsi que dans les cellules matures pour la mutation associée (PNN en noir). C et I : représentation 
de la proportion de chaque type de clone en fonction du statut mutationnel des mutations motrices CALR
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traitement. Un clone TP53V143M homozygote est présent dès le début du traitement dans le 

compartiment des progéniteurs enrichis en CSH. Ce clone homozygote prend l’avantage au 

cours du traitement dans ce même compartiment. Bien qu’il soit détecté dans les deux 

autres compartiments, il prend moins l’avantage dans les CD90- . À la fin du traitement, les 

clones double mutants sont majoritaires quel que soit le compartiment de progéniteurs. Ce 

qui veut dire que la mutation TP53V143M confère un avantage prolifératif aux cellules qui 

portent la mutation CALRdel34 en présence du traitement. 

a. Patient #42 : Évolution de la mutation TET2 S3 15 f s  et 
CALRdel 5 2  au cours du traitement à l’IFNα  

Le patient #42 porte la mutation motrice CALRdel52 et a été suivi pendant 42 mois soit 3 ans 

et demi. L’analyse par NGS des PNN de ce patient a révélé, en plus de la mutation CALRdel52 à 

55%, la présence de la mutation TET2S315fs à hauteur de 31%. Un séquençage NGS a été 

réalisé au cours du suivi et a permis de montrer qu’après 25 mois de traitement, la charge 

allélique de la mutation de TET2 a augmenté de 7% et que la mutation de CALR était de 51% 

(figure 24). Ce patient ne répond donc pas moléculairement au traitement pour la mutation 

CALRdel52. Aucun prélèvement n’a été séquencé à la fin du traitement.  

Ce patient a reçu tout au long de son traitement des doses de 67,5 µg d’IFNα. Cette dose lui 

a été administrée chaque semaine au début du traitement puis les doses ont été 

progressivement espacées (figure 25 G).  

La mutation TET2S315fs est détectée à une charge plus faible dans les progéniteurs par 

rapport au PNN tout au long du traitement. Globalement, la charge allélique de TET2S315fs 

évolue peu au cours du traitement. Elle a tendance à diminuer au cours du traitement dans 

les CD90+ (figure 25 H).  

En réalisant l’architecture clonale de ces mutations, nous avons déterminé que la mutation 

TET2S315fs était retrouvée exclusivement dans des clones CALRdel52 ce qui implique qu’il s’agit 

d’un événement secondaire. La mutation de TET2 est présente à l’état hétérozygote. On 

retrouve parfois quelques clones homozygotes pour TET2S315fs mais la détection de ces 

clones reste un évènement assez rare. La proportion des double mutants est constante dans 

les compartiments immatures et engagés. À noter que dans le compartiment le plus 

immature, la proportion de double mutant diminue de 15 % (figure 25 I).  
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En conclusion, on a pu déterminer chez ce patient que les mutations de TET2 et de CALR 

étaient présentes dans le même clone. La proportion des double mutants reste relativement 

constante dans les différents compartiments des progéniteurs immatures et engagés. Dans 

le compartiment des progéniteurs immatures enrichis en CSH, la proportion du clone double 

mutant semble diminuer lentement au cours du suivi à l’IFNα.  

b. Patient #31 : Évolution de la mutation TET2 H1 93 f s  et 
JAK2V 6 1 7 F  au cours du traitement à l’IFNα  

Nous avons commencé à suivre le patient #31 deux ans après le début du traitement à 

l’IFNα. Ce patient a été traité pendant 93 mois soit 7 ans et 9 mois. Au début du suivi, nous 

avons déterminé par NGS que ce patient était muté à 80% JAK2V617F dans les cellules 

matures mais portait également la mutation TET2H193fs à hauteur de 9%. Après 72 mois de 

traitement, nous avons déterminé que la charge allélique de TET2H193sf dans les PNN avait 

augmenté jusqu’à 32% tandis que le patient était en réponse moléculaire partielle (RMP) 

pour la mutation JAK2V617F avec une diminution de plus de 50% par rapport au début du suivi 

(figure 24). Au cours du traitement, ce patient a suivi plusieurs changements de doses 

d’IFNα, en particulier après 42 mois de traitement, le patient reçoit une dose d’IFNα 

diminuée de moitié. Après cela, les doses d’IFNα sont de plus en plus espacées jusqu’à 67 

mois de traitement où la dose d’IFNα est encore diminuée (figure 26 A).  

En comparant la charge globale de la mutation dans les PNN pour TET2H193fs et dans les 

progéniteurs pour les deux mutations TET2 et JAK2, on a pu observer que jusqu’à 67 mois de 

traitement, les charges alléliques des mutations de TET2 et de JAK2 suivent une dynamique 

opposée. De manière intéressante, tandis que la charge allélique de JAK2V617F diminue, la 

charge allélique de TET2H193fs augmente (de 24 à 42 mois). Entre 48 et 67 mois de 

traitement, la charge allélique dans les progéniteurs et les PNN est stable quelle que soit la 

mutation. En revanche, après 67 mois de traitement les charges alléliques de JAK2V617F et 

TET2H193fs diffèrent dans les CD90+ par rapport aux autres compartiments (figure 26 B).  

Chez ce patient, nous avons déterminé que les mutations de JAK2 et de TET2 apparaissent 

dans deux clones indépendants. La mutation JAK2V617F est présente majoritairement à l’état 

homozygote et la mutation TET2H193fs majoritairement à l’état hétérozygote, bien que l’on 

trouve parfois quelques clones homozygotes pour TET2H192fs surtout dans les progéniteurs 

CD38+ (figure E). Dès le début du suivi, on observe que la majorité des clones qui ne sont pas 
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mutés JAK2V617F sont mutés pour TET2 dans les différents compartiments de progéniteurs 

(figure 26 C, D et E).  

Par ailleurs, dans le compartiment des progéniteurs enrichis en CSH (figure C), les cellules 

WT ne sont pratiquement plus détectables après 47 mois de traitement contrairement aux 

compartiments plus engagés où des colonies WT sont détectées à chaque point de suivi 

(figure 26 D et E).  

En conclusion, le suivi des mutations TET2H193fs et JAK2V617F chez ce patient a permis de 

déterminer que ces deux mutations étaient indépendantes. Lorsque le clone JAK2V617F est 

ciblé par le traitement à l’IFNα, la proportion de clone TET2H193fs augmente, tandis que 

lorsque le clone JAK2V617F n’est plus ciblé, il s’amplifie de nouveau au détriment du clone 

TET2H193fs. Ces données suggèrent que le clone TET2H193fs est plus résistant à l’IFNα. Ainsi, 

nous avons observé plusieurs phases d’évolution des deux mutations au cours du traitement 

qui concorde avec des modifications importantes dans la dose du traitement reçu par le 

patient.  

c. Patient #26 : Évolution de la mutation DNMT3AR77 1x  et 
JAK2V617 F  au cours du traitement à l’IFNα  

Le patient #26 a été suivi au laboratoire 4 ans après arrêt du traitement à l’IFNα pendant 13 

mois puis nous avons arrêté de suivre ce patient pendant 3 ans. Le patient a ensuite reçu 

67,5 µg d’IFNα chaque semaine sans modification du traitement 48 mois après le début de 

l’étude (figure 26 F et G). À partir de ce moment nous avons repris le suivi de ce patient. Le 

séquençage NGS des PNN n’a pas permis de détecter de mutation autre que la mutation 

JAK2V617F. En revanche, après 10 mois de suivi, une mutation de DNMT3A est présente à 2% 

(figure 24). Pour ce patient, nous avons étudié la dynamique de la mutation DNMT3AR771X 

pour déterminer si elle était retrouvée également au niveau des progéniteurs dès le début 

ou bien si elle était apparue au cours du suivi. 

Étant donnée la faible proportion d’allèle muté détecté dans les cellules matures, nous 

n’avons pas étudié la charge allélique de DNMT3AR771X dans les PNN ; la méthode TaqMan 

n’étant pas suffisamment sensible pour de si faible proportion. En revanche, nous avons pu 

étudier les différents types de progéniteurs et avons observé la présence de la mutation au 

début du suivi avec une charge allélique qui reste relativement faible. Ce patient, avait une 

charge allélique de JAK2V617F qui était également très faible au début du suivi. 
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Figure 26 :  Mutations associées et motrices, patients #31 et #26  
Architecture clonale des mutations des patients #31 (A à E) et #26 (F à J). (A et F), tableau qui représente les 
variations de traitements à l’IFNα. B et G représentent la charge allélique des mutations motrices (gris) 
observée chez les patients et des mutations associées TET2 (rouge) ou DNMT3A (bleu) dans les différents 
compartiments de progéniteurs ainsi que dans les cellules matures pour la mutation associée (PNN en noir). C, 
D, E, H, I, J : représentation de la proportion de chaque type de clone en fonction du statut mutationnel des 
mutations motrices JAK2

V617F
 ainsi que des mutations associées TET2

H193fs
 (C, D et E) ou DNMT3A (H, I et J). 
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Après 48 mois de suivi, la charge allélique de JAK2V617F a largement augmenté (85%) 

soulignant une rechute de la maladie et le patient a de nouveau été mis sous traitement à 

l’IFNα. De manière intéressante, la charge allélique de JAK2V617F diminue drastiquement en 

seulement 2 mois sous IFNα (figure 26 G). En analysant le statut mutationnel des 

progéniteurs, nous avons constaté que la mutation de DNMT3A est détectée dès le début du 

suivi dans les progéniteurs CD90+ et les CD38+ contrairement au CD90- tout comme la 

mutation de JAK2 (figure 26 H, I, J). Les mutations de DNMT3A et de JAK2 sont dans des 

clones indépendants. De plus, alors que la mutation de DNMT3A est détectée uniquement à 

l’état hétérozygote, JAK2V617F est présente à l’état hétérozygote et homozygote. La charge 

allélique de DNMT3AR771X semble augmenter durant les treize premiers mois de suivi 

contrairement à JAK2V617F qui reste très faible. Après 51 mois de suivi, la mutation 

DNMT3AR771x n’est pas détectée dans les CD90+ et est de 1 et 2% dans les CD38+ et les CD90- 

respectivement. En revanche, sur la même période, la mutation JAK2V617F est retrouvée 

uniquement à l’état homozygote avec une prise d’avantage conséquente. En deux mois, les 

clones homozygotes JAK2V617F diminuent fortement dans les 3 compartiments de 

progéniteurs et la mutation DNMT3AR771x apparait dans les CD90+ et augmente dans les 

CD38+. 

En conclusion, on a pu déterminer que les mutations DNMT3AR771x et JAK2V617F sont dans des 

clones séparés. Par ailleurs, les clones DNMT3AR771x sont présents dans les progéniteurs dès 

le début du suivi. La proportion de ces clones augmente lorsque JAK2V617F diminue en 

l’absence de traitement à l’IFNα. La reprise du traitement induit une diminution de JAK2V617F 

au profit des clones DNMT3AR771x. Ces données suggèrent qu’ils ont moins d’avantage que 

les clones JAK2V617F mais qu’ils sont plus résistants à l’IFNα. Il semblerait donc que la 

détection de la mutation de DNMT3A chez ce patient dépend du ciblage de JAK2V617F. 
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d. Évolution de la mutation DNMT3A E 4 6 3 fs  et MPLW 5 15 K  au 
cours du traitement à l’IFNα   

Le patient #47 porte la mutation motrice MPLW515K et a été suivi dès de début du traitement 

à l’IFNα. Ce patient a reçu au départ de faibles doses d’IFNα (67,5 µg /semaine) qui ont été 

rapidement augmentées à 135 µg toutes les deux semaines. Les doses d’IFNα ont été 

progressivement espacées au cours du traitement (figure 27 A). Au début du traitement, des 

mutations de MPL (37%) mais également de SH2B3 ont été détectées dans les PNN. Après 42 

mois de traitement, la mutation de SH2B3 n’est plus détectée. Cependant, des mutations de 

TET2, DNMT3A et d’EZH2 ont été détectées à hauteur de 4 à 5% par NGS. À la fin du suivi, la 

charge allélique de la mutation de MPL a fortement diminué classant ce patient en RMP 

(figure 24).  

Chez ce patient, la mutation MPLW515K est présente au début du traitement dans les 

différents types de progéniteurs et diminue au cours du traitement de façon assez 

importante.  

De manière intéressante chez ce patient, le compartiment des CD90+ semble moins 

rapidement ciblé pour la mutation de MPL que les deux autres compartiments de 

progéniteurs pendant les 2 premières années du traitement. La charge allélique de 

DNMT3AR771X est relativement stable dans les trois compartiments. En parallèle, la mutation 

DNMT3AR771X est détectée dès le début du traitement dans les CD90- mais pas dans les 

CD90+ (figure 27 B, C, D et E) puis elle devient détectable dans les CD90+ après 1 mois de 

traitement (figure 27 C).  

En s’intéressant plus particulièrement au statut mutationnel des colonies issues des CD90+, 

CD38+ et des CD90-, on constate que les mutations de MPL et de DNMT3A sont dans des 

clones séparés. Ces deux mutations sont détectées majoritairement à l’état hétérozygote 

bien que quelques clones homozygotes soient présents (figure 27 C, D et E).  

On remarque qu’au cours du traitement, la proportion de clone MPLW515K diminue 

conduisant à une augmentation de la proportion de cellules WT et de cellules DNMT3AE463fs 

dans les différents compartiments de progéniteurs.  

Pour résumer, on a pu déterminer que les mutations de DNMT3A et de MPL étaient dans des 

clones séparés. Les cellules MPLW515K sont ciblées par l’IFNα contrairement aux cellules 

DNMT3AE463fs.  
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Figure 27 :  Patient #47, Architectures clonales des mutations DNMT3A E 4 6 3 f s  
et MPLW 5 1 5 K  
A : tableau qui représente les variations de traitements à l’IFNα. B représente la charge allélique de la mutation 
motrice MPL

W515K
 (gris) et de la mutation associée DNMT3A

E463fs
 (bleu) dans les différents compartiments de 

progéniteurs. C, D, E : représentation de la proportion de chaque type de clone en fonction du statut 
mutationnel des mutations motrices et associées et selon le type de progéniteurs. CD90
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En conclusion, la comparaison de l’architecture clonale des mutations associées et motrices a 

permis de voir pour deux patients qui portent des mutations CALRm que les mutations 

associées sont retrouvées exclusivement dans les clones CALRm et donc que l’apparition de 

ces mutations est un évènement secondaire. Dans ces 2 cas, les clones doubles mutants ne 

sont pas ciblés par l’IFNα puisque les mutations associées ont des fractions clonales stables 

voire même qui augmentent dans le cas de TP53V143M. On a observé une amplification en 

particulier du clone muté pour TP53 à l’état homozygote. Ceci montre que la mutation de 

TP53, en particulier à l’état homozygote, donne un avantage prolifératif aux cellules. Il est 

également possible que le traitement à l’IFNα amplifie le clone TP53V143M homozygote.  

Les mutations des facteurs de l’épigénétique (TET2 et DNMT3A) que nous avons étudiés pour 

3 patients ont été retrouvées dans des clones indépendants des mutations motrices de JAK2 
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ou MPL. Les clones mutés pour TET2 ou DNMT3A ne sont pas ciblés par l’IFNα contrairement 

aux clones avec les mutations motrices. La variation de leur fraction clonale dépend du 

ciblage des JAK2V617F ou MPLW515K et ne semble pas s’amplifier avec l’IFNα. Ces résultats 

suggèrent pour ces 3 patients que les clones portant les mutations de facteurs de 

l’épigénétique isolées ont moins d’avantage prolifératif que les clones portant les mutations 

motrices lors de la maladie mais qu’ils sont plus résistants au traitement à l’IFNα. 
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PARTIE 3 :  ÉTUDE DE LA SIGNALISATION DE 

L’INTERFÉRON DANS LES LIGNÉES CELLULAIRES MURINES 

JAK2V617F  OU CALRD EL52 

Introduction 
Notre laboratoire a déjà montré dans le modèle murin et dans les patients sous traitement 

que l’IFNα cible spécifiquement les cellules JAK2V617F. Par ailleurs, nous avons déterminé que 

son efficacité est corrélée au niveau de signalisation de JAK2V617F puisque les cellules 

JAK2V617F homozygotes sont ciblées plus rapidement que les hétérozygotes. De plus nous 

avons montré que chez l’Homme, la réponse au traitement diffère entre les patients portant 

la mutation JAK2V617F et CALRm (Salma Hasan et al. 2013; S Hasan et al. 2014; Mosca et al. 

2021). Notre hypothèse est que JAK2V617F induit soit un amorçage indirect de la signalisation 

IFNα puisque MPL/JAK2 active également STAT1 ou bien direct via une hétérodimérisation 

illégitime avec JAK1, TYK2 ou IFNAR1/2. Ceci conduirait à une sur-signalisation de la voie 

JAK/STAT médiée par l’IFNα et à un plus grand ciblage par apoptose, sénescence, arrêt du 

cycle cellulaire et/ou perte d'autorenouvellement. Il est également possible que l’effet de 

JAK2V617F passe à la fois par un amorçage indirect et direct de l’IFNα (figure 28 A et B). Pour 

investiguer l’effet de l’IFNα sur la signalisation, j’ai utilisé des lignées cellulaires Ba/F3 

JAK2V617F ou CALRdel52 ainsi que des cellules primaires de patients.  
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Figure 28 :  Hypothèses de l 'amorçage de la voie de l ' IFNα par JAK2V 6 1 7 F  

(A) modèle d’amorçage indirect de la signalisation à l’IFNα en induisant l’expression d’ISG dont STAT1. (B) 
modèle d’amorçage direct de la voie de l’IFNα impliquant une dimérisation de JAK2

V617F
 et des protéines de la 

voie de l’IFNα tel que JAK1, TYK2 ou bien IFNAR1/2.  
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Matériels et méthodes 

Lignées cellulaires Ba/F3 
J’ai utilisé comme modèle, les lignées Ba/F3, qui sont des progéniteurs de lymphocytes B 

murins dépendant de l’IL-3. Ces cellules ont été transduites par un rétrovirus afin qu’elles 

surexpriment JAK2WT, CALRWT ou qu’elles expriment les mutants JAK2V617F ou CALRdel52. Pour 

la plupart des expériences, j’ai utilisé des lignées cellulaires infectées pour qu’elles 

expriment également le récepteur MPL. Pour comparer les effets de la mutation de JAK2V617F 

en fonction de l’expression des récepteurs, j’ai également utilisé des lignées qui expriment 

EPOR et surexpriment JAK2WT ou JAK2V617F. Au total j’ai utilisé 8 lignées Ba/F3 : JAK2WT ; 

JAK2V617F ; MPL-JAK2WT ; MPL-JAK2V617F ; MPL-CALRWT ; MPL-CALRdel52 ; EPOR-JAK2WT ; EPOR-

JAK2V617F.  

Ces cellules sont maintenues en culture cellulaire dans un milieu DMEM (Dulbecco Modified 

Eagle Medium) supplémenté de sérum de veau fœtal (SVF) (10%), pénicilline/streptomycine 

(P/S) (1%), glutamine (1%) et un surnageant de cellules WEHI qui produisent l’IL-3 (5%). 

Cellules primaires humaines 
On utilise comme contrôles des progéniteurs CD34+ issues de cytaphérèses de donneurs 

sains préalablement mobilisés au G-CSF. On obtient alors un prélèvement enrichi en 

progéniteurs hématopoïétiques.  

Les cellules progénitrices JAK2V617F proviennent de prélèvements sanguins de patients 

atteints de PV/MF (PV évoluant vers une Myélofibrose). Ces patients portent la mutation 

JAK2V617F à l’état homozygote avec une charge allélique de 100%. Ces prélèvements 

proviennent de l’hôpital Saint Louis et ont été collectés après avoir signé un consentement 

éclairé et une déclaration à la CNIL. 

Extraction des populations sanguines   
Afin d’étudier l’effet de l’IFNα in vitro sur les cellules primaires, il faut les isoler à partir des 

échantillons de sang. Les cellules mononuclées (CMN) contenant les lymphocytes et les 

progéniteurs CD34+ de patients sont isolées à l’aide d’un gradient de densité sur ficoll (20 ml 

de ficoll pour 30 ml d’échantillon de sang). Puis, on centrifuge à 2200 rpm pendant 20 

minutes à 20°C.  

Une fois les CMN isolées, on enrichit uniquement les progéniteurs hématopoïétiques 

(CD34+). Pour cela, on utilise des billes magnétiques couplées à un anticorps dirigé contre le 

marqueur de surface CD34. On utilise des billes couplées à un Fc dirigé contre les CD34+ et 
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un Fc blocker (pour éviter les fixations non-spécifiques). On passe ensuite les échantillons à 

l’AUTOMACS, un appareil qui contient un aimant et qui permet de purifier une population de 

cellules grâce aux anticorps couplés aux billes magnétiques. Cette étape permet d’avoir une 

population enrichie en cellules CD34+. Une fois les progéniteurs CD34+ isolés, les cellules 

sont lavées et mise en culture.  

Culture cellulaire des progéniteurs issus de patients et de sujets sains 
Les cellules sont ensuite mises en culture dans un milieu sans sérum (MSS) composé d’un 

milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) supplémenté par un mélange de lipides 

soniqués (cholestérol, acide oléique, 3L-dipalmitoyl phosphatidylcholine), d'insuline-

transferrine (1X, Gibco, réf : 41400-045) et de BSA (bovin serum albumin) (1,5%) en présence 

de TPO (20 ng/mL), de SCF (25 ng/mL), de FLT3-L (10 ng/mL), d’IL-3 (10 ng/ml) et d’IL-6 (10 

ng/ml). Le milieu contient également de la pénicilline et de la streptomycine (P/S) (1%).  

Expériences sur les cellules primaires humaines 

Expériences effets doses de l’IFNα (cellules de patients et de donneurs) 
Après 5 jours de culture, les cellules sont lavées 3 fois dans du PBS 1X + EDTA 0,1%. Elles sont 

ensuite sevrées en cytokines dans du milieu IMDM + P/S (1%) + d’α-monothioglycérol (1%) 

pendant 6 heures à 300 000 cellules/mL.  

Après 6 heures de sevrage en cytokines, on stimule les cellules à l’IFNα (humain) 15 minutes 

à des doses croissantes (0 / 10/100 / 1000 U/ml) pour pouvoir analyser l’effet au niveau de 

la signalisation par Western Blot. On effectue la même expérience en parallèle avec une 

stimulation à l’IFNα pendant 3 heures pour pouvoir ensuite analyser l’effet de la stimulation 

sur l’expression de gènes cibles de l’IFNα par qRT-PCR (real time reverse transcription 

polymerase chain reaction). Après lavage, les culots cellulaires sont conservés à -80°C.  

RNAseq avant et après IFNα (cellules de patients et de donneurs)  

Des cellules CD34+ provenant de 4 patients JAK2V617F avec une charge allélique de 100% ainsi 

que de 4 contrôles ont été sevrées en cytokines après 5 jours de culture puis stimulées ou 

non à l’IFNα humain à 500 UI/ml. L’ARN total provenant de ces cellules a été isolé à l’aide du 

kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Les données provenant des échantillons sans traitement à 

l’IFNα ont fait l’objet d’une publication dans Blood Cancer Discovery (voir en 

annexe)(Murakami et al. 2022). Les échantillons ont été séquencés comme décrit dans 

l’article.  
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Expériences sur les lignées (Ba/F3) 
Effet dose de l’IFNα dans les lignées MPL-JAK2WT et MPL-JAK2V617F 

De la même manière que pour les CD34+ issus des patients, les lignées cellulaires Ba/F3 sont 

sevrées en cytokines pendant 6 heures à 700 000 cellules/ml. Les cellules sont ensuite 

stimulées à l’IFNα (murin) 15 minutes pour l’analyse par western blot (WB) et 3 heures pour 

l’analyser par qRT-PCR à des doses croissantes (0/ 100/ 1000/ 10 000 UI/ml). Après lavage, 

les culots cellulaires sont conservés à -80°C.  

Effet temps de l’IFNα dans les lignées MPL-JAK2WT et MPL-JAK2V617F 

Pour observer l’effet de l’IFNα, les lignées ont été traitées à l’IFNα ou non à 500 UI/ml après 

avoir été sevrées en cytokines. La stimulation à l’IFNα est ensuite stoppée à des temps 

différents entre 15 minutes et 3 heures. Les effets sur l’activation de la voie de l’IFNα sont 

analysés par WB.  

Effet des inhibiteurs de JAK2 et JAK1 sur les niveaux d’expression de STAT1 dans les lignées 

MPL-JAK2WT et JAK2V617F 

Pour déterminer l’effet des inhibiteurs de JAK2 sur les niveaux d’expression de STAT1 dans 

les lignées, nous avons utilisé deux inhibiteurs de type 1 (qui se fixent sur la forme 

phosphorylée de JAK2 et bloquent son activité) : le Ruxolitinib (1000nM) qui inhibe JAK1 et 

JAK2 et le BMS91143 (1000nM) qui inhibe spécifiquement JAK2 ainsi que le CHZ868 (100nM) 

qui est un inhibiteur de type 2 (qui se fixe sur la forme non phosphorylée de JAK2). Les 

cellules en culture ont d’abord été lavées et remises en culture en l’absence d’IL-3, puis elles 

ont été exposées aux inhibiteurs et récoltées après 3 à 9 heures de traitement. L’expression 

de STAT1 a ensuite été analysée par RT-qPCR.  

Comparaison JAK2V617F et CALRdel52 

Pour comparer l’effet de l’IFNα selon les mutations CALRdel52 et JAK2V617F. Les lignées MPL-

CALRWT, MPL-CALRdel52, MPL-JAK2WT, MPL-JAK2V617F ont été stimulées à l’IFNα à 500 UI/ml 

pendant 15 minutes. Les cellules ont été sevrées et conservées de la même façon que dans 

les expériences décrites précédemment. Des culots secs de cellules sans stimulation à l’IFNα 

ont été réalisés pour comparer les niveaux d’expression des STAT par Western Blot. 
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Comparaison des lignées JAK2WT et JAK2V617F en fonction des récepteurs MPL et EPOR 

Nous avons procédé de la même manière que pour la comparaison de JAK2V617F et CALRdel52 

en utilisant les lignées exprimant JAK2WT ou JAK2V617F selon l’expression ou non des 

récepteurs EPOR et MPL. Des culots secs de cellules sans stimulation à l’IFNα ont été réalisés 

pour comparer les niveaux d’expression des ISG basales dans ces lignées par RT-qPCR.  

Analyses des effets de la stimulation sur la signalisation par Western Blot 
Après avoir été extraites dans un tampon Laemmli et soniquées, les protéines sont séparées 

selon leur taille sur un gel d'acrylamide, transférées sur une membrane de nitrocellulose et 

révélées à l'aide d'un anticorps spécifique dirigés contre la protéine d'intérêt (ACTINE, P-

STAT1, STAT1, P-STAT2, STAT2, P-JAK2, JAK2) dilué au 1/1000 (selon les recommandations 

du fournisseur Cell Signaling).  

Effets de la stimulation de l’IFNα sur l’expression de ses gènes cibles  
Extraction d’ARN 

L’ARN est extrait à partir des culots secs qui sont resuspendus et lysés dans du Trizol. Les 

échantillons sont incubés dans la glace 5 minutes puis vortexés. On ajoute ensuite du 

chloroforme avant de vortexer à nouveau. Les tubes sont ensuite centrifugés à 13 000 rpm, 

20 minutes à 4°C. On ajoute de l’isopropanol à la phase aqueuse pour précipiter l’ARN. Les 

tubes sont vortexés de nouveau puis centrifugés à 13 000 rpm, 20 minutes à 4°C. Les ARN 

sont lavés à l’éthanol 70%, centrifugés à 13 000 rpm, 20 minutes à 4°C, réhydratés dans de 

d’H2O dépourvue d’RNAse puis stockés à -80°C.  

RT-PCR et qPCR 

La rétro-transcription de l’ARN en ADN complémentaire (ADNc) est effectuée dans un 

thermocycleur en utilisant la SuperScript™ II Reverse Transcriptase de chez Invitrogen selon 

les recommandations du fournisseur.  

À partir de cet ADNc, on réalise une PCR quantitative en temps réel en utilisant du TB Green 

Premix Ex Taq II (Tli RNase H Plus) de chez TAKARA ainsi que des amorces spécifiques des 

gènes d’intérêt en suivant les recommandations du fournisseur. Les échantillons sont 

analysés en duplicata dans un « 7500 Real Time PCR System » (Applied Biosystem). Les 

résultats ont été analysés avec la méthode du ddCT par rapport au contrôle. 
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Résultats  

a. Effet de l’IFNα sur les lignées Ba/F3 MPL -JAK2V 6 17 F  et 
CALRdel 5 2  

Pour déterminer l’effet de JAK2V617F sur la signalisation induite par l’IFNα, je me suis servie 

tout d’abord des lignées cellulaires Ba/F3 MPL-JAK2WT et MPL-JAK2V617F. Je les ai stimulées à 

l’IFNα à différentes doses à un temps cours (figure 29 A et B) et à différents temps (figure 29 

C) afin d’observer l’activation de la voie de la signalisation.  

Dans le cas de JAK2V617F, on observe une augmentation de l’expression de la protéine STAT1 

par rapport à JAK2WT contrairement à STAT2 qui est exprimée de la même manière dans le 

cas de JAK2WT et JAK2V617F (figure 29 A, B). Par ailleurs, STAT1 et potentiellement STAT2 sont 

phosphorylées même en absence de stimulation à l’IFNα, uniquement dans les lignées 

JAK2V627F. Lorsque les cellules sont stimulées à l’IFNα, les STAT sont phosphorylées de 

manière doses dépendantes en présence de JAK2WT et JAK2V617F mais de façon d’autant plus 

importante dans le cas de JAK2V617F. On observe également une phosphorylation des STAT 

très importante à différents temps (15 minutes à 1 heure) qui diminuent ensuite en contexte 

JAK2V617F tandis que pour JAK2WT la phosphorylation est moins forte et constante au cours 

du temps. Ces résultats montrent que JAK2V617F sensibilise à l’IFNα (figure 29 C).  

Après avoir déterminé les effets de l’IFNα dans le cas de JAK2V617F, nous avons voulu 

comparer les effets de l’IFNα en présence de JAK2V617F et de CALRdel52. Dans la figure D, les 

résultats pour JAK2V617F et CALRdel52 sont réalisés sur deux Western Blot différents. On ne 

peut donc pas comparer réellement les deux ensembles. En revanche on peut comparer les 

différences entre JAK2V617F et JAK2WT et comparer si on observe les mêmes différences entre 

CALRWT et CALRdel52. On observe encore une fois dans ce western blot une augmentation de 

l’expression de STAT1 en présence de JAK2V617F comparé à JAK2WT avec une sensibilisation à 

l’IFNα (augmentation de la phosphorylation de STAT1). Dans le cas de CALRdel52, on 

n’observe pas de différence d’expression de STAT1 par rapport à CALRWT. Par ailleurs, on 

observe une phosphorylation de STAT1 à l’état basal qui n’est pas augmentée sous 

traitement à l’IFNα. Ces résultats montrent que CALRdel52 ne sensibilise pas les cellules à 

l’IFNα contrairement à JAK2V617F.  
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Figure 29 :  Effet de l ' IFNα dans les l ignées Ba/F3 MPL-JAK2V 6 1 7 F  et CALRd e l5 2  
(A) Effet dose de l’IFNα dans les lignées Ba/F3 MPL-JAK2

WT
 et MPL-JAK2

V617F
 sur l’expression et l’activation de 

STAT1 (n=3) et STAT2 (n=2). (B) Quantification des protéines dans les lignées JAK2
WT

 (blanc) et JAK2
V617F

 (noire) 
des WB en A; STAT1/ACTINE et PSTAT1/ACTINE (n=3), PSTAT1/STAT1, STAT2/ACTINE, PSTAT2/ACTINE et 
PSTAT2/ACTINE (n=2). (C) Effet temps de l’IFNα (500 UI/ml) dans les lignées Ba/F3 MPL- JAK2

WT
 et MPL-

JAK2
V617F

 sur l’expression et l’activation des STAT 1 et 2 (n=3). (D) Différences d’expression de STAT1 et STAT2 
en fonction des JAK2 WT ou V617F et CALR WT ou del52 (n=2). (E) Effet du traitement à l’IFNα dans les lignées 
JAK2

WT 
ou JAK2

V617F
 (n=4) ainsi que dans les lignées CALR

WT
 ou CALR

del52
 (n=2).  
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J’ai également réalisé une expérience pour comparer les niveaux d’expression de STAT1 et 

STAT2 à l’état basal dans les lignées qui expriment JAK2V617F et CALRdel52. Dans cette 

expérience, on observe une augmentation de l’expression de STAT1 uniquement dans le cas 

de JAK2V617F, tandis que son expression est comparable entre les lignées CALRdel52 et les 

lignées WT pour CALR et JAK2. Dans le cas de STAT2, on n’observe pas de différence de 

niveau d’expression entre les différentes conditions (figure 29 E).  

Pour conclure, on a pu déterminer à l’aide de ces expériences que JAK2V617F sensibilise les 

cellules à l’IFNα contrairement à CALRdel52 et que cet effet pourrait dépendre du niveau 

d’expression de la protéine STAT1 surexprimée par JAK2V617F.  

b. Effet de l’IFNα dans les lignées JAK2V 6 1 7F  et 
comparaison en fonction de l’expression d’EPOR et 
MPL  

Après avoir observé la surexpression de STAT1 dans les lignées JAK2V617F, nous avons voulu 

déterminer si cet effet pouvait être retrouvé en présence ou non d’un autre récepteur aux 

cytokines homodimérique de type 1 (EPOR) et déterminer les effets à l’état basal ou après 

stimulation à l’IFNα sur la phosphorylation de STAT1. Pour cela, j’ai comparé 6 lignées 

cellulaires, qui exprimaient soit JAK2WT soit JAK2V617F seul ou en combinaison avec EPOR ou 

MPL (figure 30 A).  

De manière intéressante, on observe une surexpression de STAT1 uniquement dans les 

lignées exprimant à la fois MPL et JAK2V617F. C’est également la seule condition où on 

observe une activation de STAT1 en absence de stimulation à l’IFNα. En présence d’IFNα, on 

observe une phosphorylation de STAT1 quelles que soient les conditions. En présence de 

JAK2V617F, cette phosphorylation est augmentée par rapport aux conditions WT que les 

lignées expriment un récepteur homodimérique aux cytokines ou non. Cette expérience 

suggère que JAK2V617F sensibilise spécifiquement à l’IFNα de façon indépendante des 

récepteurs et en même temps que la combinaison JAK2V617F et MPL semble avoir un effet 

particulier en augmentant l’expression de STAT1. 

Pour vérifier si la surexpression de STAT1 observée dans la lignée MPL-JAK2V617F est due à 

JAK2V617F, j’ai traité les cellules Ba/F3 MPL-JAK2WT ou JAK2V617F avec des inhibiteurs de JAK2. 

J’ai analysé ensuite les effets sur l’expression de STAT1 par RT-qPCR (figure 30 B). Sans 

traitement par les inhibiteurs, on observe une surexpression de STAT1 dans la lignée 
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JAK2V617F par rapport à la lignée JAK2WT. Après 3H de traitement, les inhibiteurs de JAK2 

n’ont pas d’effet sur les lignées WT. En revanche, dans le cas de JAK2V617F, l’expression 

diminue fortement quel que soit l’inhibiteur de JAK2. Après 9H de traitement par les 

inhibiteurs, le niveau d’expression de STAT1 est comparable entre les lignées JAK2WT et 

JAK2V617F. Ces résultats montrent que la surexpression de STAT est bien due à JAK2V617F.  

En parallèle de ces expériences, j’ai investigué les niveaux à l’état basal d’expression d’ISG15 

et USP18, qui sont des ISG induits par l’IFNα, dans les lignées JAK2WT ou mutées et en 

présence ou non d’EPOR et MPL (figure 30 C). Les niveaux d’expressions d’USP18 et ISG15 

sont comparables dans les différentes lignées exceptées dans le cas d’EPOR-JAK2V617F où 

l’expression d’USP18 et ISG15 est diminuée mais également dans le cas de MPL-JAK2V617F où 

l’expression de ces ISG est augmentée. Ces résultats montrent que JAK2V617F en présence du 

récepteur MPL est capable d’induire l’expression de STAT1 mais également de certaines ISG 

en l’absence de stimulation à l’IFNα.  
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Figure 30 :  Effet de l ' IFNα dans les l ignées JAK2 V 6 1 7 F  selon l 'expression ou 
non des récepteurs EPOR et MPL  
(A) Comparaison des niveaux d’expression des protéines STAT1 totale et P-STAT1 dans les lignées JAK2

WT
 ou 

JAK2
V617F

 en présence ou non des récepteurs EPOR ou MPL avant et après 15 de stimulation à l’IFNα (n=1). (B) 
Effet des inhibiteurs de type 1 (Ruxolitinib à 1000nM et BMS91143 à 1000nM) ou de type 2 (CHZ868 à 100nM) 
sur l’expression de STAT1 dans les lignées MPL-JAK2

WT
 (WT) et JAK2

V617F
 (VF) (n=1). (C) Effet de l’IFNα sur 

l’expression des ISG sans traitement à l’IFNα dans les lignées exprimant JAK2
WT

 ou JAK2
V617F

 ainsi que MPL ou 
EPOR (n=1).  
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Pour conclure, j’ai pu déterminer que JAK2V617F est capable de sensibiliser à l’IFNα et qu’en 

présence de MPL, il semble avoir un effet particulier en induisant l’expression de certains ISG 

en l’absence de stimulation à l’IFNα.  

c. Effet de l’IFNα sur les cellules dérivées de 
progéniteurs d’un patient muté JAK2 V 6 17 F  en 
comparaison d’un sujet sain  

Pour confirmer les effets de l’IFNα sur les niveaux d’expression de STAT1 et son activation 

observée dans les lignées JAK2V617F chez l’Homme, j’ai réalisé une expérience de stimulation 

à l’IFNα des cellules dérivées de progéniteurs en comparaison à un sujet sain obtenu par 

cytaphérèse (figure 31).  

Dans cette expérience, on retrouve des résultats similaires qui ont été observés dans les 

lignées Ba/F3. En d’autres termes, on observe une surexpression de STAT1 dans le cas du 

patient par rapport au sujet contrôle (figure 31 A). On observe une augmentation de 

l’activation de STAT1 dans le cas du patient qui est dose dépendante. Par ailleurs, 

l’expression des ISG (IFIT1 et MX1) induite par le traitement à l’IFNα est augmentée dans les 

cellules primaires du patient par rapport au contrôle et ce, de manière dose dépendante 

(figure 31 B).    

Ces résultats obtenus par western blot et par RT-qPCR à partir de cellules de patient, bien que 

cela soit des résultats préliminaires, confortent les résultats obtenus dans les lignées 

cellulaires et démontrent que JAK2V617F sensibilise les cellules primaires de patients à l’IFNα in 

vitro.  
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Figure 31 :  Effet  de l 'IFNα sur des cellules primaires d'un patient JAK2 V 6 1 7 F  
et d'un sujet sain  
Effet de l’IFNα in vitro sur des cellules issues de progéniteurs CD34

+
 après 5 jours de cultures cellulaires 

provenant d’un patient en MFP exprimant JAK2
V617F

 en comparaison à un sujet contrôle. (A) Effet dose de 
l’IFNα (0, 10, 100 ou 1000 UI/ml d’IFNα humain) sur l’expression des protéines STAT 1 et 2 totales ou 
phosphorylées par WB (haut) et quantification de P-STAT1/ACTINE (bas). (B) Effet dose de l’IFNα sur les ISG.  

d. Analyses transcriptomiques : comparaison entre 
patients JAK2V 6 1 7F  et contrôles  

Pour comparer les cellules issues de CD34+ provenant de patients JAK2V617F et de sujets sains, 

nous avons réalisé une expérience de RNAseq afin de comparer le transcriptome des cellules 

avec et sans traitement à l’IFNα. Une analyse différentielle a ensuite été effectuée pour 

comparer les gènes exprimés avec et sans traitement à l’IFNα chez les contrôles et chez les 

patients. Nous avons également comparé les données chez les contrôles et les patients sans 

traitement. Ces trois analyses ont ensuite été recoupées pour déterminer si des gènes 

étaient communément ou spécifiquement exprimés sous IFNα (figure 32 A). 

De cette façon, nous avons déterminé que 2393 gènes sont différentiellement exprimés 

après traitement par l’IFNα dans les contrôles. Dans le cas des patients, seulement 473 

gènes sont différentiellement exprimés par l’IFNα. De manière intéressante, 1943 gènes sont 

différentiellement exprimés entre les patients et les contrôles à l’état basal. Parmi eux, 492 

gènes sont induits communément chez les patients sans IFNα et chez les contrôles sous 
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IFNα. Une analyse de voies a permis de montrer que ces gènes sont impliqués 

principalement dans la réponse à l’IFNα et IFNγ ainsi que la voie P53 (figure 32B).  

Ces résultats montrent que JAK2V617F induit à l’état basal des gènes activés par l’IFNα chez les 

contrôles et que l’IFNα induit plus de gènes chez les contrôles que chez les patients JAK2V617F 

traités in vitro.  

Voies P-value

Réponse à l’IFNα 1,1E-07

Réponse à l’IFNγ 9,8E-06

Métabolisme de l’hème 9,8E-06

Cible E2F 1,4E-03

Voie P53 1,4E-03

Cible Myc V2 2,9E-03

Réponse Androgène 3,3E-03

Apoptose 6,6E-03
Contrôles vs Patients - IFNα

Contrôles
± IFNα

Patients
± IFNα

A. B.

 

Figure 32 :  Analyses transcriptomiques de progéniteurs CD34 +  de patients 
JAK2V 6 1 7 F  et de contrôles sous IFNα   
(A) Comparaison des gènes différentiellement exprimés ± IFNα dans les progéniteurs CD34

+
 de contrôles (en 

haut à gauche), de patients (en haut à droite) ou différentiellement exprimés entres les progéniteurs CD34
+
 de 

contrôles et de patients JAK2
V617F

 (en bas). (B) Voies induites dans les CD34
+
 de patients JAK2

V617F
 et induites 

sous IFNα dans les CD34
+
 de contrôles (entouré en rouge dans la figure A).  

En étudiant l’effet de l’IFNα sur la signalisation, nous avons observé que JAK2V617F 

contrairement à CALRdel52 sensibilise à l’IFNα de façon dose dépendante mais également au 

cours du temps dans les lignées Ba/F3. La principale différence entre les lignées est que la 

protéine STAT1 est surexprimée en contexte JAK2V617F par rapport à JAK2WT mais également 

par rapport à CALRm. Bien que ces résultats doivent être confirmés, la surexpression de STAT1 

est observée uniquement dans les lignées MPL-JAK2V617F et n’est pas retrouvée dans les 

lignées EPOR-JAK2V617F ou JAK2V617F seul. Ces résultats suggèrent un effet spécifique de 

l’association MPL-JAK2V617F. Par ailleurs, dans cette lignée, on a pu voir une augmentation de 

l’expression de certains ISG en l’absence de traitement à l’IFNα ce qui montre que la voie de 

l’IFNα est pré-activée. On a pu constater que les cellules issues de progéniteurs CD34+ d’un 

patient JAK2V617F homozygote étaient plus sensibles au traitement à l’IFNα par rapport aux 

cellules issues d’un contrôle en induisant une phosphorylation plus importante de STAT1 sous 

IFNα, une augmentation de l’expression des ISG ainsi qu’une surexpression de STAT1. Enfin, à 

travers une analyse transcriptomique, on a pu montrer que des gènes activés par l’IFNα dans 

les CD34+ de contrôles étaient induits par JAK2V617F.    
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES  
L’objectif de ma thèse a été d’apporter des éléments dans la compréhension du mécanisme 

d’action de l’IFNα dans le traitement des NMP. Toutes les données que nous avons obtenues 

apportent des éléments dans l’impact du traitement à l’IFNα chez les patients et la 

compréhension de son mécanisme de signalisation. Cependant, de nombreux éléments sont 

encore à explorer.  

Premièrement, nous souhaitons améliorer le modèle mathématique notamment en prenant 

en compte plus de paramètres ainsi que l’étude de nouveaux patients pour mieux prédire la 

réponse à long-terme et les doses à administrer. Nous pensons que comprendre l’effet de 

l’IFNα sur l’hématopoïèse normale et mutée (par exemple le taux de division des CSH WT et 

mutées) permettra des améliorations du modèle et donc l’optimisation du traitement des 

patients. La compréhension du rôle des mutations associées sur les paramètres du modèle 

est également cruciale puisqu’elles peuvent entrainer des effets variables sur la réponse à 

l’IFNα chez les patients.  

Deuxièmement, le mécanisme de signalisation doit être mieux décortiqué. En effet, le 

traitement à l’IFNα a montré une certaine efficacité chez les patients JAK2V617F 

contrairement à CALRm. Les données actuelles mettent en évidence que STAT1 est un 

élément clé dans la sensibilisation des cellules mutées JAK2V617F à l’IFNα. Étudier les 

différences mécanistiques dans un contexte JAK2V617F et CALRm est également important 

pour mieux comprendre son mécanisme.  

Troisièmement, grâce aux études de signalisation ou indépendamment, une autre voie 

d’amélioration de cette thérapie pourrait être de combiner l’IFNα avec d’autres molécules 

telles que le Ruxolitinib ou encore l’arsenic. 

I. AMÉLIORATION DU MODÈLE MATHÉMATIQUE  
L’étude que nous avons menée pendant 5 ans sur la cohorte de patients traités à l’IFNα nous 

a permis de stratifier les patients vis-à-vis de cette thérapie en fonction des mutations 

JAK2V617F homozygotes ou hétérozygotes ainsi qu’en fonction des mutations CALRm. Par 

ailleurs, nous avons mis en évidence que la dose d’IFNα a un impact chez les patients qui 

diffère selon la mutation motrice ce qui suggère des différences de mécanisme d’action de 

l’IFNα selon les mutations motrices. 
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Afin d’améliorer le taux de réponse chez les patients, il est important de pourvoir mieux 

comprendre comment l’IFNα agit en fonction des doses administrées et également quels 

patients ont le plus de chance de répondre ou non au traitement. Au sein de cette cohorte 

nous avons pu observer des différences de posologie d’un patient à l’autre. On observe 

parfois pour une période donnée la même quantité d’IFNα administrée mais de manière 

différente (par exemple une dose de 135 µg toutes les deux semaines ou bien 67.5 µg toutes 

les semaines). Le traitement est également parfois modifié au cours du temps. De plus le 

traitement est administré selon la réponse hématologique et la tolérabilité et ne prend pas 

en compte la réponse moléculaire. L’IFNα est un traitement qui est utilisé sans directive 

claire ni certitude de guérison d’un patient donné. La prédiction à long-terme de réponse au 

traitement en prenant en compte différents paramètres tel que la posologie pourrait 

permettre d’être mieux adapté à chaque patient.  

Ces derniers mois, l’équipe de PH. Cournède avec qui nous collaborons est allée plus loin 

dans le développement du modèle mathématique. Pour cela, ils ont appliqué une procédure 

de sélection de modèles et utilisé une méthode d'inférence bayésienne hiérarchique pour 

déchiffrer comment les variations de doses ont un impact sur la réponse thérapeutique. Il a 

été constaté que le traitement peut induire une rémission à long-terme lorsqu'une dose 

suffisante (dépendante de chaque patient) est atteinte. Ils ont aussi déterminé une dose 

minimale pour chaque individu de la cohorte de patients pour induire une réponse 

moléculaire et estimer la dose initiale la plus appropriée à administrer à un nouveau patient 

pour augmenter ses chances de guérison (Hermange et al. 2021). Ainsi cette étude suggère 

qu’on pourrait adapter la dose de façon personnalisée pour chaque patient en vue d’une 

réponse moléculaire tout en prenant en compte la tolérabilité de chaque patient. 

Pour aller plus loin dans la prédiction de l’effet du traitement, une cohorte de validation de 

patients traités est en cours d’élaboration et d’étude. Les dynamiques des CSH mutées à 

l’arrêt du traitement pour certains patients sont également étudiées et analysées ; ce qui 

pourrait permettre de savoir quand arrêter le traitement. 

À terme, l’équipe souhaite développer une application pour l’aide au choix des doses et 

pouvoir corréler le temps de réponse moléculaire pour chaque patient. 
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II. MODÉLISATION MULTI-ÉCHELLES DE 

L’HÉMATOPOÏÈSE  
Au laboratoire, un projet en collaboration avec deux autres équipes spécialisées en 

hématopoïèse normale (Leïla Périé, Institut Curie) et en mathématiques appliquées (Paul-

Henry Cournède, CentraleSupélec) a pour objectif de modéliser à plusieurs échelles 

l’hématopoïèse (à court-terme et à long-terme) dans le but d’optimiser le traitement des 

NMP par IFNα.  

À court-terme, l’hématopoïèse peut être considérée comme un processus de prolifération et 

de différenciation où une quantité importante de cellules fonctionnelles différentes naissent 

à partir d’une CSH unique. Dans cette optique, nous voulons effectuer 3 analyses sur 

différents types de progéniteurs en nous basant sur plusieurs essais dont 2 qui sont 

développés par l’équipe de Leïla Périé.  

Première approche : test multigen 

Ce test sera effectué sur trois types de progéniteurs (enrichis en CSH, immatures et 

engagées) obtenus à partir de sang de patients avant et après 3 mois de traitement à l’IFNα. 

Les progéniteurs seront marqués à l’aide de colorant qui permet de suivre les divisions 

cellulaires au cours du temps (CFSE, CTV) (Tak et al. 2021). Ils sont ensuite triés à l’échelon 

unicellulaire pour chaque couleur utilisée et 4 progéniteurs de différentes couleurs sont 

cultivés ensemble en présence de cytokines (SCF, TPO, EPO, IL6, GM-CSF et FLT3) pendant 96 

heures. Les cellules issues des progéniteurs sont ensuite caractérisées par cytométrie en flux 

pour déterminer le nombre de divisions effectuées et leur phénotype de différenciation à 

l’aide d’anticorps. Ce test nous communiquera des informations sur la relation entre division 

et différenciation pour les différents compartiments de progéniteurs.  

Deuxième approche : expériences Incucyte  

De la même manière que pour les expériences multigénérationnelles, les trois types de 

progéniteurs issus de patients traités avant et après 3 mois à l’IFNα sont mis en culture à 

l’échelon unicellulaire en présence de cytokines pendant 14 jours. Pendant les 96 premières 

heures de culture, les cellules sont placées dans un appareil incucyte (imagerie en temps 

réel) qui permet de prendre une photo toutes les heures de chaque puits. De cette façon, on 

peut déterminer le temps de première et seconde division pour chaque progéniteur. Au bout 

de 14 jours, chaque puits est divisé en 2 parties. Une partie est génotypée pour déterminer 
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le statut mutationnel du progéniteur de départ pour la mutation JAK2V617F ou CALRm. L’autre 

partie est analysée par cytométrie en flux pour déterminer le phénotype de différenciation 

en termes de progéniteurs, mégacaryocytes, cellules érythroïdes et granulocytes. Ce test 

permet d’avoir des informations sur le taux de division et le profil de différenciation des 

progéniteurs en fonction du génotype.  

Nous utiliserons les deux tests pour caractériser le changement de la dynamique cellulaire à 

court-terme avant et après IFNα. Le taux de division cellulaire et la relation entre la division 

et la différenciation pour les différents progéniteurs mutés ou non seront utilisés pour 

calibrer un modèle d’hématopoïèse à court-terme et par la suite pour paramétrer le modèle 

de réponse à l’IFNα sur le long-terme.  

De cette façon nous voulons explorer si l’IFNα est capable d’augmenter le cycle cellulaire et 

la différenciation des CSH JAK2V617F, comme le prédit le modèle que nous avons déjà établi 

(Mosca et al. 2021). Nous avons commencé à générer des données préliminaires sur 

plusieurs patients avant traitement à l’IFNα démontrant que les progéniteurs enrichis en 

CSH se divisent de la même manière, qu’elles soient mutées ou non pour JAK2V617F.  

Troisième approche : scRNA-seq 

Les données obtenues par multigen et incucyte sont des effets observés in vitro sur les 

progéniteurs et CSH. Une troisième approche visera à caractériser l’effet de l’IFNα sur les 

CSH et progéniteurs en effectuant un scRNA-seq à partir de cellules CD34+ de patients traités 

par l’IFNα in vivo. L’analyse transcriptomique à l’échelon unicellulaire sera couplée à la 

détection des mutations pour pouvoir analyser les trajectoires hématopoïétiques des 

cellules WT et mutées au sein d’un même individu, comme cela a déjà été fait 

précédemment (Van Egeren et al. 2021). Par exemple, nous saurons quelles populations de 

CSH et progéniteurs sont impactées par l’IFNα dans un contexte JAK2V617F ou CALRm ce qui 

permettra d’apporter des éléments sur la régulation de l’hématopoïèse. Enfin le séquençage 

ARN permettra également de déterminer la ou les voies impliquées dans le mécanisme 

d’action de l’IFNα dans la population d’intérêt. Ainsi, cela nous permettra de confirmer ou 

non les prédictions du modèle mathématique qui indique que l’IFNα induit la sortie de 

quiescence et la mise en différenciation des CSH JAK2V617F hétérozygotes et homozygotes en 

accord avec ce qui est trouvé avec les cellules normales mais également les cellules JAK2V617F 

dans les modèles murins (Essers et al. 2009; Walter et al. 2015; Mullally et al. 2013). 
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Cependant, nos données ne sont pas en accord avec l’étude de Tong et al. qui montre que 

l’IFNα induit l’apoptose des cellules JAK2V617F hétérozygotes tandis que l’IFNα induit un 

programme de quiescence des cellules JAK2V617F homozygotes (Tong et al. 2021).  

Avec notre premier modèle mathématique, nous avons inféré que l’IFNα cible 

préférentiellement les cellules homozygotes et à haute dose, mais le mécanisme d’action in 

vivo est encore mal compris, principalement parce qu’il impacte les paramètres des CSH qui 

ne sont pas mesurés directement. En combinant toutes ces nouvelles données sur les 

paramètres des CSH, nous visons donc à améliorer les paramètres du modèle à partir des 

données expérimentales. Cela nous permettra de tester différentes hypothèses sur l’action 

de l’IFNα (par exemple le ciblage de l’IFNα sur les CSH WT, l’effet dose dépendant de l’IFNα) 

et de sélectionner la plus probable en fonction des données.   

Enfin, l’amélioration du modèle passe également par la prise en compte de paramètres 

comme celui de l’impact des mutations associées. Comme le modèle mathématique prend 

déjà en compte les cellules hétérozygotes et homozygotes, on peut également étendre le 

modèle mathématique pour tenir compte des cellules avec ou sans mutations associées.  

III. ÉTUDES DES MUTATIONS ASSOCIÉES ET INFLUENCES 

SUR LE TRAITEMENT À L’IFNΑ   
Les mutations que nous avons étudiées sont des mutations qui surviennent dans des gènes 

fréquemment mutés chez les patients atteints de NMP et qui peuvent modifier la 

progression de la maladie. Une des questions qui subsiste est de savoir si le traitement à 

l’IFNα peut favoriser l’expansion de ces mutations et s’il faut traiter les patients qui portent 

ces mutations ou non.  

Nous nous sommes intéressés aux mutations associées qui pouvaient être potentiellement 

sélectionnées par l’IFNα. Pour cela nous nous sommes concentrés sur les mutations 

associées dont la charge allélique était stable, augmentait ou apparaissait au cours du suivi 

des patients sous IFNα. Nous avons observé dans le cas de deux patients mutés CALRm que 

les mutations associées (TP53V143M et TET2S315fs) étaient retrouvées exclusivement dans les 

clones CALRm. Par conséquent, l’apparition des mutations associées était un évènement 

secondaire. Contrairement aux patients CALRm, les mutations de DNMT3A et TET2 présentes 

au sein des 3 patients mutés JAK2V617F ou MPLW515K que nous avons étudiés ont été 

retrouvées dans des clones indépendants. Les mutations de DNMT3A et de TET2 n’ont pas 
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été ciblées par l’IFNα. Dans le cas des patients JAK2V617F et MPLW515K, l’IFNα cible les clones 

portant la mutation motrice ce qui pourrait permettre de démasquer d’autres clones 

résistants à l’IFNα et qui prennent plus ou moins l’avantage sur les clones WT (TET2H193fs > 

DNMT3Amut). Alternativement, ceci pourrait suggérer que l’IFNα induit le rétablissement 

d’une hématopoïèse polyclonale 

Pour plusieurs patients, nous avons observé une différence d’évolution et d’avantage selon 

le type de progéniteurs, en particulier les progéniteurs CD90+ et CD90- qui sont très 

différents, sans doute parce que les progéniteurs CD90- sont biaisés vers la lignée 

lymphoïde. Les CD90+ sont plus impactés par les mutations associées ce qui montre leur 

origine et avantage dans le compartiment des CSH.  

Mutation TP53 

Dans le cas du patient muté pour CALRdel34, on a pu déterminer qu’au cours du traitement la 

mutation de TP53 augmente et que les doubles mutants sont majoritaires à la fin du 

traitement. On a pu observer notamment chez ce patient une accélération de 

l’augmentation de la charge allélique de TP53V143M avec une prise d’avantage des doubles 

mutants homozygotes pour TP53V143M.  

Il est important de savoir si l’IFNα est capable de sélectionner ou d’accélérer la sélection des 

clones TP53 mutés hétérozygotes ou homozygotes ou si l’évolution de ce clone est 

indépendante du traitement. En effet l’IFNα peut induire la voie P53 (Porta et al. 2005) ce 

qui pourrait contre-sélectionner les clones TP53 mutés préexistants. De plus, des essais 

cliniques de l’IFNα en combinaison avec l’Idasanutlin (antagoniste de MDM2) ont montré 

des réponses hématologiques et moléculaires très intéressantes (Mascarenhas et al. 2019). 

Cependant, comme le traitement des cellules par un inhibiteur de MDM2 (régulateur négatif 

de TP53) sélectionne aussi les cellules mutées pour TP53 provenant de patients NMP 

(Maslah et al. 2022), il est légitime de se poser la question du traitement des patients 

portant ces mutations par ces thérapies. 

 Il est donc possible que le traitement à l’IFNα chez un patient qui porte une mutation de 

TP53 donne un avantage aux cellules mutées et potentiellement favorise l’évolution de la 

maladie. Néanmoins, les modèles de souris montrent que la perte fonctionnelle des deux 

allèles WT pour TP53 conduit à une transformation leucémique sans traitement (Rampal et 

al. 2014; Tsuruta-Kishino et al. 2017).  
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Au total, nous pouvons émettre deux hypothèses : i) l’expansion du clone homozygote pour 

TP53V143M que nous avons déterminé au cours du suivi du patient #40 pourrait être due à 

l’évolution naturelle de ce clone ou ii) le traitement à l’IFNα a permis d’accélérer son 

évolution dans la mesure où le clone CALR n’était pas ciblé. 

Deux ans après l’arrêt du traitement, ce patient a montré une augmentation de la charge 

allélique de TP53 a 32% par NGS ainsi que plusieurs anomalies caryotypiques (Del5q, 13q-, 

14q-, trisomie 1q ainsi qu’une translocation t(X ; 12)) qui ont amenés ce patient à subir une 

greffe allogénique de moelle.  

Bien que nous ayons étudié qu’un seul patient portant une mutation de TP53, nos résultats 

ainsi que les données de la littérature suggèrent que la détection de mutation de TP53 chez 

les patients NMP doit être prise en compte dans le traitement de ces patients à l’IFNα.  

Mutations TET2 

L’IFNα ne semble pas cibler le clone muté pour TET2 que ce soit dans le cas du patient CALRm 

et du patient JAK2V617F que nous avons étudiés. La mutation de TET2 ne semble pas donner 

d’avantage au clone CALRdel52. En revanche, dans le cas de JAK2V617F, on a pu observer que le 

simple mutant TET2 a envahi complètement le compartiment le plus immature. Chez ce 

patient, le traitement à l’IFNα cible les cellules mutées pour JAK2V617F ce qui permet au clone 

TET2 de repeupler ce compartiment probablement en ayant un avantage compétitif sur le 

clone WT. De manière intéressante, on a pu voir que ce patient avait eu plusieurs 

modifications du traitement au cours du temps qui concorde avec des modifications dans la 

dynamique d’expansion des clones JAK2V617F et TET2H193fs. Cette observation montre qu’il 

peut être effectivement important de prendre en compte les modifications de posologie 

chez les patients. 

Mutations DNMT3A 

Au cours du traitement à l’IFNα, nous avons observé l’apparition de mutations DNMT3A chez 

3 patients. Les mutations de DNMT3A et de JAK2 ou MPL sont mutuellement exclusives pour 

les deux patients que nous avons pu étudier. Comme ces mutations sont retrouvées 

uniquement dans des clones séparés, il est probable que ces mutations soit survenues de 

façon indépendante comme cela a été observée dans la littérature grâce à des études de 

séquençage d’exomes à l’échelon clonal (Nangalia et al. 2015).  
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La charge allélique de ces mutations augmente de façon lente au cours du temps tandis que 

les clones portant les mutations motrices JAK2V617F ou MPLW515K sont ciblés par l’IFNα 

comme observé dans une étude récente (Knudsen et al. 2022). Cette étude montre que les 

mutations de DNMT3A apparaissent plus fréquemment chez les patients traités à l’IFNα par 

rapport à ceux traités par HU. Il est possible que comme l’IFNα cible les cellules JAK2V617F, il 

favorise l’émergence de clones DNMT3A de façon indirecte car ces clones sont résistants à 

l’IFNα. Par ailleurs, l’apparition et la progression des clones mutés pour DNMT3A ont été 

montrées comme similaire entre des patients traités ou non à l’IFNα pour lesquelles la 

mutation de JAK2V617F ou de MPL diminue au cours du temps (Nangalia et al. 2015). Par 

conséquent, l’apparition des mutations de DNMT3A au cours du traitement à l’IFNα pourrait 

témoigner du fait que le traitement permet de rétablir une hématopoïèse polyclonale de 

clones résistants à l’IFNα.   

IV. EFFET DE JAK2V617F  ET CALRM SUR LA 

SIGNALISATION À L’IFNΑ  
Nous avons aussi étudié l’effet de l’IFNα in vitro sur la signalisation dans un contexte 

JAK2V617F ou CALRdel52. Nous avons montré par WB que JAK2V617F sensibilise les cellules Ba/F3 

au traitement à l’IFNα contrairement à ce qu’on a pu observer dans le cas de CALRm. Ces 

résultats sont en accord avec les données de la littérature qui montrent également que 

l’effet de l’IFNα dans les cellules JAK2V617F passe par STAT1 (Czech et al. 2019). En revanche, 

dans le cas de la CALRm, on observe une phosphorylation de STAT1 à l’état basal. L’activation 

de la protéine STAT1 par phosphorylation ne semble donc pas suffisante pour expliquer les 

différences entre JAK2V617F et CALRm. Par ailleurs ces effets sont observés à des temps court 

de traitement à l’IFNα et à forte dose. 

Dans la littérature, il a été montré dans certains contextes que les STAT non phosphorylées 

étaient capables d’induire l’expression de certains ISG et pouvaient notamment prolonger la 

signalisation à l’IFNα à plus long-terme (Cheon et Stark 2009). Dans nos lignées cellulaires 

nous avons observé que STAT1 totale était surexprimée dans les lignées JAK2V617F 

contrairement aux lignées CALRdel52 et que cette surexpression était spécifique des lignées 

exprimant le récepteur MPL. Ces résultats sont d’autant plus intéressants sachant que dans 

la littérature, il a été montré que l’IFNα ciblerait les CSH CD41high biaisées vers la lignée 
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mégacaryocytaire, qui est régie par la TPO et son récepteur MPL (Rao et al. 2021; Tong et al. 

2021).  

De plus, Czech et al. montrent que l’amorçage de la voie de l’IFNα était dépendant de la 

phosphorylation de STAT1 et que sa surexpression dans les lignées CALR permet 

d’augmenter l’effet de l’IFNα dans ces cellules (Czech et al. 2019).  

Par ailleurs, nous avons observé à plusieurs reprises dans les lignées JAK2V617F une 

augmentation de l’expression non seulement de l’isoforme α mais aussi de l’isoforme β de 

STAT1. STAT1-β est une forme plus courte de STAT1 issue de l’épissage alternatif qui ne 

porte pas le domaine d’activation de la transcription TAD (transcription activated domain). 

De ce fait, il a été postulé comme étant un dominant négatif de STAT1-α. Notamment, la 

surexpression de STAT1-β dans des lignées cellulaires de lymphocytes B inhibe l’activité de 

STAT1-α, sa fixation à l’ADN ainsi que la transcription de gènes induits par STAT1 (Baran-

Marszak 2004). Dans ces lignées, les auteurs ont montré que STAT1-α a un effet 

antiprolifératif/proapoptotique en réponse à l’IFNγ. De plus, l’activation de P53 en réponse 

aux dommages à l’ADN dans ces lignées est inhibée par l’expression de STAT1-β qui favorise 

la prolifération cellulaire. Leurs résultats montrent que le déséquilibre entre l'isoforme 

STAT1-α et l'isoforme prolifératif STAT1-β est susceptible de jouer un rôle crucial dans la 

régulation de la prolifération et de l'apoptose. Pour montrer que STAT1 est un élément 

crucial de la réponse à l’IFNα et également mieux comprendre les effets in vivo, il serait 

intéressant de réaliser des expériences sur un modèle de souris qui surexprime STAT1 

(STAT1 totale, STAT1-α ou STAT1-β ou encore STAT1Y710F qui est non phosphorylable). La 

surexpression de STAT1 pourrait être étudiée en particulier dans un modèle de souris 

CALRdel52 traité ou non à l’IFNα pour voir si les souris répondent mieux au traitement et quels 

sont les effets observés sur l’apoptose, le cycle cellulaire, la sénescence ou bien encore les 

niveaux de ROS. 
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V. ÉTUDE DES COMBINAISONS DE TRAITEMENT À 

L’IFNΑ   
Dans la première partie, nous avons essayé d’améliorer le mode de traitement à l’IFNα mais 

un autre objectif est de le combiner à d’autres molécules pour le rendre plus efficace. Le 

Ruxolitinib est déjà utilisé dans les traitements de MFP et montre des effets positifs sur les 

symptômes chez ces patients tout comme de fédratinib. L’utilisation du Ruxolitinib avec 

l’IFNα semble toutefois contre intuitive puisque le Ruxolitinib inhibe JAK2 mais aussi JAK1 

qui est impliquée dans la voie médiée par l’IFNα. Toutefois, une étude chez la souris a 

montré que l’IFNα aurait un effet sur les CSH mutées tandis que le Ruxolitinib aurait un effet 

préférentiel sur les progéniteurs (Austin et al. 2020). Cette étude explique d’une part 

pourquoi l’inhibiteur de JAK2 ne cible pas les clones malins et d’autre part apporte une 

information qui souligne un mécanisme pour l’utilisation de ces deux traitements chez les 

patients.  

Le Pr. Jean-Jacques Kiladjian avec qui nous collaborons mène un essai préclinique de phase 

1-2 pour tester les effets de la combinaison IFN + Ruxolitinib (RUXOPEG) chez des patients 

atteints de MFP. Cette étude vise à évaluer chez les patients n’ayant jamais reçu d’IFNα 

l’efficacité et l’innocuité de différentes combinaisons de doses Ruxolitinib + IFNα. Les 

patients ont montré une diminution de la taille de la rate dans 70% des cas ainsi qu’une 

diminution de la charge allélique des mutations dans le sang durant la première année de 

suivi. Nous avons investigué l’architecture clonale des progéniteurs avant et après 1 an de 

traitement et avons noté une diminution de la proportion des clones homozygotes ou 

hétérozygotes dans plus de la moitié des patients (7/11 patients) (figure 33).  
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Figure 33 :  Suivi du statut mutationnel des progéniteurs de p atients traités 
à l 'IFN + Ruxolitinib  
Étude de la proportion de clones mutés pour JAK2

V617F
 (patient #1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10 et 11) ou CALR

del52
 

(patient #6) avant (T0) ou après un an (T1) de traitement à l’IFNα + Ruxolitinib de patients atteints de MFP. La 
proportion de clone pour chaque temps donné est représentée dans les progéniteurs enrichis en CSH (90

+
), 

immatures (90
-
) et engagés (38

+
).  

D’autres pistes de combinaisons de traitements ont été évaluées pour augmenter les effets 

de l’IFNα, notamment en combinaison avec l’Idasanutlin (voir plus haut). De plus, une étude 

préclinique réalisée au laboratoire a montré que l’IFNα combinée à l’arsenic trioxyde (ATO) 

avait des effets spectaculaires sur le ciblage des CSH JAK2V617F (Dagher et al. 2021).  

PML fait partie de la super famille des TRIM qui sont des ubiquitines ou SUMO ligases. La 

transcription du gène PML est induite notamment par la signalisation à l’IFNα. PML via la 

formation des corps nucléaires est capable d‘entrainer l’arrêt de la croissance des cellules 

conduisant à la senescence. L’arsenic est une molécule qui agit directement sur PML et 

augmente l’activité des corps nucléaires en induisant l’oxydation de PML et sa 

multimérisation.  
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Le laboratoire en collaboration avec le Pr. Jean-Jacques Kiladjian et le Pr. Hugues de Thé a 

montré que la combinaison ATO + IFNα potentialise le ciblage des cellules JAK2V617F par 

rapport à l’IFNα seul. Cette combinaison cible des progéniteurs JAK2V617F de patients traités 

in vitro mais également élimine les CSH JAK2V617F dans un modèle de souris chimériques. De 

manière intéressante mais préliminaire, l’étude de l’effet du traitement à l’IFNα + ATO sur 

un modèle de souris CALRdel52 traité à l’IFNα + ATO mené au laboratoire ne montre pas 

d’effet supérieur par rapport au traitement à l’IFNα seul contrairement à ce qu’il a pu être 

observé dans le cas de la mutation JAK2V617F.  

Ces données mettent probablement en avant des différences au niveau du mécanisme entre 

JAK2V617F et CALRdel52. Ceci pourrait être dû au fait que l’IFNα sensibilise les cellules JAK2V617F 

contrairement aux cellules CALRm (voir résultats partie III) (Czech et al. 2019). 

Par ailleurs, l’étude des souris KI JAK2V617F menée au laboratoire a permis de montrer que 

l’expression de JAK2V617F augmente l’expression de PML qui est d’autant plus importante 

après traitement à l’IFNα in vitro dans les progéniteurs (LK de souris KI JAK2V617F). Par 

ailleurs, le traitement par l’ATO induit une augmentation de la sumoylation de PML et la 

formation des corps nucléaires (Dagher et al. 2021). Il serait donc intéressant d’étudier les 

effets de l’IFN ± ATO sur l’expression et la sumoylation de la protéine PML dans les 

progéniteurs de souris mutés CALRdel52 et les comparer à JAK2V617F.  
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Khoury, François Girodon, Christophe Marzac, William Vainchenker, Isabelle Plo, Paul-Henry 

Cournède. Inferring the initiation and development of myeloproliferative neoplasms. Proc 

Natl Acad Sci U S A. 2022 Sep 13;119(37):e2120374119. doi: 10.1073/pnas.2120374119. 

Epub 2022 Sep 9. PMID: 36083966; PMCID: PMC9478641. 

Contribution personnelle : J’ai participé à l’extraction des cellules d’intérêts et au génotypage 

de certains patients JAK2V617F. J’ai également réalisé les schémas qui illustrent le modèle.  
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Annexe n°4 

Christian Pecquet*, Thomas Balligand*, Ilyas Chachoua*, Amandine Tisserand*, Nicolas 

Papadopoulos, Gaëlle Vertenoeil, Anita Roy, Caroline Marty, Harini Nivarthi, Jean-Philippe 

Defour, Mira El-Khoury, Eva Hug, Erica Xu, Oleh Zagrijtschuk, Tudor E. Fertig, Daciana S. 

Marta, Heinz Gisslinger, Bettina Gisslinger, Martin Schalling, Ilaria Casetti, Elisa Rumi, Daniela 

Pietra, Chiara Cavalloni, Luca Arcaini, Mario Cazzola, Norio Komatsu, Yoshihiko Kihara, 

Yoshitaka Sunami, Yoko Edahiro, Marito Araki, Roman Lesyk, Veronika Buxhofer-Ausch, 

Sonja Heibl, Florence Pasquier, Violaine Havelange, Isabelle Plo, William Vainchenker, Robert 

Kralovics and Stefan N. Constantinescu. Secreted Mutant Calreticulins As Rogue Cytokines in 

Myeloproliferative Neoplasms. Blood (en révision). 

Contribution personnelle : Dans cet article où je signe comme co-premier auteur, j’ai traité 

les échantillons de sang périphérique provenant de patients CALRm, JAK2V617F ou bien de 

contrôles issus de cytaphérèses pour extraire les CD34+. J’ai ensuite réalisé les expériences in 

vitro qui consistaient à étudier l’effet de la calréticuline recombinante WT ou mutée sur le 

nombre de colonies de mégacaryocytes après purification et tri des cellules CD34+ CD41+ 

(figure 6).  
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