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RÉSUMÉ 
 

JAK2, cytokines et récepteurs dans la Polyglobulie de Vaquez. 

 

La polyglobulie de Vaquez (PV) appartient à la famille des syndromes 

myéloprolifératifs (SMP). C’est une maladie clonale dont l’origine se situe au niveau d’un 

progéniteur multipotent. En 2005, la description de la mutation JAK2V617F et sa présence 

dans 95% des cas de PV, à la fois à l’état homozygote et hétérozygote, a été le point de départ 

de nouvelles interrogations concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans la 

pathogénèse de cette maladie. L’objectif de ce travail a été, dans un premier temps, de mettre 

au point une technique sensible de PCR quantitative spécifique d’allèle. Cette technique a 

permis d’étudier le niveau d’expression de JAK2V617F chez les patients au diagnostic de 

SMP. Nous avons, ensuite, utilisé cette même approche pour étudier l’importance de la 

détection de JAK2V617F pour la détection de SMP latent dans les présentations atypiques 

comme les thromboses digestives profondes et les anémies réfractaires sidéroblastiques. Nous 

avons également, en collaboration, déterminé que quand un SMP positif pour JAK2V617F se 

transforme en leucémie aigue myéloïde, celle-ci est fréquemment négative pour la mutation. Il 

a également été mis en évidence que les clones JAK2V617F positifs et négatifs peuvent se 

développer à partir  d’un ancêtre commun. Enfin, nous avons décrit dans la PV, la 

dérégulation de la production, au niveau protéique et ARN messager, de plusieurs cytokines 

hématopoïétiques et de leur voie de signalisation (IL-11, IL-6, gp130, JAK2, STAT3). Cette 

dérégulation participe à l’hématopoïèse anormale dans la PV. Ces mécanismes, indépendants 

de JAK2V617F, semblent maintenir l’équilibre entre les voies JAK2V617F/STAT5 et 

JAK2/STAT3. 
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ABSTRACT 

 

JAK2, cytokines and receptors in Polycythemia Vera 

 

Polycythemia Vera (PV) belongs to the family of myeloproliferative disorders (MPD). 

It is a clonal disease arising from a multipotent progenitor. In 2005, the JAK2V617F mutation 

was discovered as a MPD specific mutation present in more than 95% of PV patients both at 

homozygous and heterozygous state. This discovery was the starting point of a new area in 

the understanding of molecular mechanisms involved in MPD pathogenesis. The aim of our 

work was, first to set up an assay of allele specific quantitative PCR. Thanks to this assay, we 

were able to study the importance of JAK2V617F mutation at diagnosis of MPD. We also 

used this assay to investigate the relevance of JAK2V617F detection for the diagnosis of 

latent MPD in atypical presentations like splanchnic vein thrombosis and refractory anemia 

with ringed sideroblasts. In addition, in collaboration, we have determined that positive 

JAK2V617F MPD often transform into JAK2V617F negative acute myeloid leukemia, and 

that both clones may derive from the same JAK2V617F negative ancestral clone. Finally, we 

have described , in PV patients, elevated production of hematopoietic cytokines (IL-11, IL-6), 

both at the protein and messenger RNA level. Their signaling pathway (gp130, JAK2, 

STAT3) was also dysregulated and this pathway is involved in PV abnormal hematopoiesis. 

This mechanism is independent from JAK2V617F and seems to maintain the balance between 

the JAK2V617F/STAT5 and JAK2/STAT3 pathways. 
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I. Hématopoïèse et syndromes myéloprolifératifs 

Hématopoïèse généralités  

L’hématopoïèse est le processus à l’origine de la fabrication de toutes les lignées de 

cellules sanguines. En se divisant, les cellules souches hématopoïétiques donnent de nouvelles 

cellules souches, ceci dans le but de garder un stock de cellules souches, et des cellules qui 

pourront se différencier en érythrocytes, leucocytes et plaquettes. Au stade embryonnaire, 

l’hématopoïèse s’effectue d'abord dans les  îlots sanguins de la vésicule vitelline puis dans le 

foie, la rate et les ganglions lymphatiques. Après la naissance, l’hématopoïèse se déroule dans 

la moelle rouge des os plats : sternum, crêtes iliaques et tête du fémur.  

On distingue plusieurs étapes dans la transformation des cellules souches en cellules 

matures circulant dans les vaisseaux sanguins. Les cellules souches se différencient en 

progéniteurs pluripotents qui eux-mêmes donneront lieu à trois processus de différenciation : 

l'érythropoïèse, la leucopoïèse comprenant la granulopoïèse, et la mégacaryopoïèse (Figure1). 

Les cytokines possèdent des actions variées au sein de l’organisme en fonction de 

l’organe et du type cellulaire qui les produisent et/ou qui expriment leurs récepteurs. Certaines 

d’entres elles sont particulièrement impliquées dans la régulation de l’hématopoïèse. Par 

exemple, les Colony Stimulating Factor (CSF) (IL-11, IL-3, le Stem Cell Factor (SCF), 

Granulocyte-, Macrophage-, GM-CSF, érythropoïétine (Epo), thrombopoïétine (Tpo)) 

stimulent la pousse de colonies de cellules granuleuses et macrophagiques à partir de cellules 

mononucléées (CMN) de moelle osseuse. Ils agissent sur la survie, la prolifération, la 

différenciation et la maturation des cellules. On peut les classer en différentes catégories. Tout 

d’abord, les facteurs de compétence (SCF, IL-11, IL-6), capables d’agir en synergie avec 

d’autres facteurs (IL-3), ils permettent l’entrée en cycle des cellules souches quiescentes, 

passage de la phase G0 à la phase G1. Ensuite, viennent les facteurs multipotents comme l’IL-

3 qui agit en synergie avec le SCF, le GM-CSF qui agit sur les granulocytes ets les 

monocytes. Ces facteurs possèdent une chaîne ß commune au niveau de leurs récepteurs, ne 

sont pas spécifiques de lignée, stimulent la prolifération des progéniteurs multipotents après 

leur entrée en cycle et sont nécessaires à la survie des cellules souches quiescentes. Enfin, les 

facteurs spécifiques de lignée (Epo : lignée érythroïde ; Tpo : lignée mégacaryocytaire; M-

CSF : lignée monocytaire ; G-CSF : lignée granulocytaire), ces facteurs agissent tardivement 

et sont spécifiques d’une seule lignée (Figure 2). Il existe une grande redondance des 

cytokines hématopoïétiques. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Diff%C3%A9renciation
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Figure 1: Hématopoïèse (issue du site web : contanatura.weblog.com.pt/arquivo/stem-

cell.jpg) LT-HSC : Long Term Hematopoietic Stem Cell ; ST-HSC : Short Term 

Hematopoiectic Stem Cell ; MPP : Multipotent progenitor ; CMP : Commited Myeloid 

Progenitor ; CLP : Commited Lymphoid Progenitor ; MEP : Megacaryocytic Erythroid 

Progenitor ; GMP : Granulocytic-Monocytic Progenitor. 

Figure 2 : Hématopoïèse et cytokines 
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Une cytokine peut avoir différentes actions sur un ou plusieurs types cellulaires, une même 

cellule peut répondre à plusieurs cytokines en même temps ou successivement et enfin, au 

sein d’une même lignée une cytokine peut avoir un effet différent selon le degré de 

différenciation d’une cellule.  

Les chimokines des familles CC (Macrophage Inflammatory Protein 1  (MIP 1 )) et 

CXC (IL-8) sont également impliquées dans la régulation de l’hématopoïèse. MIP 1 , par 

exemple, bloque les progéniteurs précoces en phase G1 du cycle cellulaire mais par ailleurs, 

stimule la prolifération et la différenciation des Colony Forming Unit (CFU)- GM et des 

CFU-E (progéniteurs engagés) en synergie avec les cytokines agissant sur les cellules CD34+. 

L’interleukine-8 est une chimiokine pro-inflammatoire produite par les progéniteurs 

hématopoïétiques normaux, les cellules du sang matures et les cellules leucémiques ; ces 

cellules expriment également les récepteurs de l’IL-8 ce qui permet une action autocrine. In 

vitro, l’IL-8 est également produite par les cellules stromales (fibroblastes, cellules 

épithéliales et endothéliales), les polynucléaires neutrophiles (PNN), les lymphocytes T et B, 

les monocytes et les macrophages. L’IL-8 est impliquée dans l’attraction des neutrophiles et 

aussi dans la mobilisation et la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques.  En 

association avec le Platelet Factor-4 (PF-4), l’IL-8 stimule la survie des progéniteurs 

hématopoïétiques. En association avec le M-CSF, elle stimule la prolifération des 

progéniteurs et la différenciation des monocytes (Corre, Pineau et al. 1999; Hermouet, Corre 

et al. 2000). 

Il existe des facteurs inhibiteurs de l’hématopoïèse comme le Tumor Necrosis Factor  

(TNF ), le Tumor Growth Factor ß (TGFß) ou les Interférons (IFN). Ils ne sont pas 

spécifiques de lignée et affectent à la fois les progéniteurs précoces, et tardifs. Le TGFß, MIP 

1  et l’IFN  bloquent les cellules souches en phase G1 et agissent donc contre les cytokines 

d’action précoce. 

Les facteurs de transcription sont également impliqués dans l’hématopoïèse normale et 

appartiennent principalement à deux grandes catégories. Les gènes Homéobox (Hox) B3 et 

B6 sot impliqués dans l’hématopoïèse précoce, Hox B3 dans la formation des CFU-GM et des 

Burst Forming Unit (BFU) Erythroïdes et Hox B6 dans la production de polynucléaires 

neutrophiles et la maturation des monocytes et des macrophages; et les facteurs de 

transcription GATA-1 et GATA-2 qui sont essentiels dans l’érythropoïèse et la sensibilisation 

des cellules souches à l’action du SCF. 
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Les cytokines hématopoïétiques sont produites par de nombreux types cellulaires: les 

fibroblastes, les cellules endothéliales, les macrophages, les ostéoblastes, des cellules du foie 

(Tpo) et du rein (Epo) et les lymphocytes T. Les progéniteurs hématopoïétiques sont eux aussi 

source de cytokines. Les progéniteurs CD34+ produisent un grand nombre de facteurs parmi 

lesquels on retrouve d’une part, le SCF, FLT-3, et la thrombopoïétine qui stimulent leur 

prolifération et les protègent de l’apoptose en présence d’Insulin-like Growth Factor 1 (IGF 1) 

et d’autre part les TGFß 1 et 2 et le PF-4  qui inhibent la prolifération des progéniteurs 

CD34+. Ils produisent également le basic-Fibroblast Growth Factor (b-FGF), le Vascular 

Endothelial Growth Factor (VEGF), l’HGF et l’IL-8, impliqués dans la stimulation et 

l’attraction des cellules endothéliales. Ils sécrètent aussi MIP 1  et ß, RANTES, IL-8 et PF-4 

qui ont un rôle dans l’attraction des autre cellules, la stimulation de l’angiogénèse, la 

régulation, la migration et l’adhésion cellulaire (Ratajczak, Kijowski et al. 2003). La 

production de TGFß 1 et de VEGF, par les progéniteurs CD34+, augmente pendant la 

différenciation érythroïde. Le VEGF prépare et aide à la migration des réticulocytes vers les 

vaisseaux sanguins. Le VEGF est également produit par les mégacaryocytes, il a alors un rôle 

dans la  migration de ces cellules et la formation des plaquettes. Le b-FGF est produit par les 

cellules stromales, les lymphocytes, les monocytes, les macrophages, les polynucléaires 

neutrophiles surtout par les mégacaryocytes et les plaquettes. Les récepteurs du b-FGF 

possèdent une activité tyrosine kinase. Le b-FGF peut agir sur l’hématopoïèse par synergie 

avec l’IL-3, le GM-CSF ou le SCF mais aussi en stimulant la production d’IL-11 et de M-

CSF par les cellules stromales (action autocrine). Les cellules du micro-environnement 

médullaire (fibroblastes, adipocytes, cellules endothéliales vasculaires et macrophages) 

produisent également des cytokines impliquées dans le maintient des niches hématopoïétiques 

et dans l’hématopoïèse comme l’IL-11 : un facteur de compétence impliqué dans 

l’hématopoïèse précoce et l’hepatocyte growth factor (HGF). Les cellules stromales 

produisent de l’HGF de façon constitutive et expriment son récepteur c-Met (Takai, Hara et 

al. 1997). 

Ainsi, la régulation de l’hématopoïèse est un ensemble de mécanismes complexes qui 

met en jeu différentes cytokines et facteurs de croissance mais aussi de nombreux types 

cellulaires (progéniteurs précoces et engagés ; cellules du stroma). La moindre anomalie 

intervenant dans cet enchaînement d’événements entraîne une perturbation en cascade des 

éléments en aval. Nous allons voir dans le chapitre suivant quelles sont les anomalies de 

production de cytokines hématopoïétiques identifiées à ce jour dans les syndromes 

myéloprolifératifs, et leur possible implication dans la pathogenèse de ces maladies. 
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Erythropoïèse  

L’érythropoïèse désigne les différentes étapes de la fabrication des globules rouges. 

L'érythropoïèse débute par une cellule souche multipotente de la moelle osseuse (CFU: 

colony forming unit) et aboutit à des millions de cellules matures (production de 2 500 000 

hématies par seconde). Avant d’atteindre le stade final d’érythrocyte, la différenciation de la 

cellule souche passe par les nombreux stades intermédiaires suivants : proérythroblaste, 

érythroblaste basophile, érythroblaste polychromatophile, érythroblaste acidophile, dernier 

stade avant l’érythrocyte, réticulocyte. Le réticulocyte possède encore des ribosomes et des 

mitochondries, ce qui lui permet de synthétiser activement l’hémoglobine. Le réticulocyte 

devient un érythrocyte mature après éjection du noyau. 

 

Erythropoïétine 

 

L’érythropoïétine (Epo) est la principale cytokine responsable de la différenciation 

érythroïde. C’est une hormone glycolipidique produite par les cellules fibroblastiques du 

cortex rénal chez l’adulte et par le foie fétal chez l’embryon. Elle exerce son action sur les 

progéniteurs médullaires de façon paracrine. L’Epo est essentielle à la survie, à la 

prolifération et à la différenciation des progéniteurs érythroïdes (Zwezdaryk, Coffelt et al. 

2007).  

L’expression de l’Epo est régulée par l’hypoxie, c’est également le cas d’autres 

facteurs hématopoïétiques comme l’Hepatocytes Growth Factor (HGF). En effet, le gène de 

l’Epo contient un site de liaison pour l’Hypoxia Inducible Factor 1  (HIF1 ). L’HIF est un 

complexe transcriptionel composé de deux sous-unités : alpha et béta. En condition de 

normoxie, les deux sous unités sont ubiquitinylées et dégradées par le protéasome. Par contre, 

en condition d’hypoxie, HIF1  n’est pas ciblée pour la dégradation par le protéasome. Il peut 

donc se fixer sur le gène de l’Epo et ainsi permettre une augmentation de la synthèse d’ARN 

messager et donc d’Epo (Lacombe and Mayeux 1998). 

L’érythropoïétine agit par liaison avec son récepteur (EpoR). L’EpoR appartient à la 

famille des récepteurs de cytokines de classe 1 (Figure 3).  
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Figure 3: Schéma du récepteur de l’Epo et des sites de liaison pour les protéines de la 

signalisation (Lacombe et al. Haematologica, 1998) 
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Ce dernier est exprimé par les progéniteurs érythroïdes (récepteur de haute affinité) mais aussi 

par les cellules souches mésenchymateuses sur lesquelles l’Epo possède un effet pro-

angiogénique en réponse à l’hypoxie en synergie avec le b-FGF et le VEGF. L’Epo augmente 

le chimiotactisme, la migration des cellules mésenchymateuses. Elle participe ainsi à la 

production de nouveaux vaisseaux sanguins, en plus de son action sur la production 

d’érythrocytes (Ribatti, Presta et al. 1999). 

 D’autres organes et types cellulaires non hématopoïétiques, comme le cerveau, les 

cellules endothéliales et les myocardiocytes, expriment l’EpoR dans les conditions 

physiologiques et peuvent donc répondre à l’Epo . Dans ce cas, l’Epo agit de façon paracrine 

comme facteur de réponse au stress causé par exemple par l’hypoxie ou le glutamate qui est 

neurotoxique. L’Epo possède alors une action anti-apoptotique via l’activation de BcL-xL 

(Jelkmann, Bohlius et al. 2008). 

Le détail de la signalisation par l’EpoR est donné  plus loin, dans le paragraphe 

« Cytokines et récepteurs liés à JAK2 ». 

Syndromes myéloprolifératifs 

i. Description générale 

 

La première description de ces pathologies hématologiques a été faite par William 

Dameshek en 1951 (Dameshek 1951). Les SMP sont caractérisés par l’hyperprolifération 

d’une ou plusieurs lignées hématopoïétiques à partir d’un progéniteur multipotent. Le 

progéniteur anormal ne remplace pas entièrement les cellules saines, cependant, sa 

descendance peut prendre une telle place dans le sang périphérique qu’une clonalité quasi 

complète est observée. Les principales pathologies regroupées dans les SMP sont la Leucémie 

Myéloïde Chronique (LMC), la Polyglobulie de Vaquez (PV), la Thrombocythémie 

Essentielle (TE) et la Myélofibrose Primitive (MFP). La Leucémie Myéloïde Chronique se 

distingue des autres SMP par la présence d’une translocation tr 9-22, appelée chromosome de 

Philadelphie (Phi), résultant en la protéine de fusion BCR-ABL, ce qui la place à part des 

autres SMP. La Polyglobulie de Vaquez, la Thrombocythémie Essentielle et la Myélofibrose 

idiopathique sont désignées SMP Phi- (négatifs pour le chromosome de Philadelphie). En 

2005, plusieurs groupes ont mis en évidence la présence de la mutation V617F de la tyrosine 

kinase JAK2. Cette mutation est retrouvée dans environ 90% des PV, 50% des MFP et 70% 

des TE (Baxter, Scott et al.; James, Ugo et al. 2005; Kralovics, Passamonti et al. 2005; 

Levine, Wadleigh et al. 2005). Plus récemment d’autres mutations au niveau de l’exon 12 de 
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JAK2 on été décrites (Scott, Tong et al. 2007). Le pronostic le plus favorable est celui de la 

TE, le plus mauvais est celui de la MFP. La TE peut évoluer en PV, ces deux pathologies 

peuvent également évoluer en myélofibrose. Enfin, chacun de ces trois syndromes 

myéloprolifératifs peut se transformer en leucémie aigue myéloïde.  

 

ii. La Polyglobulie de Vaquez 

 

a) Description 

 

La Polyglobulie de Vaquez (PV) est le premier des SMP a avoir été reconnu comme 

une entité clinique. Hyprocrate avait déjà décrit quelques cas, mais c’est Luis Henri Vaquez, 

en 1892 qui publia le premier une description détaillée d’un patient dont il nomma la 

pathologie « cyanose avec hyperglobulie persistante » (Vaquez 1892; Skoda 2007). Plus tard, 

William Osler rapporta quatre autres cas de patients souffrant de « vraie polyglobulie », en 

opposition avec les polyglobulies dues à l’hémoconstriction (Osler 1903; Osler 1908). 

Depuis, les progrès réalisés en biologie moléculaire ont permis de mieux caractériser la PV. 

La PV est une maladie clonale, acquise, caractérisée par une augmentation de la prolifération 

de la lignée érythrocytaire principalement mais également des lignées granulocytaires et 

mégacaryocytaire. La PV se différencie des polyglobulies dites secondaires ou réactionnelles 

par l’absence d’hypoxie ou d’hyperproduction d’érythropoïétine (cardiaque ou respiratoire) 

Le diagnostic de la PV se fait sur des critères majeurs et mineurs dont le détail et présenté 

dans le Tableau 1. Globalement, ils comprennent l’élévation de l’hématocrite et de 

l’hémoglobine, la présence de la mutation JAK2V617F ou d’autres mutations de JAK2 (exon 

12), un taux d’érythropoïétine sérique normal ou bas et enfin, une pousse endogène des 

progéniteurs en culture in vitro en l’absence de cytokines. Les patients atteints de PV sont 

généralement âgés (>60 ans). De nombreux progéniteurs hématopoïétiques CD34+ sont 

présents dans le sang des patients, ce qui indique un changement de compartiment des cellules 

souches de la moelle osseuse vers la circulation sanguine. Ce phénomène conduit à une 

installation des progéniteurs dans la rate et ainsi à une splénomégalie. 

 

b) Présentation clinique de la Polyglobulie de Vaquez 

 

Les critères diagnostics des SMP sont définis par l’Organisation Mondiale de la Santé 

(OMS) (Tableau 1) et du Polycythemia Vera Study Group (PVSG). La formule sanguine 



 18 

présente un taux d’hémoglobine élevé (> 16 g/l chez la femme et > 18 g/l chez l’homme), un  

hématocrite élevé (>49% chez la femme et >53% chez l’homme) malgré un taux 

d’érythropoïétine sérique bas (< 3U/L), une augmentation du volume globulaire total (VGT)  

et du chiffre de leucocytes et de plaquettes (>400 000/mm3). La présence de la mutation 

V617F de JAK2 découverte en 2005 (Baxter, Scott et al.; James, Ugo et al. 2005; Kralovics, 

Passamonti et al. 2005; Levine, Wadleigh et al. 2005) et les mutations  de l’exon 12 de JAK2 

font maintenant partie des critères majeurs de diagnostic de la PV (Scott, Tong et al. 2007). 

Dans certains cas, les patients développent une splénomégalie résultant d’une hématopoïèse 

extramédullaire, l’apparition d’un prurit est également courante. Les complications les plus 

fréquentes sont des thromboses, des hémorragies et dans moins de 10% des cas, on observe 

une transformation en leucémie aigue myéloïde principalement de types M2 (myélocytaire), 

M6 (érythroblastique) et M7 (mégacaryocytaire). 

 

iii. Thrombocythémie Essentielle 

 

Les patients atteints de thrombocythémie essentielle (TE) présentent un taux de 

plaquettes très élevé (>450*10^9/L) souvent accompagné d’une élévation du taux de 

granulocytes. Les mégacaryocytes sont géants et ont des lobulations de noyaux atypiques. Le 

diagnostic de la TE est basé essentiellement sur des critères d’exclusion. Exclusion, tout 

d’abord, des critères des autres SMP (PV et MFP), et exclusion des causes de thrombocytose 

réactionelle (Tableau 1). Les critères d’inclusion sont donc l’élévation du taux de plaquettes, 

la présence de la mutation JAK2V617F ou d’un autre marqueur clonal, prolifération de 

mégacaryocytes matures (Tableau 1). Les patients atteints de TE sont généralement des 

adultes mais on trouve aussi des cas de TE chez les enfants. Les complications courantes sont 

des accidents thrombotiques.  

 

iv. Myélofibrose Primitive 

 

La myélofibrose primitive (MFP) se caractérise par une fibrose importante de la 

moelle osseuse avec disparition des niches hématopoïétiques, une érythromyélémie à 

dacryocytes et une hématopoïèse extramédullaire avec splénomégalie. La présence de cette 

pathologie est caractérisée par un défaut de l’érythropoïèse avec une réaction de la moelle 

osseuse dès les premiers stades de la maladie associée à une augmentation de l’expression de 

cytokines pro-fibrotiques et pro-angiogéniques comme le TGF- , le PDGF, le TNF , le bFGF 
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et le VEGF produits par les mégacaryocytes pathologiques et les plaquettes (Martyré, Le 

Bousse-Kerdiles et al. 1997; Le Bousse-Kerdiles and Martyre 1999; Musolino, Calabro et al. 

2002; Xu, Bruno et al. 2005). On observe une augmentation des progéniteurs circulants 

(CFU-GEMM, CFU-GM, BFU-E et CFU-MK), leur prolifération est clonale, la myélofibrose 

est donc un phénomène réactionnel dû à l’activation des fibroblastes par les cytokines 

produites par les mégacaryocytes et les plaquettes et à une augmentation du réseau de 

réticuline.  

 

v. Traitements des syndromes myéloprolifératifs 

 

Les syndromes myéloprolifératifs (SMP) sont donc associés à des risques variables 

d’accidents vasculaires et à un risque de transformation en leucémie aigue myéloïde, ou 

d’évolution à long terme vers la myélofibrose, de mauvais pronostic. 

Dans le cadre de la PV, suite à l’établissement du diagnostic, les patients doivent être 

stabilisés par phlébotomies (prélèvement de 300 ml de sang environ). Cette pratique a pour 

but de faire baisser l’hématocrite (<42% pour les femmes et <45% pour les hommes). Chez 

les patients présentant un taux de plaquette élevé, la phlébotomie peut être associée à de 

faibles doses d’aspirine permettant ainsi de diminuer les risques de thrombose. En cas d’échec 

et chez les patients les plus jeunes (<40 ans), le traitement est complété par de l’hydroxyurée 

(Hydréa). En cas d’intolérance à l’hydroxyurée, on utilise le pipobroman.  

Le traitement de la TE consiste en la prévention des accidents vasculaires tout en 

minimisant les effets secondaires possibles des médicaments. Les principaux facteurs de 

risques de thrombose sont l’âge (60 ans et plus) et la présence d’antécédent d’accident 

thrombotique. D’autres critères peuvent également entrer en compte comme le tabagisme et 

l’obésité. Ces patients sont traités par l’hydroxyurée. Les patients à risque présentant une 

intolérance à l’hydroxyurée peuvent recevoir de l’anagrélide, une molécule spécifique des 

mégacaryocytes et non leucémogène, ou dans de rares cas de l’IFN- . L’administration de 

faibles doses d’aspirine permet de diminuer les risques d’accidents thrombotiques chez les 

patients plus jeunes et ne présentant pas de facteurs de risque de thrombose (Solberg 2002). 

La seule thérapie curative consiste en la greffe de cellules souches allogéniques. Cette 

thérapie peut être requise pour les patients atteints de myélofibrose primitive (MFP) et dans 

les cas de myélofibrose post-PV et post- thrombocythémie essentielle (TE). Elle est toujours 
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Critère diagnostic OMS 2008 

 Polyglobulie de Vaquez Thrombocythémie Essentielle Myélofibrose Primitive 

Critère 

Majeur 

1- Hgb > 18,5 g.dl
-1

 

(homme) > 16,5 g.dl
-1

 

(femme) 

ou 

Hgb ou Hct >99% de la 

gamme de référence age, 

sexe ou altitude de 

résidence 

ou 

Hgb > 17g.dl
-1

 (homme) 

ou >15g.dl
-1

 (femme) si 

associé à une 

augmentation soutenue 

2g.dl
-1

 de la valeur 

basale ne pouvant être 

attribué à une correction 

de la déficience en fer 

ou 

Masse globulaire élevée 

>25% au dessus de la 

moyenne normale 

attendue 

1- Plaquettes 450*10
9
l
-1

 1- Prolifération 

mégacaryocytes 

accompagniée à la fois par 

une fibrose à réticuline et/ou 

collagène  

ou 

en l’absence de ibrose à 

réticuline, les changements 

des mégacaryocytes doivent 

être accompagniés d’une 

augmentation de la 

cellularité médullaire, d’une 

prolifération granulocytique 

et souvent d’une 

diminutionde 

l’érythropoïèse (i.e. MFP 

pré-fibrotique) 

 2- Présence de 

JAK2V617F ou 

mutations similaires 

2- Prolifération des 

Mégakaryocytes  matures. Pas 

ou peu de prolifération des 

granulocytique ou érythroïde 

2- Pas de correspondance 

avec les critères OMS pour 

la LMC, PV, MFP, SMD ou 

autre néoplasme myéloïde 

  3- Pas de correspondance avec 

les critères OMS pour la LMC, 

PV, MFP, SMD ou autre 

néoplasme myéloïde 

3- Présence de JAK2V617F 

ou autre marqueur clonal  

ou pas de preuves de no 

fibrose médullaire 

réactionelle. 

  4- Présence de JAK2V617F ou 

autre marqueur clonal ou pas de 

preuves de thrombocytose 

réactionelle 

 

Critères 

Mineurs 

1- Prolifération des trois 

lignées dans la moëlle 

osseuse  

 1- Leukoerythroblastoses 

 2- Taux d’Epo sérique 

inférieur à la normale 

 2- Taux sérique de LDH 

augmenté 

 3- Pousse  des CEE  3- Anémie 

   4- Splénomegalie palpable 

 

Tableau 1 : Critères de diagnostic des syndromes myéloprolifératifs. Mise à jour 2008 

par l’Organisation Mondiale de la Santé. 
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associée aux thérapies de palliatives citées précédemment dans le cadre de la gestion des 

risques vasculaires. Elle est peu utilisée chez les patients atteints de PV et de TE étant donné 

l’âge des patients et le bon pronostic global de ces pathologies. 

L’interféron alpha pégylé (IFN-  peg) pourrait être considéré comme un nouveau 

traitement potentiel des cas réfractaires à l’hydroxyurée et au pipobroman. Ses effets sont 

étudiés au stade expérimental dans des cas particuliers de patients non répondeurs aux 

traitements classiques. L’IFN-  peg semble agir sur le clone porteur de la mutation JAK2-

V617F et contribuer à la disparition de ce dernier. Cependant c’est un traitement très coûteux 

et l’IFN-  peg n’est pas toujours bien toléré par les patients en raison du large spectre 

d’action de l’IFN-  (Kiladjian, Cassinat et al. 2006). 

De nouvelles approches sont actuellement en cours de développement.  Dans le cas 

des myélofibroses primitives ou post-PV ou TE, le groupe des agents immunomodulateurs 

comme le thalidomide, ou le lénalidomide en association avec la prednisone montre des 

résultats encourageants sur les caractéristiques biologiques des patients mais ne semble pas 

agir sur la moelle osseuse ni sur les anomalies de caryotype. Parmi les autres thérapies en 

développement, on trouve les  agents ciblant la tyrosine kinase JAK2 sauvage et mutée. L’un 

d’eux, le CEP-701 est en cours d’essai clinique (Hexner, Serdikoff et al. 2007). 

 

Présentations atypiques des  syndromes myéloprolifératifs 

 
i. Thromboses digestives profondes 

 

Les thromboses portes se caractérisent par l’obstruction et l’occlusion des veines 

hépatiques et/ou de la portion supra-hépatique de la veine cave inférieure (syndrome de Budd-

Chiari). La présentation clinique dépend de la vitesse et de l’étendue de l’occlusion. 

Classiquement, le syndrome se manifeste par une hépatosplénomégalie, des signes 

d’hypertension portale, et parfois une dégradation des fonctions du foie. Ces syndromes 

représentent une complication typique, bien que rare, des syndromes myéloprolifératifs. Dans 

certains cas, le syndrome de Budd-Chiari apparaît non pas comme une complication, mais 

comme l’un des premiers signes de syndrome myéloprolifératif (Breccia, Morano et al. 2005). 

Nous verrons dans la partie « Résultats » que la détection de la mutation JAK2V617F permet 

le diagnostic d’un SMP latent chez les patients atteints de syndrome de Budd-Chiari. 
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II. Cytokines et récepteurs liés à JAK2  

Les cytokines 

i. Description générale 

 

Les cytokines sont des glycoprotéines à quatre hélices  solubles ou membranaires de 

faible poids moléculaire. Les cytokines sont impliquées dans la régulation de nombreuses 

fonctions cellulaires (prolifération, différenciation, apoptose, réponse inflammatoire…). Leur 

action peut être paracrine et/ou autocrine, c’est pourquoi les cytokines sont actives à de très 

faibles concentrations. Les cytokines sont rarement produites de manière constitutive, mais, le 

plus souvent en réponse à une activation cellulaire d’origine variée : stress cellulaire, cascade 

de cytokines…. Les cytokines sont capables de réguler positivement ou négativement la 

production des autres cytokines, et parfois même leur propre production.  

L’érythropoïétine a été décrite précédemment dans le chapitre sur l’érythropoïèse, elle 

ne sera donc pas citer dans ce chapitre. 

 

ii. Le stem cell factor : SCF 

 

Le stem cell factor (SCF) est un facteur de croissance hématopoïétique qui exerce son 

activité via son récepteur c-Kit. La signalisation induite par le complexe SCF/c-Kit est 

essentielle à la survie, à la prolifération et à la différenciation des cellules hématopoïétiques.  

Le SCF existe à la fois sous forme soluble et sous forme membranaire. La forme 

soluble est obtenue par épissage alternatif et par clivage protéolytique (Anderson, Lyman et 

al. 1990; Roskoski 2005). Les deux formes contiennent initialement un domaine 

extracellulaire, un domaine transmembranaire et un composant intracellulaire. La forme 

soluble est obtenue à partir de l’isoforme 1. L’enzyme responsable du clivage permettant 

l’obtention de la forme soluble semble être la Métalloprotéase de la matrice 9 (MMP-9). La 

forme membranaire est issue de l’isoforme 2 dont l’exon 6 a été clivé au moment de 

l’épissage. L’isoforme 2 ne contient pas de site de clivage par la MMP-9 et reste donc ancré à 

la membrane. Sous forme soluble, le SCF se présente comme un dimère non covalent. Il va 

donc induire le recrutement de deux récepteurs c-Kit. 

Le SCF est largement exprimé durant l’embryogénèse. Il est détectable dans le 

cerveau, l’endothélium, les gamètes, le cœur, les reins, les poumons, les mélanocytes, la peau, 

mais aussi au niveau des cellules stromales de la moelle osseuse, du foie et du thymus. 
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Le SCF agit en synergie avec d’autres facteurs de croissance hématopoïétiques comme 

le GM-CSF, l’interleukine 3 et l’érythropoïétine (Roskoski 2005). 

 

iii. Le Granulocyte Colony Stimulating Factor : G-CSF 

 

Le facteur stimulant des granulocytes (G-CSF) est la principale cytokine responsable 

de la régulation de la prolifération et de la différenciation terminale des neutrophiles. Le G-

CSF a d’ailleurs été découvert grâce à sa capacité à stimuler la pousse de colonies 

neutrophiles, in vitro, à partir de progéniteurs hématopoïétiques humains.  

Le G-CSF est produit par de nombreux types cellulaires : les fibroblastes, les cellules 

endothéliales, les monocytes, les macrophages et les cellules stromales de la moelle osseuse. 

Chez les personnes saines, le taux de G-CSF sérique est bas (de < 30 à 163 pg/ml). 

Durant l’hématopoïèse, la réponse des progéniteurs au G-CSF entraîne une diminution 

de la durée du cycle cellulaire ayant pour conséquence une augmentation de la prolifération. 

Le G-SCF possède également un rôle de promoteur de la survie des cellules de la lignée 

granuleuse. Par ailleurs, le G-CSF est impliqué dans l’augmentation du nombre de 

neutrophiles circulants. Il agit en diminuant le temps de transit vers la circulation périphérique 

des neutrophiles récemment produits. Le G-CSF stimule aussi la migration des progéniteurs 

hématopoïétiques de la moelle osseuse vers le sang. 

La production de G-CSF est stimulée par des acteurs de l’inflammation comme 

l’interleukine 1 , le TNF  et le lipopolysaccharide. Le gène du G-CSF est régulé à la fois de 

façon transcriptionelle et post-transcriptionelle. Son promoteur possède des sites de réponse 

au Nuclear Factor B (NF B) p65 et au Nuclear Factor-IL-6/C/EBP  qui sont des facteurs de 

transcription impliqués dans les réponses inflammatoire et de stress. Le gène du G-CSF peut 

également être régulé par la voie des p38 Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) 

(Panopoulos and Watowich 2008).  

Le G-CSF est utilisé en clinique dans le traitement des neutropénies induites soit par 

les chimiothérapies, soit par des désordres congénitaux sévères (Bonilla, Gillio et al. 1989; 

Jakubowski, Souza et al. 1989; Dale, Bonilla et al. 1993). 
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iv. La thrombopoïétine : Tpo 

 

L’existence de la thrombopoïétine (Tpo) a été évoquée pour la première fois en 1958. 

Elle doit son nom à son effet stimulant sur la mégacaryopoïèse et dans la production des 

plaquettes (Kelemen, Cserhati et al. 1958). Ce n’est pourtant qu’en 1994 qu’une preuve 

évidente de l’existence de cette molécule a été fournie par l’isolation et le clonage de la Tpo 

simultanément par cinq groupes de recherche indépendants (Bartley, Bogenberger et al. 1994; 

de Sauvage, Hass et al. 1994; Kuter and Rosenberg 1994; Lok, Kaushansky et al. 1994; Kato, 

Ogami et al. 1995). La Tpo est le facteur principal de la mégacaryopoïèse depuis la formation 

des colonies de mégacaryocytes à la production des plaquettes. Elle joue également un rôle 

important dans la différenciation et la prolifération des progéniteurs de plusieurs lignées 

hématopoïétiques.  

La thrombopoïétine humaine est une protéine fortement glycosylée comprenant deux 

domaines distincts. Tout d’abord, une région N-terminale, composée de 153-résidus, 

homologue de l’Epo humaine avec laquelle elle partage 23% de sa séquence. Cette partie est 

suffisante pour la liaison au récepteur (c-Mpl) et la transduction du signal. Puis, on trouve le 

domaine C-terminal, composé de 179- résidus. Cette région contient de nombreuses prolines 

et glycines et six sites de N-glycosylation. La fonction de ce domaine est peu connue, 

cependant, certains travaux indiquent un rôle potentiel dans la sécrétion et la protection contre 

la protéolyse (Feese, Tamada et al. 2004). 

La thrombopoïétine est produite par le foie. Elle régule le développement des 

mégacaryocytes en synergie avec d’autres cytokines telles que l’IL-6, l’IL-11, le leukemia 

inhibitory factor (LIF), le ciliary neurotrophic factor (CNTF) et l’oncostatine M (OSM). La 

Tpo et l’IL-6 agissent en synergie pour protéger les progéniteurs CD34+ et les 

mégacaryocytes contre l’apoptose via l’activation de BcL-xL.  

 

v.  L’interleukine 6 

Les cytokines de la famille IL-6 comprennent l’IL-11, le LIF, l’OSM, le CNTF et la 

Cardiotrophine 1. Ces cytokines partagent une chaîne transductrice, la gp130, responsable des 

rôles potentiellement redondant de ces cytokines. Les différences entre les cytokines de cette 

famille se fait via leur chaîne réceptrice spécifique : IL-6R , IL-11R , LIFR, 

OSMR,CNTFR. 
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L’interleukine 6 (IL-6) est une cytokine multifonctionelle. C’est une molécule 

composée de 184 résidus contenant deux sites de glycosylation dans sa partie N-terminale et 

quatre résidus cystéines très conservés chez l’homme et la souris. Ces quatre cystéines sont 

également conservées chez le G-CSF, suggérant une structure tertiaire proche et des activités 

biologiques communes entre les deux cytokines. De plus, les deux gènes possèdent le même 

nombre d’exons et d’introns, et la taille des exons est très similaire indiquant que les deux 

gènes (G-CSF et IL-6 dériveraient d’un ancêtre commun (Kishimoto 1989). 

L’IL-6 joue un rôle important dans la défense de l’hôte en participant à la régulation 

des réponses immunitaire et inflammatoire. Elle est produite par les lymphocytes T, les 

monocytes, les fibroblastes, les cellules endothéliales, et les kératinocytes. On la retrouve 

également produite par les progéniteurs hématopoïétiques, les cellules stromales de la moelle 

osseuse et les cellules mésenchymales. La famille des cytokines de type IL-6 est impliquée 

dans la régulation de la phase aigue de la réponse aux infections et aux blessures : action pro- 

ou anti-inflammatoire. Les membres de cette famille sont également fortement impliqués dans 

l’hématopoïèse, la régénération neuronale et celle du foie, le développement de l’embryon et 

la fertilité.  

L’IL-6 possède des fonctions variées. Elle stimule la différenciation des cellules B et 

la production d’anticorps. Elle agit en synergie avec l’IL-3 dans le développement des 

mégacaryocytes et la production des plaquettes. L’IL-6 active la prolifération des cellules 

souches hématopoïétiques en stimulant leur entrée en phase G1 du cycle cellulaire. Elle induit 

également l’expression hépatique des protéines de la phase aigue et régule le métabolisme 

osseux. 

L’IL-6 exerce son rôle en se liant tout d’abord à son récepteur spécifique : l’IL-6R , 

cette chaîne  ne possède pas de domaine intracellulaire, elle ne permet donc pas de 

transduction du signal. Le complexe IL-6/IL-6R  va ensuite recruté une molécule de 

glycoprotéine 130 (gp130) qui constitue la chaîne de transduction de signal commune à tous 

les membres de la famille IL-6 (Figure 4). Le complexe final est un héxamère formé de deux 

molécules d’IL-6, d’IL-6R  et de gp130. Il existe, à l’état naturel, des formes solubles de 

l’IL-6R  et de la gp130 dans le sérum humain. Il semblerait que ces formes solubles servent 

non seulement de tampon permettant de moduler la réponse systémique de l’IL-6 circulante, 

mais soit aussi capable d’induire un signal par trans-signalisation pour des cellules 

n’exprimant que la gp130 (Heinrich, Behrmann et al. 2003). 
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Figure 4 : Structure des récepteurs de la famille IL-6 (Bauer, Kerr et al. 2007) 
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vi.  L’interleukine 11 

 

L’interleukine 11 (IL-11) appartient aux cytokines de la famille IL-6. Elle a été isolée 

pour la première fois en 1990. L’interleukine-11 est une cytokine qui possède un large spectre 

d’actions sur différents types cellulaires. Elle a été initialement caractérisée pour sa capacité à 

stimuler la thrombopoïèse. Cependant, il a été démontré qu’elle était exprimée et qu’elle 

agissait sur de nombreux tissus autres que la moelle osseuse incluant : le cerveau, les 

neurones de la moelle épinière, les intestins et les testicules. D’une manière générale, l’IL-11 

est exprimée par des cellules d’origine mésenchymale. 

Le gène codant pour l’IL-11 possède cinq exons et 4 introns. Il est situé sur le 

chromosome 19 au niveau de la bande 19q13.3-q13.4. Dans les fibroblastes de la moelle 

osseuse, la transcription basale d’IL-11 est sous le contrôle des facteurs de transcription 

JunD/AP-1. Il a été mis en évidence dans de nombreux types cellulaires que la production 

d’ARN messager d’IL-11 est induite par l’IL-1  et le PMA. La partie 3’ du gène contient 

deux sites de polyadénylation qui vont former deux variants d’ARN messager de 2,5 et 1,5 

Kb. L’IL-11, bien que dépourvue de résidus cystéine, présente une structure à quatre hélices 

alpha (Du and Williams 1997) . 

L’IL-11 est un facteur important de l’hématopoïèse. Elle agit en synergie avec d’autres 

facteurs précoces et tardifs pour stimuler les progéniteurs à différents stades de 

l’hématopoïèse. En synergie avec l’IL-3, l’IL-4, l’IL-12, l’IL-13, le SCF, le Flt3 ligand et le 

GM-CSF, l’IL-11 stimule, en culture, la prolifération des cellules souches primitives et des 

progéniteurs multipotents et engagés incluant les cellules de sang de cordon, de la moelle 

osseuse et du sang périphérique. Elle exerce son action en stimulant l’entrée des cellules en 

phase G1 du cycle cellulaire et en diminuant la durée du cycle (Du and Williams 1997). 

L’IL-11 agit également en synergie avec l’IL-3 et la Tpo ou le SCF dans la stimulation 

de la mégacaryopoïèse et de le thrombopoïèse. In vivo, le traitement par l’IL-11 induit une 

stimulation marquée de la mégacaryopoïèse, chez les rongeurs, les primates non-humains et 

chez l’homme comprenant la production, la différenciation et la maturation des 

mégacaryocytes. Cet effet de l’IL-11 est dépendant de la Tpo, en effet, la présence de c-Mpl 

soluble ou d’anticorps anti-Tpo diminue de 90% la formation de colonies mégacaryocytaires 

induite par l’IL-11. Il a également été mis en évidence que l’effet synergique de l’IL-11 et de 

la Tpo sur la stimulation de la prolifération des progéniteurs multipotents, passant par la 

réduction de la durée de la phase G0, est en partie médié par l’interaction SCF/c-Kit. 
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L’IL-11, seule, ou en association avec le SCF, l’IL-3 et l’Epo, est capable de stimuler 

différents stades de l’érythropoïèse. Des expériences in vivo de traitement par les cytokines 

ont montrées que l’IL-11 et le SCF peuvent favoriser la différenciation des progéniteurs 

multipotents vers la lignée érythroïde ; alors qu’un traitement par l’IL-11 et l’Epo va stimuler 

l’amplification des cellules érythroïdes différenciées. Enfin, l’association de l’IL-11 et du 

SCF possèderait un effet dans la redistribution des cellules érythroïdes de la moelle osseuse 

vers la rate (Du and Williams 1997). 

L’IL-11 module également la différenciation et la maturation des progéniteurs 

myéloïdes. En combinaison avec le SCF, elle stimule la formation in vitro de colonies 

composées principalement de granulocytes et de cellules myéloïdes non différenciées. 

A l’origine, l’IL-11 a été isolée à partir de cellules dérivées du microenvironnement 

cellulaire. Elle peut donc agir sur cet environnement comme un facteur autocrine ou 

paracrine. En culture, l’IL-11 stimule la prolifération des cellules adhérentes de la moelle 

osseuse conduisant à une augmentation de l’hématopoïèse. 

L’IL-11 possède aussi des effets non-hématopoïétiques. Notamment sur les cellules 

souches des cryptes gastro-intestinales. En effet, l’IL-11 induit une diminution de la 

prolifération de ces cellules en augmentant la durée de la transition vers phase G1S. L’IL-11 

en combinaison avec d’autres facteurs joue un rôle dans la résorption osseuse par stimulation 

des ostéoclastes. Enfin, l’IL-11 possède des propriétés anti-inflammatoires. Elle serait 

impliquée dans la diminution de la production de TNF  par les monocytes/macrophages (Du 

and Williams 1997). 

 

vii. L’interleukine 8 

 

L’interleukine 8 (IL-8) appartient à la famille des chimiokines à motif CXC. L’IL-8 

peut se lier à deux récepteurs CXCR-1 et CXCR-2. L’IL-8 se présente sous deux isoformes : 

l’isoforme « a » composé de 77 résidus, principalement produit par les cellules endothéliales ; 

et l’isoforme « b » composé de 72 résidus, tronqué dans la partie N-terminale, principalement 

produit par les monocytes et les lymphocytes. Les deux isoformes sont souvent produits par 

un même type cellulaire (Hermouet, Corre et al. 2000). Le gène codant pour l’interleukine 8 

est situé sur le chromosome 4 au niveau de la bande 4q13-q21. Son promoteur contient un site 

de réponse pour le facteur de transcription NF B. La fixation de NF B induit un recrutement 

rapide de l’ARN polymérase II (environ une demie-heure après la stimulation par l’IL-1). Le 

cœur du promoteur contient également des sites de fixation pour les facteurs AP-1 et C/EBP 
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(CAAT/enhancer-binding protein). Ces deux facteurs ne sont pas indispensables à l’initiation 

de la transcription, mais contribuent à l’expression maximale du gène. Le facteur de 

transcription AP-1 est activé par la voie des JNK kinases. Il a été démontré, par des 

expériences d’inhibition par ARN interférence, que cette voie est essentielle à l’expression de 

l’IL-8 (Hoffmann, Dittrich-Breiholz et al. 2002). Par ailleurs, il a été mis en évidence que la 

voie des p38MAPK était essentielle à la stabilisation de l’ARN messager de l’IL-8 

(Holtmann, Enninga et al. 2001). 

L’IL-8 est présente dans le sérum des sujets sains à de faibles taux (< 20 pg/ml). C’est 

un facteur majeur de la réponse inflammatoire aigue. Elle agit en tant que chimio-attractant et 

activateur des neutrophiles. Bien que les monocytes et les macrophages expriment ses 

récepteurs, IL-8 n’a pas un grand effet de chimio-attractant sur ces cellules (Horuk 1994; 

Denizot, Fixe et al. 1996).  

L’IL-8 est produite, in vitro, par de nombreux types cellulaires comme les fibroblastes, 

les cellules épithéliales pulmonaires, les cellules endothéliales, les kératinocytes, les 

lymphocytes T, les neutrophiles, les mastocytes et aussi les monocytes et les macrophages, en 

particulier quand ces derniers sont activés. De plus, en condition normale, les cellules 

stromales de la moelle osseuse et les progéniteurs hématopoïétiques CD34+ produisent de 

grandes quantités d’IL-8 (< 4 ng/ml) (Corre, Pineau et al. 1999). 

Il a été démontré que l’IL-8 est capable d’inhiber la formation de BFU-E et de CFU-

GM, probablement par interaction directe avec les progéniteurs hématopoïétiques humains 

(Broxmeyer, Cooper et al. 1996). L’IL-8 joue également un rôle dans l’hématopoïèse précoce 

en stimulant, de manière directe, la prolifération des progéniteurs CD34+ et en favorisant la 

différenciation vers la lignées monocytaire et la prolifération des monocytes-macrophages en 

synergie avec le G-CSF. Il a été mis en évidence l’existence d’une boucle de régulation 

autocrine/paracrine de l’IL-8 sur les progéniteurs CD34+. En effet, il semblerait que ces 

progéniteurs expriment de faibles quantités de récepteurs à l’IL-8 (CXCR2 principalement) 

(Corre, Pineau et al. 1999). De plus, les progéniteurs CD34+ suite à la stimulation par des 

cytokines hématopoïétiques produisent de l’IL-8. 

L’IL-8 est aussi produite par les cellules endothéliales. Une étude a mis en évidence le 

rôle de l’IL-8 dans l’angiogénèse par des expéreinces in vitro sur des cellules HUVEC. La 

stimulation de ces cellules par l’IL-8 induit une prolifération dose dépendante ainsi qu’une 

diminution de l’apoptose. Les cellules HUVEC expriment abondamment les récepteurs 

CXCR1 et CXCR2 de manière constitutive. De plus, suite à une stimulation par l’IL-8, il a été 

observé une augmentation dose-dépendante de l’activité MMP-2 et MMP-9, ayant pour  
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Figure 5: Schéma récapitulatif des cytokines hématopoïétiques activant JAK2 
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conséquence une augmentation de la dégradation de la matrice extracellulaire favorisant la 

migration des cellules endothéliales (Li, Dubey et al. 2002). 

 

Les récepteurs de cytokines 

i. Description générale 

 

Les cytokines exercent leurs effets en se liant à des récepteurs présents à la surface des 

cellules. La dimérisation ou l’oligomérisation des complexes cytokine-récepteur est quasi 

constante. Les récepteurs peuvent être regroupés en 9 familles principales: a) les récepteurs 

des cytokines hématopoïétiques (récepteurs de classe I) comme la chaîne gp 130, la chaîne ß 

commune (ßc) et la chaîne  commune ( c); b) les récepteurs de la famille interféron (IFN), 

IL-10 (récepteurs de classe II); c) les récepteurs des cytokines de la super famille des Tumor 

Necrosis Factor (TNF) (récepteurs de classe III) comme TNF-R, Fas, CD40, TRAIL-R; d) les 

récepteurs  de la superfamille des Immunoglobulines sans activité tyrosine kinase comme les 

IL-1-Rs; e) les récepteurs de la superfamille des Immunoglobulines avec activité tyrosine 

kinase comme le M-CSF-R, EGF-R est PDGF-R; f) les récepteurs à activité sérine/thréonine 

kinase des cytokines de la famille du TGFß comme le TGFß-R; g) les récepteurs à domaine 

sushi dont l’IL-2R  et l’IL-15R ; h) les récepteurs des cytokines de la famille IL-17; i) les 

récepteurs à sept domaines transmembranaires des chimiokines comme CXCR-1, CXCR-2, 

les CCRs et le CX3CR-1. 

Les récepteurs de classe I présentent des régions conservées dans leur domaine 

extracellulaire. Ainsi, ils possèdent tous un à deux domaines « cytokine homology receptor 

domain » (CRH)  et un motif WSXWS (Feese, Tamada et al. 2004). 

 

ii. Le récepteur de l’érythropoïétine : EpoR 

 

Le récepteur de l’érythropoïétine est un récepteur de cytokine de classe I qui existe 

sous deux formes : haute et basse affinité. Le récepteur de haute affinité est exprimé par les 

progéniteurs érythroïdes, le récepteur de basse affinité est exprimé par des organes et types 

cellulaires à l’extérieur de la moelle osseuse (Zwezdaryk, Coffelt et al. 2007). Le gène codant 

pour l’EpoR est situé sur le chromosome 19, au niveau de la bande 19p13.3-p13.2. Avec son 

ligand, l’érythropoïétine, il induit une cascade de signalisation responsable de la première 

ligne de régulation de l’érythropoïèse chez les mammifères. Le niveau d’expression de 

l’EpoR à la surface des cellules est très faible. En effet, même dans les lignées qui 
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surexpriment l’EpoR au niveau de l’ARN messager, seule une petite fraction est produite à la 

surface. La tyrosine kinase JAK2 est impliquée dans la régulation de l’expression de l’EpoR à 

la surface des cellules en permettant à la forme non glycosylée (immature) présente dans le 

réticulum endoplasmique de passer dans l’appareil de Golgi afin d’y être glycosylée (forme 

mature) et conduire ainsi à son expression à la surface de la membrane plasmique (Huang, 

Constantinescu et al. 2001). Le récepteur de l’Epo ne possède pas d’activité kinase, celle-ci 

lui est apportée par association avec la tyrosine kinase JAK2 au niveau de la région Box1. La 

liaison de l’Epo à son récepteur induit la dimérisation de celui-ci, une phosphorylation de 

JAK2 suivie d’une phosphorylation par JAK2 du récepteur au niveau de sites de recrutement 

pour des protéines à domaine SH2 (sarcoma (src) homology) telles que Signal Transducer and 

Activator of Transcription 5 (STAT5). L’activation de cette voie de signalisation est cruciale 

pour la survie, la prolifération et la différenciation des progéniteurs érythroïdes (Figure 6). 

Les deux formes de STAT5 : A et B sont phosphorylées en réponse à l’Epo. Cette voie est 

impliquée dans la prolifération et la différenciation des progéniteurs érythroïdes. La voie 

Ras/MAPK est également activée par l’Epo. Cette voie participe à la stimulation de la 

prolifération. L’EpoR est associé de façon directe à la PI3K qui en réponse à l’Epo induit 

l’activation séquentielle de la phosphatase SH2 Domain-containing Inositol-polyphosphate 

(SHIP) et AKT (cellular homologue of the v-akt oncogene ou protéine kinase B), jouant ainsi 

un rôle important dans l’inhibition de l’apoptose. La liaison de l’Epo à son récepteur induit 

aussi l’activation de deux tyrosines phosphatases : SHP-1 (Src homology 2 domain containing 

tyrosine phosphatase) et SHP-2. Alors que SHP-2 semble avoir un rôle positif dans la 

stimulation de la prolifération, SHP-1 présente une action inhibitrice sur le signal. En effet, la 

liaison de SHP-1 sur la tyrosine 429 de l’EpoR induit une déphosphorylation de JAK2 

(Lacombe C. et al. Haematologica, 1998). 

L’érythropoïèse nécessite la présence d’Epo et de stem cell factor (SCF). En effet, 

pour avoir une activation complète de JAK2, les signaux induits par l’EpoR et c-kit (le 

récepteur du SCF) sont indispensables. En aval de ces signaux, la tyrosine kinase JAK2 va 

activer le facteur de transcription STAT5 qui va stimuler des voies de régulation de la 

prolifération, de la différenciation et de l’apoptose. STAT5 cible des gènes tels que Pim, c-

Myc, BclxL , Oncostatine M, SOCS et les cycline de type D (Grebien, Kerenyi et al. 2008). 

Comme décrit plus haut, le récepteur de l’érythropoïétine est aussi exprimé par des organes en 

dehors de la moelle osseuse comme le cerveau, mais également par les cellules endothéliales 

ou encore les myocardiocytes. Dans ce cas, l’érythropoïétine se comporte comme un facteur 

anti-apoptotique par activation de Bcl-XL via la vois JAK2/STAT5, de plus STAT5 interagit  
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Figure 6: Signalisation de l’EpoR (Chong, Kang et al. 2002).
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avec la PI3K qui est requise pour la poursuite du cycle cellulaire (Jelkmann W et al. Oncol 

Hematol, 2008). 

La signalisation induite par la liaison de l’Epo sur son récepteur est régulée négativement par 

la protéine SOCS3. En effet, SOCS3 est capable de se lier à l’EpoR via son domaine SH2. 

SOCS 3 interagit également avec JAK2 dont elle inhibe l’activité kinase. Cette double 

interaction avec à la fois l’EpoR et JAK2 renforce l’effet négatif de SOCS3 sur la 

signalisation (Hookham, Elliott et al. 2007). 

 

iii. Le récepteur du Stem Cell Factor : c-Kit 

 

Le récepteur du SCF , c-Kit, appartient à la famille des récepteurs de cytokines de type 

III (Figure 7). Il est exprimé par les cellules souches hématopoïétiques, les cellules 

dendritiques, les cellules érythroïdes et mégacaryocytaires, les progéniteurs myéloïdes, les 

cellules pro-B et pro-T. L’expression de c-Kit est perdue au cours de la différenciation à 

l’exception des mastocytes matures.  

La signalisation induite par le complexe SCF/c-Kit joue un rôle important dans la 

gametopoïèse, l’hématopoïèse, l’érythropoïèse, le développement et la fonction des 

mastocytes et la mélanogénèse. Les cellules embryonnaires humaines expriment c-Kit et une 

absence de SCF ou de c-kit est léthale.  

En absence de SCF, c-Kit est présent sous une forme monomérique inactive. Le 

domaine intracellulaire juxtamembranaire est responsable de cet état dormant par une 

inhibition en cis qui maintient l’hélice C et la boucle d’activation du domaine kinase dans 

leur conformation inactive. Le domaine juxtamembranaire inhibe également la dimérisation 

du récepteur en absence de ligand. 

Le SCF se présente sous forme soluble comme un dimère non covalent formé par deux 

molécules de SCF. Le dimère de SCF forme le complexe de signalisation par liaison aux 

domaines Ig-like II et III. Le domaine Ig-like IV est impliqué dans la dimérisation du 

récepteur. C’est ce complexe qui entraîne le recrutement et la dimérisation de c-Kit 

conduisant ainsi au complexe actif pour la transduction du signal. Suite à la formation du 

complexe de signalisation, le récepteur va s’auto-phosphoryler sur des résidus tyrosines. Ces 

résidus représentent des sites de liaison pour des protéines à domaine SH2. Le signal induit 

par c-Kit active Akt, les kinases de la famille Src Lyn et Fyn, la Pi3K, la Phospholipase C , 

les tyrosine phosphatases SHP-1 et 2 et les Ras/MAPK (Roskoski 2005). 
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Figure 7 : Structure de c-Kit (Roskoski 2005) 

 

Figure 8: Complexe SCF/c-Kit et signalisation (Benson 2008) 
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Les kinases de la famille Src (sarcoma) possèdent des rôles clés dans la différenciation 

cellulaire, la motilité, la prolifération, l’adressage (trafficking) des protéines et la survie. Les 

membres de cette famille sont exprimés par tous les types cellulaires. Parmi eux, Blk, Fgr, 

HcK, LcK et Lyn sont exprimés principalement par les cellules hématopoïétiques 

Il a été mis en évidence que Lyn est impliquée dans la voie de stimulation de la 

prolifération en aval de c-Kit dans un modèle de mastocytes murins au niveau de la moelle 

osseuse (Shivakrupa and Linnekin 2005). 

Les phospholipases C (PLC) représentent une famille d’enzymes qui catalysent l’hydrolyse 

du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate en inositol 1,4,5-triphosphate et diacylglycerol. 

L’inositol triphosphate induit une augmentation du taux de calcium intracellulaire. Cette voie 

de signalisation est impliquée dans plusieurs fonctions comme la différenciation, la division 

cellulaire, la motilité, la survie, la fertilisation de l’œuf et la réponse immunitaire. Le 

récepteur c-Kit recrute la PCL  au niveau de la tyrosine 730 qui contient un site de liaison 

pour le domaine SH2 des PLC (Gommerman, Sittaro et al. 2000). Lors d’une étude réalisée 

sur des cellules HUVEC (Human umbilical vein endothelial cells), il a été mis en évidence 

que la stimulation par le SCF soluble induit l’activation des voies Pi3K/Akt et MAPK 

(Mitogen Activated Protein Kinase) /Erk (extracellular signal-regulated kinase)1/2 mais pas la 

PLC  (Matsui, Wakabayashi et al. 2004). Ces résultats, associés à ceux d’une autre équipe 

(Gommerman, Sittaro et al. 2000), ont permis de suggérer que la PLC  était requise pour la 

signalisation induite par la forme membranaire du SCF et non par celle induite par la forme 

soluble. 

L’activation de la Pi3K en aval de c-Kit induit le recrutement de la sérine/Thréonine kinase 

Akt. Parmi les substrats d’Akt, on trouve la protéine Bad (Bcl2 agonist of cell death). Bad est 

une protéine pro-apoptotique qui se trouve inactivée suite à sa phosphorylation par Akt. 

L’activation de cette voie par c-Kit possède donc un effet anti-apoptotique. 

 La régulation de l’expression de c-Kit se fait via SHP-1 et 2. SHP-1 est une protéine à 

domaine SH2 impliquée dans la régulation des signaux induits par les facteurs de croissance. 

La régulation par SHP-1 a lieu principalement dans les cellules hématopoïétiques et 

épithéliales. SHP-1 est connue pour diminuer l’effet de stimulation de la prolifération induit 

par le G-SCF, l’Epo et l’IL-3. Elle exerce sa fonction de régulateur négatif, soit directement 

par déphosphorylation du récepteur, soit indirectement par déphosphorylation de tyrosines 

kinases associées au récepteur. Dans le cas de c-Kit, SHP-1 possède un effet direct par liaison  
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Figure 9 : Signalisation par le complexe G-CSF/G-CSFR (Panopoulos and Watowich 

2008)
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entre son domaine SH2 et la tyrosine Y570 de c-Kit. SHP-2, quant à elle, est exprimée par de 

nombreux types cellulaires. Dans le cas de c-Kit, elle exerce son activaté également de façon 

directe par liaison à la tyrosine Y568. Finalement, étant donné que SHP-1 et 2 se lient à deux 

résidus distincts, la régulation du signal induit par c-Kit peut être effectuée simultanément par 

les deux tyrosines phosphatases (Figure 8) 

Le récepteur c-Kit est capable d’interagir avec le récepteur de l’Epo par association au niveau 

de la région Box2 de ce dernier. L’association de ces récepteurs entraîne la phosphorylation 

de l’EpoR ce qui a pour effet de promouvoir la prolifération et la différenciation érythroïde. 

Cette coopération est essentielle pour la différenciation érythroïde (Lacombe C. et al. 

Haematologica, 1998). 

 

iv. Le récepteur du G-CSF : GCSFR 

 

Le récepteur du G-CSF (G-CSFR) est un récepteur de cytokine de type I composé 

pour sa partie extramembranaire d’un domaine conservé « cytokine receptor homologue » 

(CRH), d’un domaine Immunolglobuline –like (Ig-like) et de trois domaines fibronectin type 

III-like. Il possède également une partie transmembranaire et une partie intracellulaire 

dépourvue d’activité kinase 

La liaison du G-SCF à son récepteur induit la formation d’un homodimère par 

interaction d’une part, entre la molécule de G-CSF et le domaine Ig-like du premier récepteur, 

et d’autre part , entre le G-CSF et le domaine CRH du second récepteur. Ce complexe possède 

des homologies de structure avec le complexe IL-6/IL-6R /gp130.  

Le G-CSFR est exprimé au niveau de la moelle osseuse par les cellules souches 

hématopoïétiques et les progéniteurs de la lignée granulocytaire. Mais, ce récepteur est 

également présent en dehors de la moelle osseuse, on retrouve au niveau du placenta, des 

neurones du système nerveux central, des cellules souches neuronales adultes, des cellules 

endothéliales et des cardiomyocytes. Par contre, il n’est pas exprimé par les érythrocytes, les 

lymphocytes et les éosinophiles. Le G-CSFR est exprimé de manière croissante des 

progéniteurs granulocytaires aux neutrophiles matures durant la différenciation.  

L’expression du G-CSFR est requise tout au long du développement des neutrophiles. 

La protéine STAT3 semble avoir un rôle critique, de régulateur négatif, dans les stades finaux 

de la granulopoïèse. En effet, la voie STAT3 contrôle l’expression de SOCS3, lui-même 

responsable de l’internalisation et de la dégradation du récepteur. STAT3 agit sur la 
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mobilisation des neutrophiles vers la circulation sanguine en modulant les signaux transduits 

par les ligands du récepteur de chimiokine CXCR2 : par exemple MIP-2 et IL-8. 

Le G-CSFR est couplé à JAK1 et JAK2 au niveau de la région proximale de son domaine 

intracellulaire. La région distale du G-CSFR possède quatre tyrosines servant au recrutement 

de protéines à domaine SH2. La signalisation en aval de ce récepteur implique les voies de 

STAT1 et 5 ; de Ras/MEK/Erk ½ ; des Src kinases  Lyn et Hck ; de la sérine/thréonine kinase 

AKT et de la tyrosine kinase Syk (Figure 9). L’expression à la surface du G-CSFR est régulée 

négativement par la tyrosine phosphatase SHP-1 et par la molécule Suppressor of cytokine 

signaling 3 (SOCS3) ; ces régulateurs provoquent l’internalisation et la dégradation du 

récepteur. 

 

v. Le récepteur de la thrombopoïétine : c-mpl 

 

Le récepteur de la thrombopoïétine : c-Mpl appartient à une sous-classe de récepteurs 

hématopoïétique de type I. Ce récepteur est exprimé par les progéniteurs hématopoïétiques, 

les cellules de la lignée mégacaryocytaire et les plaquettes. La signalisation induite par la 

fixation de la Tpo sur c-Mpl active les voies des MAPK/Erk1/2, la voie Pi3K/Akt et la voie 

JAK2/STAT5 (Figure 10). La voie de la Pi3K possède un effet anti-apoptotique alors que la 

voie JAK/STAT stimule principalement la prolifération des mégacaryocytes (Majka, 

Ratajczak et al. 2002). 

L’effet anti-apoptotique du signal transduit par l’association de la Tpo à son récepteur 

s’exerce via la liaison de STAT5, dont la localisation est régulée par la Pi3K, et des sous-

unités p50 et c-Rel de NF B sur le promoteur du gène Bclx. Les molécules de la famille Bcl2, 

dont BclxL fait partie, protégent les cellules de l’apoptose en inhibant la libération du 

cytochrome c par la mitochondrie. (Kirito, Watanabe et al. 2002). 

 

vi. Les récepteurs de la famille IL-6 

 

La transduction du signal chez les cytokines de la famille IL-6 est assurée par la 

formation d’un complexe hétérodimérique. Ce complexe est formé par l’association de la 

chaîne spécifique de la cytokine, mais dépourvue d’activité de transduction de signal, avec la 

chaîne commune gp130. La chaîne gp130 est exprimée de façon ubiquitaire, c’est donc 

l’expression ciblée des récepteurs spécifiques qui détermine les cibles cellulaires des 

cytokines de cette famille (Heinrich, Behrmann et al. 2003). 
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Figure 10 : Signalisation Tpo/c-Mpl (site web biocarta)
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a) L’IL-6 récepteur  

 

La chaîne  du récepteur de l’IL-6, également appelé gp80, est une chaîne spécifique 

capable de lier la cytokine, mais dépourvue d’activité de transduction du signal. L’expression 

de l’IL-6R  est restreinte à certains types cellulaires comme les hépatocytes et les 

lymphocytes B. Son expression à la surface des cellules est régulée par les glucocorticoïdes. 

La signalisation induite par la formation du complexe hexamérique IL-6/IL-6R /gp130 

(Figure 11) active les voies JAK/STAT, MAPK, SHP-2 et SOCS3. 

Il existe une forme soluble de l’IL-6R  (sIL-6R ). Cette forme peut être obtenue soit par 

épissage alternatif soit par clivage protéolytique de la forme membranaire (Müllberg, 

Schooltink et al. 1993; Horiuchi, Koyanagi et al. 1994). Contrairement aux autres récepteurs 

solubles de cytokines, le sIL-6R  présente une activité agoniste. Le complexe IL-6/sIL-6R  

possède deux fonctions. La première est une fonction agoniste de trans-signalisation par 

liaison avec la forme membranaire de la gp130 permettant ainsi la transduction du signal par 

des cellules qui n’expriment pas l’IL-6R . Il semblerait que la trans-signalisation soit plus 

efficace que l’IL-6R  membranaire (Fernandez-Botran, Chilton et al. 1996; Gaillard, Liautard 

et al. 1997). Cette fonction agoniste a été confirmée dans des modèles de souris transgéniques 

(Peters, Jacobs et al. 1996; Peters, Schirmacher et al. 1997). La deuxième fonction potentielle 

du sIL-6R  serait dans le contrôle de l’activité de l’IL-6 circulante. Cette deuxième fonction 

se ferait en association avec la forme soluble de la gp130 (Heinrich, Behrmann et al. 2003). 

La liaison de l’IL-6 à sa chaîne réceptrice  entraîne le recrutement de la chaîne gp130. La 

formation du complexe de signalisation active les tyrosines kinases JAK1, JAK2 et TYK2 qui 

sont pré-liées à la gp130, au niveau de la région entre Box1 et Box2, via leur domaine FERM. 

Les JAKs activées vont à leur tour phosphoryler les facteurs de transcription STAT, en 

particulier STAT3. Par ailleurs, l’activation de Ras va induire d’autres voies de signalisation : 

en amont Ras va activer Shc, Grb-2 et Sos-1, et en aval, Ras va activer la voie des MAPK. 

Ces voies vont entraîner l’activation de facteur de transcription tels qu’ELK-1 et NF-IL-6 

(C/EBP-beta) (Figure 11)  
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Figure 11 : Signalisation induite par le complexe IL-6/IL-6R /gp130 (site web biocarta). 
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b) L’IL-11 récepteur  

 

L’IL-11 récepteur  (IL-11R ) possède une homologie de séquence avec les chaînes 

alpha des récepteurs de l’IL-6 et du CNTF. L’ADN complémentaire  de l’IL-11R  a été isolé 

par Nandurkar et al. 1997. La région extracellulaire de l’IL-11R  humain contient un 

domaine hématopoïétine ainsi que les motifs conservés propres aux récepteurs de type I.  

Il existe deux isoformes de l’IL-11R  qui différent au niveau de leur domaine cytoplasmique. 

L’un des isoformes, l’IL-11R 1, est similaire à l’IL-6R  et à l’IL-11R  murin. Il possède un 

domaine cytoplasmique court. Le deuxième isoforme, l’IL-11R 2, est similaire du récepteur 

 du CNTF. Cet isoforme ne possède pas de domaine intracytoplasmique. La structure 

génomique de l’IL-11R 1 comprend 12 exons et 12 introns. Le gène de l’IL-11R  est situé 

sur le chromosome 9 au niveau de la bande 9p13, le gène du CNTF récepteur se trouve dans 

la même zone. 

L’IL-11 se fixe sur la chaîne alpha de son récepteur avec une faible affinité. La 

génération d’un complexe de haute affinité capable de transduire un signal requiert la 

coexpression de la chaîne gp130. L’ARN messager de l’IL-11R  est exprimé par les tissus 

hématopoïétiques (moelle osseuse, rate et thymus) mais aussi le foie, le cerveau, le cœur, les 

reins, mes muscles, les glandes salivaires et le tractus gastro-intestinal. 

La liaison de l’IL-11 à l’IL11R  induit l’hétérodimérisation avec la gp130 puis l’association 

de deux complexes IL-11/IL-11R /gp130 pour la formation d’un complexe hexamérique. La 

formation de ce complexe induit la phosphorylation de résidus tyrosines et l’activation de la 

gp130. La cascade de signalisation activée en aval du complexe commence avec l’activation 

de tyrosines kinases de la famille JAK, en particulier JAK1 mais aussi JAK2. La voie 

Ras/MAPK est également activée. Il a été démontré que JAK2 forme un complexe avec la 

protéine adaptatrice Grb2 (growth factor receptor binding protein 2) et la gp130. Ce complexe 

permet le recrutement de SOS (son of sevenless) au niveau de la membrane plasmique, où 

Ras est localisée, et va permettre l’activation de Ras. En plus de la voie des MAPK, la gp130 

peut activer la protéine ribosomale S6 kinase pp
90rsk

 qui va activer un groupe de gènes 

communs codant pour les phosphatases qui vont inactiver les MAPK. La famille des kinase 

Src est également impliquée dans la signalisation induite par l’IL-11. En particulier la tyrosine 

kinase Fyn qui s’associe de façon transitoire avec JAK2 à la protéine Grb2, ceci suggère que 

l’activation de Ras par l’IL-11 est médiée partiellement par Fyn (Du and Williams 1997). 
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Figure 12 : Signalisation IL-11/IL-11R /gp130 d’après (Du and Williams 1997; 

Heinrich, Behrmann et al. 1998; Mahboubi, Biedermann et al. 2000; Heinrich, 

Behrmann et al. 2003) 
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c)  La gp130 

 

La gp130 est une protéine ubiquitaire identifiée initialement comme la chaîne de 

transduction de signal du récepteur de l’IL-6. Le gène codant pour la gp130 se trouve sur le 

chromosome 5 au niveau de la bande 5q11. La transcription de la gp130 donne lieu à deux 

isoformes. L’isoforme 1 va donner la protéine complète. L’isoforme 2 est délété d’une partie 

interne de la séquence codante résultant en une protéine dont les domaines C-terminal et N-

terminal sont tronqués par rapport à ceux de la protéine traduite depuis l’isoforme 1. Ce 

second isoforme correspondrait, en fait, au pseudogène de la gp130, situé sur le chromosome 

17 au niveau de la bande 17p11 (Rodriguez, Grosgeorge et al. 1995). Il existe également une 

forme soluble de la gp130. Cette forme est présente dans le sérum à l’état naturel. Elle est 

capable de s’associer à la forme soluble de l’IL-6R , en présence d’IL-6, est joue alors un 

rôle antagoniste. En effet, la formation de ce complexe empêche la trans-signalisation 

(Müller-Newen, Küster et al. 1998). 

Le domaine extracellulaire de la gp130 est composé de six domaines individuels. Le 

domaine 1 (D1) est un domaine Immunoglobulin-like (Ig-like), les domaines D2 et D3 

forment le domaine de liaison à la cytokine (Cytokine Binding Domain : CBD) et les 

domaines D4 à D6 sont trois domaines fibronectine type III like. Dans le cas de la 

signalisation par l’IL-6 et l’IL-11, le domaine Ig-like est requis pour l’activation de la gp130 

en plus du domaine CBD (Timmermann, Pflanz et al. 2000) (Figure 13). 

La gp130 est la chaîne de transduction de signal commune aux récepteurs des 

cytokines de la famille IL-6. L’engagement de la gp130 active les kinases Src et JAKs, pré-

liées au récepteur, ainsi que le recrutement et l’activation des facteurs de transcription STAT, 

principalement STAT1 et STAT3. Etant donné que les cytokines de la famille IL-6 utilisent la 

gp130 pour transduire leur signal, il est logique que ces cytokines présentent certains effets 

communs : prolifération et différenciation des cellules hématopoïétiques et des cellules 

neurales, réponse immunitaire, action pro- ou anti-inflammatoire (Tenhumberg, Schuster et al. 

2006). La spécificité de signal est donc donnée par le complexe, formé par la cytokine et la 

chaîne  du récepteur, qui va entrer en contact avec la gp130. De plus, il a été mis en 

évidence que des résidus distincts du CBD de la gp130 sont impliqués dans la liaison à l’IL-6 

et l’IL-11 en comparaison du LIF et de l’OSM (Timmermann, Pflanz et al. 2000). Ces 

différences au niveau du site de liaison contribuent à la spécificité d’activation de la gp130. 
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Figure 13 : Structure de la gp130 d’après (Timmermann, Pflanz et al. 2000)
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Suite à la liaison du ligand sur sa chaîne  et au recrutement de la gp130, un 

mécanisme de contrôle se met rapidement en place et conduit à une internalisation du 

complexe. Ce mécanisme d’internalisation met en jeu le domaine intracellulaire de la gp130. 

En effet, la gp130 possède une séquence de dix résidus incluant un motif di-leucine : 

« TQPLLDSEER » impliqué à la fois dans l’internalisation du complexe et dans le ciblage 

pour la dégradation par les lysosomes (Dittrich, Haft et al. 1996).  

 

d) Les récepteurs de l’IL-8 

 

Les récepteurs de chimiokines appartiennent à la superfamille des récepteurs couplés 

aux protéines G. L’IL-8 peut se lier à deux récepteurs : CXCR1 et CXCR2 qui possèdent une 

homologie de séquence en acides aminés de 77%. Les deux récepteurs peuvent lier l’IL-8 

avec une haute affinité mais seul CXCR1 est spécifique de l’IL-8. CXCR2 lie également 

GRO  (growth-related gene ), NAP-2 (neutrophil activating protein 2) et PF-4. Il existe un 

troisième récepteur dépourvu d’activité de transduction de signal exprimé uniquement par les 

cellules érythroïdes. Ce récepteur se lie au parasite du paludisme Plasmodium vivax, il 

pourrait jouer un rôle dans le contrôle de la concentration d’IL-8 soluble (Hermouet, Corre et 

al. 2000). 

En général, les cellules qui produisent de l’IL-8 expriment aussi ses récepteurs. C’est 

le cas pour les cellules épithéliales, endothéliales et stromales, ainsi que pour les 

mégacaryocytes et toutes les cellules matures du sang. CXCR1 et CXCR2 sont exprimés tous 

les deux par ces cellules et CXCR2 est toujours plus fortement exprimé que CXCR1 sauf en 

ce qui concerne les lymphocytes T quiescent du sang circulant pour lesquels les niveaux 

d’expression des deux récepteurs sont similaires. 

Les mécanismes de régulation des récepteurs de l’IL-8 sont peu connus. Après 

stimulation par l’IL-8, CXCR1 et CXCR2 sont redistribués de la membrane vers les 

compartiments intracellulaires suite à leur phosphorylation par les kinases couplées aux 

récepteurs à protéines G. Ils peuvent également être internalisés suite à l’activation d’autres 

récepteurs à protéines G. Dans ce cas, c’est l’activation de la PKC qui conduit à la 

phosphorylation des récepteurs et à leur internalisation (Richardson, Pridgen et al. 1998; Ali, 

Richardson et al. 1999). CXCR2 est généralement internalisé plus rapidement que CXCR1. 

Enfin, CXCR1 et CXCR2 peuvent être régulés négativement suite à un clivage extracellulaire 

par les métalloprotéases de la matrice (Khandaker, Mitchell et al. 1999). Plus récemment, il a  
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Figure 14 : Signalisation IL-8/CXCR1 et CXCR2 d’après (Hermouet, Corre et al. 

2000)Leukemia and Lymphoma, 2000.
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été mis en évidence lors d’une étude sur le cancer de la prostate qu’en condition d’hypoxie, 

on observe une augmentation de l’expression de CXCR1 et CXCR2 en réponse à l’HIF1  et à 

NF B (Maxwell, Gallagher et al. 2007). 

La signalisation par l’IL-8 est sensible à la toxine pertussique suggérant que les 

signaux sont transduits via des protéines hétérotrimériques Gi, sensibles à cette toxine, et en 

particulier via Gi2, une protéine ubiquitaire. De plus, les récepteurs de l’IL-8 peuvent lier la 

protéine G16 mais pas la protéine Gq. CXCR1 et CXCR2 sont tous deux capables d’activer 

les voies des MAPK ERK1/2 et de la PLC, mais seul CXCR1 peut activer la phospholipase D. 

L’IL-8 induit également la voie de la Pi3K, cette voie est importante dans la fonction 

chimioattractante de l’IL-8. Ainsi, la voie de la Pi3K mais pas celle des MAPK est nécessaire 

à la migration des neutrophiles. 

Les voies des MAPK et des Src kinases sont essentielles dans la prolifération cellulaire, 

en particulier quand ces voies sont activées par des cytokines hématopoïétiques ou par les 

récepteurs des cellules T (TCR). Les kinases de la famille Src (Src, Lyn, Fyn) régulent la 

progression du cycle cellulaire. L’inactivation de cette voie a été décrite comme inhibant la 

prolifération induite par le G-CSF, le SCF, le GM-CSF, l’IL-6, l’IL-3 et l’Epo. De plus, la 

voie des Src kinases induit l’activation de STAT3 indépendamment de la voie des JAKs . 

Cette activation est une étape nécessaire à la survie et la prolifération des cellules induites par 

l’IL-6, le G-CSF, le GM-CSF et l’IL-3 (Figure 14).  
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Cytokines, Hématopoïèse et Syndromes Myéloprolifératifs 
 

Les cytokines jouent un rôle primordial dans la régulation de l’hématopoïèse. Leur 

production et leurs voies de signalisation sont souvent altérées dans les maladies 

hématologiques.  

Les chapitres suivants ont pour but de faire un état des lieux de ce qui est connu en 

matière d’anomalies pouvant contribuer à la dérégulation de l’hématopoïèse caractéristique 

des SMP. 

I. La tyrosine kinase JAK2 

Description générale 

 

La famille des Janus Kinase (JAK) comporte quatre membres : JAK1, JAK2, JAK3 et 

TYK2. L’expression de JAK3 est restreinte aux cellules hématopoïétiques alors que les autres 

membres de la famille ont une expression ubiquitaire. Les tyrosines kinase JAK sont couplées 

aux récepteurs de cytokines de types I et II qui ne possèdent pas d’activité kinase intrinsèque. 

Les tyrosines kinases de la famille JAK sont composées de sept domaines homologues : JAK 

Homology (JH). Le domaine C-terminal JH1 possède l’activité tyrosine kinase. Le domaine 

JH2 est un domaine pseudo-kinase, il sert de boucle de régulation de l’activité kinase de JH1. 

Les domaines JH3 à JH7 forment le domaine FERM  pour : 4.1 protein ezrin, radixin, moesin.  

Ce domaine sert à liaison au récepteur. En réponse à la liaison de la cytokine sur sont 

récepteur, les JAKs sont phosphorylées et recrutées au niveau de la partie juxta-membranaire 

du récepteur. Elles vont ensuite phosphoryler celui-ci sur des sites de liaison pour des 

protéines adaptatrice à domaine SHP2, et permettre ainsi le recrutement des « Signal 

Transducer and Activator of Transcription » (STAT). 

 La tyrosine kinase JAK2 est couplée à certains récepteurs de cytokines 

hématopoïétiques comme l’ EpoR, le G-SCFR, cKit et la gp130. Ces récepteurs sont exprimés 

à la surface des progéniteurs hématopoïétiques. 
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Les mutations de JAK2 dans les syndromes myéloprolifératifs. 

 

Les anomalies des tyrosines kinases sont fréquentes dans les cancers : par exemple la 

protéine de fusion BCR-ABL dans la leucémie myéloïde chronique. En 2005, une mutation au 

niveau de l’exon 14 (domaine JH2) de JAK2 a été mise en évidence (James C et al. Nature, 

2005) et confirmée par plusieurs groupes (Kralovics R et al. N Engl J Med, 2005 ; Levine RL 

et al. Cancer Cell, 2005 ;  Baxter EJ et al. Lancet, 2005). Cette mutation substitue une guanine 

pour une thymine en position 1849 avec pour conséquence l’échange d’une valine pour une 

phénylalanine en position 617. Elle sera donc référencée comme la mutation JAK2V617F 

(Figure 15). Cette mutation a été décrite comme une mutation gain de fonction conduisant à 

une tyrosine kinase très sensible à l’activation par les cytokines (Kralovics, Passamonti et al. 

2005). Elle est présente dans plus de 90% des PV, dans 50% des MFP soit à l’état 

homozygote, soit à l’état hétérozygote et dans environ 70% des TE uniquement à l’état 

hétérozygote. Le passage à l’état homozygote résulte d’une recombinaison homologue d’une 

partie du chromosome 9p et conduit à l’élimination de la forme sauvage de JAK2 et à une 

forme plus agressive de la maladie (Figure 16) (Kralovics R et al. NEJM, 2005). 

De nombreuses questions restent en suspens concernant l’importance de JAK2V617F : 

a) comment une seule mutation contribue à trois phénotypes différents (PV, TE, MFP) ; b) est 

elle à l’origine des SMP ou agit-elle en coopération avec d’autres mutations ?(Skoda RC Eur 

J Haematol, 2007). 

Récemment, d’autres mutations, au niveau de l’exon 12 de JAK2, ont été identifiées 

chez les patients négatifs pour la mutation JAK2V617F. Ces mutations sont variables, ne sont 

pas restreintes à un seul acide aminé et trois d’entres elles incluent le changement d’une 

leucine pour une lysine en position 539 (Scott, Tong et al. 2007).  

Elles sont présentes chez les patients à de faibles pourcentages (< 20%) et quasiment 

toujours à l’état hétérozygote. Quelques cas d’homozygotie ont été décrits, notamment un cas 

de PV présentant une perte d’hétérozygotie 9p (Li, Kralovics et al. 2008) et deux cas de PV 

familiales (Percy, Scott et al. 2007; Pietra, Li et al. 2008). De plus, contrairement à la 

mutation JAK2V617F, les mutations de l’exon 12 sont détectées uniquement dans les 

syndromes myéloprolifératifs présentant une érythrocytose pure, c’est à dire la PV et certains 

patients diagnostiqués initialement comme érythrocytose idiopathique. Les patients sont 
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significativement plus jeunes au diagnostic, ils présentent un taux d’Epo sérique très bas, et 

des chiffres de leucocytes et de plaquettes le plus souvent normaux. 

Les mutations de l’exon 12 et de l’exon 14 de JAK2 permettent la pousse endogène de 

colonies érythroïdes en absence d’Epo. Les cellules porteuses de ces mutations présentent une 

augmentation de la phosphorylation de JAK2 et STAT5 par rapport aux cellules non 

porteuses. Il a également été observé dans ces cellules une activation constitutive de la voie 

Ras-Erk avec des niveaux de phosphorylation de ERK1 et de ERK2 supérieurs à ceux 

mesurés avec les formes sauvages. La mise au point d’un modèle de greffe chez la souris a 

mis en évidence que l’expression de ces mutations conduisait au développement d’un 

syndrome de type SMP (Scott, Tong et al. 2007). 

Toutes ces observations pourraient indiquer que les mutations de l’exon 12 sont plus 

actives que la mutation V617F. De plus, les mutations de l’exon 12 semblent spécifiques du 

phénotype polyglobulique, en effet, elles sont présentes uniquement chez des patients atteints 

de PV. 

Par ailleurs, il a récemment été décrit deux cas familiaux de PV dont l’un des membres est 

porteur d’une mutation de l’exon 12 seulement alors qu’un autre membre de la famille était 

porteur de la mutation V617F. Alors que les sujets porteurs de la mutation de l’exon 12 ne 

présentaient qu’une érythrocytose marquée, leurs parents porteurs de la mutation V617F 

présentaient également une thrombocytose. Ces études des cas familiaux de SMP montrent 

que si les mutations de JAK2 sont des évènements somatiques, acquis comme dans les cas 

sporadiques et probablement secondaires. L’évènement moléculaire prédisposant à 

l’apparition de ces mutations peut, quant à lui, être héréditaire (Pietra, Li et al. 2008). 

La détection des mutations de JAK2 est essentielle au diagnostic des SMP sans pour 

autant permettre d’identifier la nature de celui-ci. Leur degré d’implication dans la 

pathogénèse et le pronostic est encore en cours d’étude.  
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Figure 15 : Structure de JAK2 et localisation de la mutation V617F 

 

 

Figure 16 : Mécanisme de perte d’hétérozygotie par recombinaison homologue 

(Kralovics, Passamonti et al. 2005).
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II. Cytokines et syndromes myéloprolifératifs. 

 

Les cellules mononuclées de moelle osseuse, de patients atteints de PV et de TE, sont 

capables in vitro de produire des colonies en absence de sérum et de cytokines exogènes : 

colonies érythroïdes endogènes (CEE) et colonies mégacaryocytaires endogènes (CME). 

Cependant, les progéniteurs restent hypersensibles aux cytokines et semblent dépendre 

partiellement des cellules accessoires présentes dans la moelle osseuse (cellules du stroma, 

cellules endothéliales, macrophages, lymphocytes…).  

La Myélofibrose Primitive (MFP) 

Nous commencerons par le cas de la myélofibrose primitive car c’est le syndrome 

myéloprolifératif dont le profil cytokinique a été le plus étudié. Une première étude publiée en 

1992 (LeBousse-Kerdilés et al. Blood, 1992) s’appuie sur un modèle de MFP chez la souris 

induite par le virus MPSV (Myeloproliferative Sarcoma Virus). Cette étude a permis de 

mettre en évidence une augmentation d’IL-6, de G-CSF, d’IL-1  et du M-CSF (= CSF-1) 

dans le sérum des souris ainsi que la production de TNF  par les cellules de la rate, le TNF  

étant connu pour interférer avec les cytokines de l’hématopoïèse précoce. Une autre étude 

(LeBousse-Kerdilés et al. Blood, 1996) a montré que les progéniteurs CD34+ de patients 

atteints de MFP expriment moins de TGFßR II et au contraire surexpriment les récepteurs du 

b-FGF (b-FGFR I et II) et hyperproduisent le b-FGF; cette association d’évènements facilite 

l’expansion des progéniteurs hématopoïétiques en stimulant leur survie et leur prolifération 

mais aussi en diminuant les signaux de régulation négatifs.  

La production de PDGF est également augmentée dans les mégacaryocytes de patients 

MFP. Le PDGF est issu des mégacaryocytes, il est impliqué dans la prolifération des 

fibroblastes en collaboration avec le TGF  et l’EGF également contenus dans les granules  

des plaquettes. Le PDGF stimule également la production de collagène. Le TGFß1 est lui 

aussi hyperproduit par les cellules du sang périphérique de la lignée mégacaryocytaire de 

patients atteints de MFP, il appartient, avec le b-FGF, à une famille de polypeptides 

multifonctionnels impliqués dans la croissance et la différenciation et sont produits à la fois 

par les cellules hématopoïétiques et les cellules stromales. Le TGFß1 régule négativement le 

cycle cellulaire des progéniteurs CD34+ ; et est également produit par ces cellules, son effet 

peut être abrogé par le b-FGF. Le TGF  apparaît comme le facteur des croissance le plus 
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puissant dans la régulation de l’activité des gènes de la matrice extracellulaire (MEC) : 

augmentation de différents types de collagène (I, III, IV, V). Le b-FGF, quant à lui, agit en 

synergie avec l’IL-3, le SCF, et le GM-CSF sur les progéniteurs précoces et aussi sur les 

progéniteurs engagés (Granulo-monocytiques, érythroïdes et mégacaryocytaires) en présence 

d’Epo. Le b-FGF n’est pas sécrété par les mégacaryocytes car sa sécrétion est sous le contrôle 

d’un peptide signal. Il est excrété par exocytose, blessure sévère ou lyse de la cellule, or dans 

la MFP, les mégacaryocytes sont dysplasiques et nécrotiques. Castro-Malaspina a été le 

premier à évoquer le rôle critique des mégacaryocytes et d’un facteur de croissance produit 

par ces derniers et stockés dans les granules des plaquettes (Castro-Malaspina H. et al. New 

York : Alan R. Liss, Inc ; 1984). Son hypothèse était que, l’origine de la fibrose est la 

conséquence d’une association entre l’augmentation de collagène due au PDGF et la 

diminution de la dégradation du collagène par le PF-4.  

Le VEGF est également augmenté dans le plasma de patients MFP. Il est aussi produit 

par les mégacaryocytes, sa production est régulée positivement par le PDGF, le b-FGF et le 

TGF  ( Le Bousse Kerdiles et al pathol biol 2001 ; Musolino C et al Am J Haematol 2002 ; 

(Ho, Lasho et al. 2007). 

Dans la myélofibrose primitive, il semblerait qu’une cascade d’évènements induisant la 

dérégulation de la production de cytokines pro-fibrotiques par les mégacaryocytes (VEGF, 

bFGF, TGF , PDGF) soit impliquée dans le développement de la fibrose médullaire. 

De plus, il a été mis en évidence un taux sérique élevé d’IL-8 chez les patients atteints 

de MFP. Cette élévation serait due en partie par une production accrue d’IL-8 par les 

plaquettes. Les progéniteurs CD34+, les cellules de la lignée granulo-monocytaire et les 

mégacaryocytes de patients produisent des taux d’IL-8 proches de ceux des cellules de sujets 

sains. Cependant, leur nombre élevé dans la MFP pourrait également contribuer à l’élévation 

du taux sérique d’IL-8. Dans la MFP, l’IL-8 serait impliquée dans la migration des 

progéniteurs CD34+ vers la rate et le foie. L’IL-8 jouerait aussi un rôle dans la maturation 

anormale des mégacaryocytes de patients MFP car en présence d’un anticorps dirigés contre 

ses récepteurs, la ploïdie des mégacaryocytes est restorée. L’IL-8 étant également produite par 

les cellules endothéliales et les fibroblastes, son rôle potentiel dans la néoangiogénèse et la 

fibrose ne peut être exclu (Emadi, Clay et al. 2005). 

La Thrombocythémie Essentielle (TE) 

 Les patients atteints de TE présentent un taux sérique de Tpo normal ou bas, et 

présentent un défaut de l’expression de c-MPL (le récepteur de la Tpo) incluant la diminution 
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du nombre de récepteur à la surface et une baisse de l’efficacité de la signalisation transmise 

par le récepteur. 

Une étude publiée en 2002 a montré des taux plasmatiques élevés de VEGF dans la 

MFP, la PV et particulièrement dans la TE (Musolino C. et al., Am J of Hemato, 2002 ; (Ho, 

Lasho et al. 2007). Le VEGF était le plus augmenté chez les patients présentant des 

complications vasculaires. Le taux sérique de VEGF était corrélé au chiffre de plaquettes dans 

la TE, et est donc associé au risque de complications thrombotiques. Le b-FGF a également 

été trouvé augmenté dans le sérum de la TE, la PV et la MFP, mais il ne corrèle pas avec le 

chiffre de plaquettes dans la TE.  

Pour le moment, peu d’études ont été conduites dans le domaine de la dérégulation des 

cytokines dans les SMP et notamment dans la thrombocythémie essentielle. Les mécanismes 

cytokiniques impliqués dans cette pathologie restent encore à étudier. 

La Polyglobulie de Vaquez (PV) 

 Notre équipe a montré que des taux élevés d’IL-11 et d’IL-8 étaient présents dans le 

sérum, le plasma médullaire et le surnageant de cellules stromales de patients atteints de PV 

(Hermouet S. et al., Cytokines, 2002). L’IL-11 est connue pour stimuler l’érythropoïèse et la 

mégacaryocytopoïèse. Dans une autre étude, le plasma et le sérum de patients atteints de SMP 

(PV, TE, MFP) ont été testés sur des membranes permettant la détection de nombreuses 

cytokines (Musolino C. et al. Am J of Hematol, 2002). Cette étude a mis en évidence une 

élévation du taux de VEGF dans le plasma et du b-FGF dans le sérum des patients atteints de 

SMP dont certains cas de PV. Le VEGF est relargué par les plaquettes dont le taux est 

généralement augmenté dans la PV ; il active les cellules endothéliales et est impliqué dans le 

risque de complications thrombotiques. Le b-FGF agit également sur les cellules endothéliales 

et le stroma. Le stroma activé par le b-FGF produits des inducteurs de l’angiogénèse comme 

b-FGF (action autocrine), l’IL-6 et l’IL-8.  

Ainsi, les études déjà conduites sur la dérégulation des cytokines et son rôle dans la 

pathogénèse de la PV ont permis de mettre en évidence l’implication d’au moins quatre 

molécules : l’IL-11, l’IL-8, le VEGF et le b-FGF. Cependant, il est possible que d’autres 

cytokines soient dérégulées et impliquées dans la pathogénèse de la PV. En effet, 

l’hypersensibilité des progéniteurs aux cytokines et leur capacité à produire des CEE in vitro 

n’est que partiellement régulée par l’IL-11 et l’IL-8. 

La recherche d’autres facteurs potentiellement impliqués dans la pathogénèse de la PV 

est l’un des thèmes de recherche présentés. 
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Comme il a été décrit dans la première partie, la Polyglobulie de Vaquez est une 

maladie complexe dont la pathogénèse n’est pas encore totalement élucidée. 

La découverte, en 2005, de la mutation V617F de la tyrosine kinase JAK2 et les 

différences en terme d’expression chez les patients atteints de SMP, nous ont amenés dans un 

premier temps à vouloir déterminer avec précision la fréquence et le niveau d’expression de la 

mutation chez les patients au diagnostic. Nous avons, donc, pour ce faire, développé une 

technique de PCR quantitative spécifique de l’allèle V617F (AS-qPCR). Dans la mesure où la 

détection de la mutation V617F se présente comme un outil d’aide au diagnostic fiable de la 

PV et la TE, nous avons ensuite voulu savoir si l’utilisation de notre technique d’AS-qPCR 

permettait la mise en évidence d’un SMP dans des cas atypiques tels que les anémies 

réfractaires sidéroblastiques (ARS) à taux de plaquettes élevé ou les thromboses digestives 

profondes. Enfin, nous avons étudié, dans le cadre d’un travail collaboratif, la fréquence de la 

mutation JAK2V617F dans des cas de transformation en leucémie aigue myéloïde (LAM) 

chez des patients initialement atteints de SMP. Les résultats de ces études sont présentés dans 

la première partie des « Résultats ». 

Cependant, la présence de la mutation JAK2V617F n’est pas spécifique d’un SMP 

particulier et son niveau d’expression est très variable dans la PV. La tyrosine kinase JAK2 

est un élément crucial de la signalisation induite par les cytokines hématopoïétiques, dont de 

nombreuses études ont mis en évidence une dérégulation de production dans la MFP, la TE 

mais aussi la PV. De fait une étude, réalisée dans notre équipe, a permis de mettre en évidence 

une augmentation d’IL-11 et d’IL-8 dans le sérum, le plasma médullaire et les surnageants de 

culture de cellules stromales de patients atteints de PV (Hermouet, Godard et al. 2002). Tous 

ces résultats nous ont incité à rechercher d’autres cytokines et facteurs dont la signalisation est 

liée de façon directe ou indirecte à la voie JAK/STAT et dont l’expression pourrait être 

dérégulée dans la PV. Les résultats obtenus concernant cette étude seront présentés dans la 

deuxième partie des « Résultats ». 
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I. Etude de la mutation JAK2 V617F dans les SMP. 

Etude de la fréquence de la mutation JAK2V617F au diagnostic 

chez des patients atteints de PV et de TE. 

1. Lippert E, Boissinot M et coll. The JAK2-V617F mutation is frequently present at 

diagnosis in patients with essential thrombocythemia and polycythemia vera. Blood 2006 ; 

108 :1865. 

 

i. Introduction 

 

De nombreuses études ont été réalisées depuis la découverte de la présence de la 

mutation JAK2V617F dans les SMP négatifs pour le chromosome de philadelphie. La plupart 

de ces études s’accordent sur la forte présence de la mutation (90%) chez les patients atteints 

de PV, mais les résultats de ces études varient concernant la TE. Ces divergences sont 

potentiellement dues aux critères de diagnostic choisis, aux types de matériels cellulaires 

analysés, à la sensibilité de la technique de détection utilisée mais aussi et surtout au fait que 

toutes les études antérieures ont été réalisées chez des patients traités. 

Notre projet était donc de mettre au point une technique de détection fiable et sensible 

de PCR quantitative spécifique d’allèle, utilisable à la fois sur l’ADN génomique et sur 

l’ADN complémentaire, qui nous permettrait de déterminer la fréquence de la mutation 

JAK2V617F et la quantification de son niveau d’expression. Nous avons ainsi étudié le taux 

d’expression, au niveau de l’ARN messager, des formes sauvage et mutée de JAK2 dans les 

granulocytes d’une cohorte de patients comprenant 60 TE et 62 PV au diagnostic en 

comparaison avec une cohorte contrôle comprenant 24 polyglobulies secondaires, 28 

érythrocytoses pures et 24 thrombocytoses réactionelles. Nous avons également étudié une 

série de contrôles composée de 40 donneurs sains et de 18 patients pré-opératoires. Les 

diagnostics ont été établis selon les critères de l’OMS : taux d’hémoglobine et hématocrit 

augmentés, absence de cause de polyglobulie secondaire et taux d’Epo sérique bas. En plus de 

ces critères conventionnels, les diagnostics ont été réalisés par des tests de formation de 

colonies endogènes érythroïdes et mégacaryocytaires, des dosages d’Epo et la RT-qPCR de 

détection de PRV-1. 
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II.  Conclusion et commentaires 

 

Cette étude a permis de confirmer la présence de la mutation JAK2V617F au 

diagnostic des SMP et donc l’importance de sa détection dans l’établissement du diagnostic. 

Nous retrouvons bien la mutation dans >90% des PV de notre cohorte, et la sensibilité de 

notre technique permet de détecter la mutation dans une plus grande proportion de TE (70% 

contre environ 50% dans les autres études). 

 Par ailleurs, nous avons observé que des patients atteints de PV ou de TE peuvent 

présenter des taux de JAK2V617F similaire (de 25% à 40%), mais des numérations 

globulaires, des profils de formation de colonies endogènes et des taux d’Epo sériques 

différents. La présence de la mutation et son niveau d’expression ne suffisent donc pas 

expliquer le phénotype de la maladie. 

 La PV étant considérée comme une maladie clonale, le fait que certains patients 

expriment des taux de JAK2V617F inférieurs à 30% suggère que seule une partie des cellules 

du clone SMP est mutée. Ces résultats ont été corroborés par une autre étude en 2006 

(Kralovics, Teo et al. 2006), qui a démontré, par des études de clonalité, que chez certains 

patients, seule une proportion du clone SMP est porteur de la mutation. Par conséquent, la 

mutation JAK2V617F peut être considérée comme un événement secondaire dans la mise en 

place du SMP au moins pour une partie des patients. 
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Importance de la détection de la mutation JAK2V617F dans le 

diagnostic d’un SMP latent. 

 

i. Etude de cas d’anémies réfractaires sidéroblastiques à taux de 

plaquettes élevé. 

 

2. Boissinot M et coll. The JAK2-V617F mutation and essential thromboctyhemia features in 

a subset of patients with refractory anemia with ringed sideroblasts (RARS). Blood 2006 ; 

108 : 1781. 

 

a) Introduction 

 

L’anémie réfractaire sidéroblastique (ARS) est un syndrome myélodysplasique 

caractérisé par une anémie dans laquelle au moins 15% des érythroblastes de la moelle 

osseuse sont des sidéroblastes. Dans 10 à 20% des cas, les patients présentent un taux de 

plaquettes élevé (> 500 x 10
9
/L). Cette élévation du taux de plaquettes peut être due soit à une 

thrombocytose réactionnelle, soit à un syndrome myéloprolifératif. La mutation JAK2V617F 

est présente dans 90% des PV et 70% des TE. Des analyses par séquençage ont déjà mis en 

évidence la présence de la mutation dans 5% des syndromes myélodysplasiques dont 4% 

d’ARS (Steensma, Dewald et al. 2005). 

Le but de cette étude a donc été d’évaluer la présence de la mutation JAK2V617F chez 

des patients présentant une ARS et une thrombocytose (ARS-T). 

Nous avons utilisé la technique de PCR quantitative alléle-spécifique (AS-qPCR) 

récemment mise au point par notre équipe, qui permet une détection sensible jusqu’à 0,5% de 

mutant dans l’ADN issus de patients. L’étude est rétrospective, elle regroupe une cohorte de 

16 patients atteints d’ARS entre 1986 et 2005 chez lesquels une thrombocytose a été 

observée. L’ADN génomique a été extrait à partir des granulocytes pour 2 patients et à partir 

de cellules fixées (myélogramme) pour les 14 patients restants. Les échantillons avaient été 

collectés au moment du diagnostic de la thrombocytose. 
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Figure 17: Sidéroblastes en couronne (photo donnée par le Dr Richard Garand) 

 

 

 

QuickTime™ et un
décompresseur TIFF (LZW)

sont requis pour visionner cette image.
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b)  Conclusion et commentaires 

 

Nous avons démontré que la détection de la mutation JAK2V617F par une technique 

sensible, en association avec la biopsie ostéomédullaire, est un outil utile au diagnostic d’une 

TE atypique dans les cas ARS-T. Les patients ainsi diagnostiqués ARS-TE se distinguent des 

autres ARS-T par un pourcentage de sidéroblastes inférieur et un taux de plaquettes plus 

élevé. De plus, lors des tests de formation de colonies endogènes, la TE secondaire à une 

ARS-T se démarque de la TE classique par l’absence de CFU-Mk endogènes et une apoptose 

importante dans les cultures contrôles en présence de cytokines. 

Ces résultats ont été confirmés ultérieurement par deux études (Szpurka, Tiu et al. 

2006; Schmitt-Graeff, Teo et al. 2008). 
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ii.  Etude de cas de thromboses digestives profondes 

 

3. Boissinot M, Lippert et coll. Latent myeloproliferative disorder revealed by the JAK2-

V617F mutation in patients with splanchnic vein thrombosis and normal or low hematocrit 

and platelet counts. Blood 2006 ; 108 : 3223. 

 

a) Introduction 

 

Les thromboses du système porte hépatique ou thrombose porte splanchnique (TPS) 

sont l’une des complications des SMP mais elles peuvent aussi parfois dissimuler un SMP 

latent. L’érythrocytose et la thrombocytose pouvant être masquées par l’hémodilution et/ou la 

splénomégalie, ce qui rend leur diagnostic difficile.  

Cette étude, à l’instar de celle réalisée sur les ARS-T, est rétrospective. Elle comporte 

une cohorte de 45 patients diagnostiqués TPS par Doppler et scanner multibarrettes. La 

particularité de cette étude est que les patients présentaient tous un hématocrite et un taux de 

plaquettes normaux ou bas.  

Dans le but de mettre en évidence la présence d’un SMP chez ces patients, nous avons 

utilisé deux tests révélant des caractéristiques spécifiques des SMP : l’AS-qPCR pour la 

détection de la mutation JAK2V617F et le test de pousse de colonies endogènes 

érythrocytaires et mégacaryocytaires. L’AS-qPCR a été réalisée à partir d’ADNc extrait de 

PNN du sang (37 patients) et/ou d’ADN extrait de colonies myéloïdes colorées au May-

Grünwald-Giemsa (11 patients). Le test de pousse de colonies endogènes, le dosage sérique 

de l’Epo ainsi que le niveau d’expression du gène PRV-1 dans les granulocytes de patients 

ont été réalisés dans le cadre de l’établissement du diagnostic. 
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Figure 18: Schéma des sites de thromboses hépatiques profondes. 
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b) Conclusion et commentaires 

 

Les résultats obtenus, concernant la détection de la mutation JAK2V617F et les tests 

de formation de colonies endogènes, sont en faveur de la recherche systématique de la 

mutation JAK2V617F dans le cadre du diagnostic d’un SMP latent (le plus souvent TE) dans 

les cas de thromboses digestives profondes.  

 

En conclusion des études (ARS-T et thromboses digestives), nous pouvons dire que la 

détection de la mutation JAK2V617F par AS-qPCR et le test de formation de colonies 

endogènes permettent le diagnostic de formes de SMP atypiques, le plus souvent des TE, dans 

les cas d’anémies réfractaires sidéroblastiques à fort taux de plaquettes et de thromboses 

hépatiques profondes présentant une numération globulaire normale ou basse. Dans le cas de 

TPS, il est important de noter que ces tests peuvent être réalisés pendant un traitement 

anticoagulant. Ces deux techniques représentent donc des outils fiables dans le diagnostic des 

formes atypiques ou latentes de SMP . Nous proposons donc qu’au moins la détection de la 

mutation dans les PNN du sang des patients soit réalisée systématiquement dans de telles 

situations. 
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Etude de la mutation JAK2V617F lors de transformation des SMP 

en leucémie aigue myéloïde  

 

4. Theocharides A, Boissinot M et coll. Leukemic blasts in transformed JAK2V617F positive 

myeloproliferative disorders are frequently negative for JAK2-V617F. Blood 2007 ; 110 : 

375. 

 

i.  Introduction 

 

Dans cette étude, réalisée en collaboration avec l’équipe du Dr Radek Skoda à Bâle, 

nous avons souhaité évaluer le rôle de la mutation JAK2V617F dans la transformation des 

SMP en leucémies aigues myéloïdes (LAM). La transformation en LAM est l’une des 

complications connues des SMP. La fréquence d’apparition de la mutation JAK2V617F dans 

les cas de novo de LAM est très rare (1%). La question principale était de savoir si la présence 

de la mutation JAK2V617F, fortement présente dans les SMP Phi-, favorise ou non la 

transformation en LAM. Dans la mesure où la transformation en LAM intervient dans moins 

de 10% des cas de SMP, le nombre de patients disponibles pour ce type d’étude est faible, 

c’est pourquoi les données disponibles jusqu’alors ne permettaient pas de conclure quant à 

l’implication de JAK2V617F dans la transformation. 

Au début de l’étude, nous avions une cohorte de 53 patients, atteints de SMP, ayant 

subi une transformation en LAM. Le statut JAK2 au diagnostic du SMP a pu être déterminé 

pour 22 patients sur 53, ce sont ces 22 patients qui sont détaillés dans l’article. Cependant, les 

échantillons au stade de la transformation en LAM étaient par contre disponibles pour tous les 

patients (n= 53). Concernant les 31 patients restants, dont le statut JAK2 n’a pas pu être 

déterminé en phase chronique du SMP, on remarquera, qu’au stade de la transformation en 

LAM, 9 sont négatifs pour la mutation JAK2V617F. Par contre, les 22 patients restants se 

sont révélés positifs dans les échantillons de cellules médullaires non purifiées au moment du 

diagnostic de LAM, on peut donc en déduire que ces patients présentaient déjà un SMP positif 

pour JAK2V617F. Quand la purification des blastes a pu être réalisée, il a été constaté que les 

blastes étaient en fait négatifs pour l’un des patients. Nous avons donc ici un patient 

supplémentaire présentant un SMP positif pour JAK2V617F et qui s’est transformé en LAM 

négative pour cette mutation. De plus, 5 patients se sont transformés en LAM positives pour 
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JAK2V617F. Enfin, il a été possible d’analyser 11 des 16 patients pour lesquels les blastes 

n’ont pas pu être purifiés. Ainsi il a été observé que 8/11 patients se sont, a priori, transformés 

en LAM négative pour JAK2V617F : en effet, ils présentent un taux de mutant (< 30%) 

nettement inférieur à la quantité de blastes (70% à 100%). Enfin, les trois derniers patients se 

sont, a priori, transformés en LAM positive pour la mutation JAK2V617F, en effet, ces 

patients présentaient un taux de mutant > 90% avec un pourcentage de blastes aux environs de 

15%. Au final, au sein de ce groupe supplémentaire de 22 patients, on dénombre 9 patients 

qui, d’un SMP positif pour JAK2V617F, se sont certainement transformés en LAM négative 

pour JAK2V617F. 

La détection de la mutation a été réalisée par  deux méthodes. La première méthode, 

utilisée par nos collaborateurs à Bâle, consiste en une PCR spécifique d’allèle (AS-PCR), 

basée sur les amorces antisens. Ces amorces sont fluorescentes et de tailles différentes. Les 

produits de PCR obtenus sont ensuite séparés par électrophorèse capillaire. La deuxième 

méthode est celle mise au point dans notre équipe. Cette technique est spécifique d’allèle et 

est également quantitative (AS-qPCR), elle a été décrite dans l’article 1 (Lippert, Boissinot et 

al. 2006). Les échantillons utilisés sont les suivants : ADN issus de myélogrammes ou de 

granulocytes et de lymphocytes T préalablement triés par FACS. Les blastes leucémiques ont 

également été isolés, soit par FACS, soit par microdissection laser à partir de myélogrammes 

avant d’en extraire l’ADN. D’autres analyses ont été réalisées, par l’équipe du Dr Skoda, 

concernant la recherche de perte d’hétérozygotie du chromosome 9p (9pLOH), des études de 

clonalité par inactivation du chromosome X (uniquement chez les femmes) : étude du 

polymorphisme au niveau d’un nucléotide du gène MPP1 (porté par l’X). 
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ii.  Conclusion et commentaires 

 

  

 Cette étude a mis en évidence que quand les patients positifs pour JAK2V617F se 

transforment en LAM, les blastes sont le plus souvent négatifs pour JAK2V617F. Cette 

évolution peut être expliquée par deux modèles : soit le clone leucémique se développe de 

novo à partir d’un progéniteur n’appartenant pas au clone SMP, soit les deux clones possèdent 

un progéniteur commun non porteur de la mutation JAK2V617F. Ce dernier modèle implique 

l’intervention d’un événement antérieur à la mutation JAK2V617F responsable de la clonalité 

dans le développement des SMP. Ce modèle est donc en faveur du caractère secondaire de 

l’apparition de la mutation JAK2V617F dans les SMP. 

 Ces résultats suggèrent également que la mutation JAK2V617F pourrait exercer un 

effet protecteur vis à vis de la transformation en leucémie comme le montre l’intervalle de 

temps plus court de transformation pour les patients atteints de SMP négatif pour la mutation 

JAK2V617F, par rapport aux patients porteurs de la mutation (3 + 2 ans vs 10 + 7 ans ; n= 

14 ; p= 0,013). 

 Enfin, cette étude aura été l’occasion de comparer deux techniques de détection de la 

mutation JAK2V617F et de constater que ces deux méthodes donnent des résultats similaires. 

 



 84 

III. Etudes des cytokines dans la Polyglobulie de Vaquez 

Formation de colonies érythroïdes endogènes par les progéniteurs 

médullaires en présence d’interleukine 11 et d’interleukine 8. 

1. Corre-Buscail I, Pineau D, Boissinot M, Hermouet S. Erythropoietin-independent erythroid 

colony formation by bone marrow progenitors exposed to interleukins 11 and 8. Exp Hematol 

2005 ; 33 :1299. 

 

i. Introduction 

 

La polyglobulie de Vaquez se caractérise par une production excessive de cellules 

érythroïdes matures et un taux d’Epo sérique bas. Les progéniteurs de PV sont hypersensibles 

aux cytokines et sont capables de générer des colonies érythroïdes endogènes (CEE) en 

absence d’addition de cytokines dont l’Epo. En complément de l’anomalie d’origine au 

niveau d’un progéniteur multipotent, la production de molécules intra- ou extra-cellulaires 

pourrait contribuer à rendre les progéniteurs plus sensibles à la réponse aux cytokines. De 

plus, il a été démontré que la formation des CEE est partiellement dépendante des cellules 

« accessoires » (cellules stromales médullaires, cellules endothéliales, macrophages, 

lymphocytes, toutes les cellules productrices de cytokines). 

Lors d’une précédente étude, notre équipe a mis en évidence l’hyperproduction d’IL-

11 et d’IL-8 chez les patients atteints de PV (Hermouet, Godard et al. 2002). Ces deux 

cytokines ont été mesurées à des taux élevés dans le sérum, le plasma médullaire et les 

surnageants de culture de cellules stromales de patients.  

L’étude dont il est question ici avait pour but de rechercher l’implication éventuelle de 

l’IL-11 et de l’IL-8 dans la formation de colonies endogènes érythroïdes caractéristiques de la 

PV. Des tests de formation de colonies endogènes sur gel de collagène ont été réalisés à partir 

de progéniteurs CD34+ et CD36+ cultivés en présence ou en absence de cytokines : Epo, 

SCF, IL-11 et IL-8. L’effet d’anticorps neutralisant anti-IL-11 et anti-IL-8 a également été 

étudié sur ces cultures. Enfin, nous avons procédé à des études de signalisation sur les voies 

JAK/STAT et MAPK ERK1/2. 
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ii. Conclusion et commentaires 

 

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence l’effet stimulant sur 

l’érythropoïèse de l’IL-11 et de l’IL-8 seules, ou associées. L’étude a confirmé la dépendance 

des progéniteurs de PV vis-à-vis des cytokines et notamment de l’IL-11 et de l’IL-8 mais 

aussi leur dépendance vis-à-vis des cellules du microenvironnement, productrices de 

cytokines, qu’elles soient hématopoïétiques ou non. En effet, on observe un plus grand 

nombre de colonies dans les cultures réalisées à partir de CMN contenant, en plus des 

progéniteurs, des macrophages, des cellules stromales et endothéliales, par comparaison avec 

les cultures de progéniteurs purifiés. 

Nous avons également démontré que l’exposition prolongée in vivo à l’IL-11 favorise 

la prolifération anormale des progéniteurs érythroïdes. Tout d’abord, l’IL-11 permet la 

formation de colonies à partir de patients PS et de donneurs sains en absence d’Epo. Un 

anticorps neutralisant anti-IL-11 ajouté dans la culture inhibe la formation de CEE. Et enfin, 

suite à la liaison de leurs ligands respectifs, les récepteurs de l’IL-11 et du SCF activent JAK2 

et contribuent donc à l’expression des caractères phénotypiques liés à la mutation. 

La mutation JAK2V617F est une mutation activatrice qui devrait donc conduire à une 

phosphorylation constitutive de JAK2 et de sa cible STAT5. Dans la mesure où les CEE 

peuvent être homozygotes pour JAK2V617F, on pourrait penser que la mutation est 

responsable de la pousse indépendante de l’Epo. Cependant, dans notre série, nous n’avons 

pas observé d’activation constitutive de JAK2 ni de STAT5 dans les érythroblastes de PV 

(hétérozygotes pour la mutation)  contrairement à ce qui avait été publié dans les plaquettes 

(Moliterno, Hankins et al. 1998). Depuis, des arguments en faveur d’un état hypersensible à 

l’activation de JAK2V617F (et non constitutif) ont été avancés. Il semblerait, en particulier, 

que la dimérisation du récepteur soit un pré-requis à l’activation de JAK2V617F (Lu, Huang 

et al. 2008). L’hypersensibilité des progéniteurs de PV aux très faibles taux de cytokines 

pourrait également être impliquée dans l’activation de JAK2V617F, en effet, les faibles taux 

de cytokines présents in vivo pourraient suffire à activer la kinase mutée. Dans notre étude, 

l’absence de détection d’activation constitutive de JAK2 s’expliquerait par le fait que les 

cellules ont été déprivées de cytokines plusieurs heures avant l’expérience. 

Il semblerait enfin, que l’IL-11 et l’IL-8 possèdent des rôles différents en fonction du 

stade de l’erythropoïèse : effet stimulant de l’érythropoïèse précoce puis diminution de la 

réponse dans les stades tardifs. Cette variation peut être due soit à une modification de 
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l’expression des récepteurs IL-11R , CXCR1 et 2 à la surface des cellules au cour de la 

maturation, soit au fait que les progéniteurs PV présentent un schéma de maturation différent 

de celui des progéniteurs normaux. 

In vitro, l’ajout d’IL-11 et d’IL-8 (en absence de cytokines) ne restaure pas 

complètement la pousse des colonies obtenues quand elles sont ajoutées aux cytokines des 

conditions contrôles. On peut donc penser que d’autres facteurs et notamment des cytokines 

encore non identifiées, peuvent être dérégulées dans la PV et ainsi contribuer à 

l’érythropoïèse anormale caractéristique de la PV. Ceci est d’ailleurs le sujet de l’étude 

suivante. 

 

 

 

 

.
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Etude de la dérégulation de cytokines dans la polyglobulie de 

Vaquez : source de production, dépendance vis-à-vis de 

JAK2V617F et contribution à l’élévation de l’hématocrite. 

 

6. Boissinot M, Corre I, Pineau D, Vilaine M, Jacques Y, Hermouet S  

Activation of the IL-11/gp130/STAT3 pathway in Polycythemia Vera.  

 

i.  Introduction 

 

Plusieurs études ont mis en évidence la dérégulation de la production de cytokines 

dans la PV, dont l’hyperproduction d’IL-11 (Hermouet, Godard et al. 2002; Ho, Lasho et al. 

2007). De plus, la découverte de la mutation JAK2V617F, en 2005, a apporté de nouvelles 

questions quant à l’implication de cette mutation dans la régulation de la production de 

cytokines dans les SMP. La tyrosine kinase JAK2 agit en aval des récepteurs de cytokines 

hématopoïétiques, tels que l’EpoR, c-Mpl, le G-CSFR. Cependant dans la PV, les taux 

sériques d’Epo, de Tpo et de G-CSF sont normaux ou bas. Par ailleurs, JAK2 intervient dans 

la signalisation en aval de la chaîne commune des récepteurs de la famille IL-6 : la gp130. 

Notre équipe a déjà mis en évidence la surproduction d’IL-11 dans le sérum et les 

surnageants de cultures progéniteurs et de cellules stromales de patients atteints de PV. Nous 

avons, donc dans cette étude, voulu déterminer si l’expression d’autres cytokines ou 

molécules de signalisation, liées à l’activation de JAK2, étaient dérégulées dans la PV. Pour 

cela, nous avons tout d’abord testé des pools de sérum et des pools de plasma médullaire de 

patients atteints de PV en comparaison avec des contrôles atteints de PS sur des membranes 

permettant la détection de 120 cytokines et récepteurs au total. Suite à cette étape, nous avons 

testé, par ELISA, les molécules apparues intéressantes (IL-11, HGF, TIMP-1, Leptine, MCP-

1), individuellement chez chaque patient. Enfin, nous avons réalisé une étude par RT-qPCR 

sur les ADNc de différents types cellulaires de patients (cellules stromales, progéniteurs 

CD34+, érythroblastes GpA+, Lymphocytes CD3+). Dans cette dernière partie, nous avons, 

en plus des cytokines (IL-11, IL-6, HGF, TIMP-1), étudié l’expression de récepteurs (gp130 

et c-Met : récepteur de l’HGF) et de molécules de signalisation (JAK2 forme sauvage et 

forme V617F, STAT3 et STAT5). Finalement, nous avons réalisé des études statistiques qui 

nous ont permis d’étudier les corrélations entre les niveaux d’expression de ces molécules et 

la mutation JAK2V617F, ainsi que de déterminer les sources principales de production. 
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Abstract 

Using cytokine arrays and ELISAs (analyses of serum and bone marrow (BM) plasma) and 

quantitative RT-PCRs (analyses of purified cells: BM mesenchymal stromal cells (BMMSC), 

CD3+ lymphocytes, CD34+ progenitors, GPA+ erythroblasts), we investigated cytokine 

deregulation in PV patients compared to controls with idiopathic or secondary erythrocytosis. 

We found over-expression in PV of interleukin 11 (IL-11) and hepatocyte growth factor 

(HGF). The cytokines were mainly produced by BMMSC but also by erythroblasts, in which 

mRNA levels of IL-6, IL-11, HGF and its receptor, c-MET, were correlated. Compared to 

controls, PV erythroblasts expressed high mRNA levels of HGF, IL-11, gp130, the receptor 

chain common to IL-6 and IL-11, and STAT3, confirming activation of an IL-11/STAT3 

pathway in these cells. In contrast, mRNA levels of c-MET, JAK2 and STAT5 were similarly 

high in PV and control erythroblasts. No correlation was found between cytokine or receptor 

and JAK2-V617F mRNA levels. Highlighting cooperation between the STAT3 and STAT5 

pathways, STAT5 mRNA levels correlated with those of 4 STAT3-activating molecules, c-

MET/HGF/IL-11/IL-6. Last, hematocrit correlated only with IL-11 levels in serum. Hence, 

the data suggest that JAK2-V617F-independent activation of an IL-11/STAT3 pathway in 

clonal erythroblasts contributes to the elevation of hematocrit in PV. 

 

Abstract : 196 mots    

Text : 3176 mots 

 

 

Introduction 

Polycythemia Vera (PV) is characterized by chronic, excessive production of erythrocytes 

associated with variable leukocytosis and thrombocytosis and the presence of the activating 

V617F mutation of JAK2 (JAK2-V617F) (1-3). High expression of JAK2-V617F induced 

polycythemia in murine models (4-6). However, quantitative studies of patients at the time of 

diagnosis showed that the JAK2-V617F burden correlates positively only with leukocyte and 

neutrophil counts, not with hematocrit (7). Indeed, there is mounting evidence that onset of 

clonality and/or disease phenotype may be due to other molecular abnormalities (8-11). In 

patients, increased transcription of JAK2 is typical of both secondary erythrocytosis (SE) 

(wild-type JAK2) and PV (wild-type and mutated JAK2) (7). Hence, chronic elevation of 
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hematocrit is associated with simultaneous high expression and activation of JAK2. However, 

multiple copies (>2 per cell) of the JAK2 gene bearing the V617F mutation are found in a 

minority of PV patients (12). We hypothesized that the increased JAK2 activity associated 

with elevation of hematocrit may be induced by cytokines. Most are produced mainly by bone 

marrow (BM) mesenchymal stromal cells (BMMSC) but some are also produced by 

hematopoietic progenitors, which in PV remain cytokine-dependent (13-15). We used 

cytokine arrays to screen blood serum, BM plasma and culture supernatants of BMMSC from 

PV and SE patients for over-expression of pro-erythroid cytokines. The molecules identified 

were then studied at the protein and mRNA levels using ELISA and quantitative RT-PCRs in 

purified cells, and results were correlated with the JAK2-V617F allelic ratio (%JAK2-V617F) 

and blood cell counts. Signalling pathways were also investigated. 

 

Materials and Methods 

Patients. With consent, serum and/or BM plasma samples were obtained from 107 patients at 

the time of diagnosis (58 PV, 37 secondary erythrocytosis (SE), 12 idiopathic erythrocytosis 

(IE)). Diagnosis of PV was made according to WHO criteria (16,17). All PV had low serum 

erythropoietin (EPO) and endogenous erythroid colonies (EEC); all SE had high or normal 

serum EPO, no EEC and an identified cause of SE; IE patients had normal serum EPO and no 

EEC. JAK2-V617F status was established for 93/107 patients; 34/34 SE and 8/8 IE tested 

were negative; 48/51 PV tested were found positive for JAK2-V617F. Serum was also 

obtained from 17 healthy donors. Due to occasional insufficient sample collection, serum and 

BM assays were not performed for all patients. 

Cell preparations. Adherent BMMSC were obtained after 12 days of culture in RPMI 

medium and 10% foetal bovine serum as described (15). Blood granulocytes were isolated 

from the lower interphase of a Ficoll density gradient (7,18). CD34+ cells (purity >95%), 

CD3+ lymphocytes (purity >98%) and GPA+ erythroblasts (purity >98%) obtained from 

frozen BM mononuclear cells (BMMC) were purified using Microbead kits (Miltenyi Biotec, 

Germany). All cells pellets were kept in 500 µl Trizol (Invitrogen, Frederick, MD) and stored 

at –80°C until mRNA extraction.  

Cytokine and signalling molecules studies. Cytokine profiles of serum and BM plasma, kept 

frozen at -80°C, were analysed using cytokine arrays VI and VII (Raybiotech, Inc.; the list of 

cytokines tested is shown in Annex 1) and ELISAs, following the manufacturers’ instructions. 

Quantikine kits for IL-11 and IL-6 (R&D Systems, Abingdon, UK); IL-8, leptin and HGF 

EASIA kits (BioSource Europe); MCP-1 and TIMP-1 instant kits (Bender Medsystems, 
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Vienna, Austria). For mRNA studies, cells pellets kept in 500 µl Trizol were submitted to 

mRNA extraction. After DNAse treatment and reverse transcription (RT), cDNAs were kept 

frozen at –80°C. qPCRs for TIMP-1, HGF, IL-11, IL-6, c-MET, gp130, STAT3, STAT5, as 

well as ß-actin and RPLP, used as control genes, were performed with specific primers and 

probes (see Annex 1) on Rotorgene 3000 (Corbett Research, Australia). Dilutions of DNA 

preparations of pCR4-TOPO-TA constructs containing the relevant amplicons were used as 

copy number standards for qPCR assays. Results were expressed as mean numbers of copies 

per 1000 copies of RPLP0.  

Quantification of JAK2-V617F. Genomic DNA was prepared using QiaAmp DNA mini-kit 

(Qiagen, Valencia, CA). JAK2 allele-specific quantitative PCRs (AS-qPCRs) were performed 

as described (7,19). 

Clonogenic assays. BFUE and CFU-GM assays in collagen-based medium were performed 

without cytokines or with stem cell factor (SCF, 25 ng/ml), hepatocyte growth factor (HGF, 2 

ng/ml) or anti-HGF or irrelevant control antibody (2 g/ml) using frozen blood or BMMC, as 

described (15,18). 

Statistical analysis. Pearson’s and Spearman’s rank correlation tests were used to investigate 

potential relationship between cytokine levels, %JAK2-V617F and blood cell counts. The 

Mann-Whitney test was used to investigate differences in mRNA and protein levels. P<0.05 

was statistically significant. 

 

 

Results  

1. Detection of cytokines over-expressed in PV. 

Cytokine arrays were used to detect over-expression of cytokines in pools of serum from PV 

patients, compared to healthy donors and SE patients, and pools of BM plasma from PV 

patients, compared to SE patients (Supplementary Figure 1). Serum from SE and PV patients 

differed from serum of healthy donors by high levels of IL-8, leptin and macrophage 

chemotactic protein-1 (MCP-1). PV differed from SE by a high level of hepatocyte growth 

factor (HGF) in serum, and high levels of HGF and tissue inhibitor of metalloproteases-1 

(TIMP-1) in BM plasma. The five molecules are linked to inflammation, as is IL-11, 

previously reported elevated in PV (20-22). IL-8, leptin, MCP-1, HGF, TIMP-1, plus IL-6, 

IL-11 and SCF were then measured in series of PV and SE patients using ELISAs (Table 1). 

Levels of MCP-1 were similar in PV and in SE. The level of leptin in serum, which could be 

studied only in male patients, was found lower in PV than in SE. PV TIMP-1 levels were 
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significantly elevated only in BM plasma. High serum and BM plasma levels of HGF, IL-11 

and IL-8 in PV were confirmed. IL-11 was detected in BM plasma of 11/26 PV but in only 

2/25 SE (p=0.033) and IL-11 levels were higher in PV than in SE, by 8 fold. Therefore, the 

rest of the studies focused on HGF and IL-11. 

HGF and IL-11 are known to have positive effects on erythroid progenitor growth and the two 

molecules act sequentially: HGF induces production of IL-11, and also of TIMP-1, which 

inhibits cleavage and activation of HGF (15,20,23-25). Accordingly, serum levels of TIMP-1 

and HGF, and BM plasma levels of IL-11, IL-6 and IL-8, were correlated, although weakly: 

TIMP-1/HGF, n=32, r=0.42, p=0.02; IL-11/IL-6: n=29, r=0.51, p<0.01; IL-11/IL-8: n=60, 

r=0.43, p<0.01. Interestingly, serum HGF levels correlated with blood counts of neutrophils 

(n=21, r=0.71, p<0.005). A weak correlation was found between serum IL-11 levels and 

hematocrit (n=45, r=0.43, p<0.01).  

2. Sequential production of HGF, IL-11, IL-6 and IL-8 by PV BMMSC. 

To confirm that HGF regulated expression of IL-11, which in turn may regulate expression of 

IL-6 and IL-8, we used BMMSC, which are major producers of cytokines linked to 

inflammation. ELISA performed on supernatants of 31 BMMSC cultures (12 PV, 5 IE, 14 

SE) detected little HGF. In contrast, IL-11 and IL-8 were found at high levels in supernatants 

of PV BMMSC (Table 1), which produced on average 6 times more IL-11 and IL-8 than SE 

BMMSC. IL-11 and IL-8 levels were correlated (n=31, r=0.74, p<0.01). Fifteen BMMSC 

cultures (4 PV, 2 IE, 9 SE) were then stimulated either with HGF to study IL-11 production, 

or with IL-11 to study IL-6 and IL-8 production (Figure 1). HGF significantly increased IL-11 

and TIMP-1 production by PV BMMSC (not shown) and IL-11 significantly increased the 

production of both IL-8 (Figure 1A) and IL-6 (Figure 1B). In the presence of IL-11, the 

median production per 1000 BMMSC per 48 hrs raised from 2.7 to 5.5 pg (+104%) for IL-8, 

and from 15.9 to 29.1 pg (+83%) for IL-6. Increases in IL-8 and IL-6 BMMSC production 

induced by IL-11 were similar in PV and SE cultures. Exposure to IL-8 had no effect on IL-

11 and IL-6 production (not shown).  

3. Analysis of cytokine mRNA expression in purified cells. 

The data described above suggested that IL-11 and HGF may be produced by different cell 

types in PV. In addition to BMMSC, we studied CD3+ lymphocytes  - recently described as 

IL-11 producers in PV (22), CD34+ progenitor cells and GPA+ erythroblasts purified from 

bone marrow of 6 PV patients and 7 control patients with SE and IE. The %JAK2-V617F 

measured in granulocyte DNA of PV patients ranged from 10% to 77%. Expression of HGF, 

IL-11 and IL-6 mRNAs was studied in purified cells using RT-qPCRs (Figure 2, 
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Supplementary Table 1). In PV and in SE, BMMSC were the main producers of HGF and IL-

6 (Figure 2A). HGF and IL-6 mRNA levels were weakly correlated in PV BMMSC (n=16, 

r=0.54, p=0.03). Cytokine production by CD3+ lymphocytes (Figure 2B) and CD34+ 

progenitors (Figure 2C) was negligible. Compared to SE, PV GPA+ erythroblasts expressed 

significantly high levels of HGF and IL-11 mRNA (Figure 2D). An excellent correlation was 

found between mRNA levels of HGF, IL-11 and IL-6 in both PV and SE erythroblasts (n=5, 

r=1.00, p<0.02 for each) (Supplementary Table 1). No correlation was found between JAK2-

V617F (% or mRNA levels) measured in each of the cell types studied and HGF, IL-11 or IL-

6 mRNA levels.  

4. Analysis of mRNA expression of receptors for HGF, IL-11 and IL-6, and other 

signalling molecules in purified cells. 

Expression of c-MET, the HGF receptor; gp130, the receptor chain shared by IL-11 and IL-6; 

wild type JAK2 and JAK2-V617F, STAT3 and STAT5 was analysed in purified BM 

progenitors and in BMMSC using RT-qPCRs (Figure 3). Compared to SE, PV GPA+ 

erythroblasts expressed high mRNA levels of gp130 and STAT3, consistent with activation of 

STAT3 via IL-11/IL-6/gp130 in these cells. In contrast, mRNA levels of c-MET, JAK2 and 

STAT5 were similar in PV and SE erythroblasts. No correlation was found with JAK2-V617F 

mRNA levels. In PV erythroblasts, c-MET, HGF, IL-11 and IL-6 mRNA levels were 

correlated and the 4 STAT3-activating molecules correlated negatively with total JAK2 and 

positively with STAT5 (Supplementary Table 1). As expected, PV CD34+ progenitors 

expressed more STAT3 than STAT5 but there was no significant difference in mRNA levels 

of STAT3, STAT5, JAK2, c-MET and gp130 between PV and SE CD34+ cells. No difference 

in expression of the 5 molecules was observed between PV and SE in BMMSC and CD3+ 

lymphocytes. There was also no correlation in PV and SE between STAT5, STAT3 and c-

MET mRNA levels, nor between HGF, IL-11, IL-6 and JAK2 mRNA levels in CD34+ cells, 

BMMSC or CD3+ cells (Supplementary Table 1).  

5. Analyses of erythroid cell lines depending on JAK2 status. 

Similar studies were performed in 5 human erythroid cell lines, UT-7, TF-1 and K562 (JAK2-

V617F-negative) and UKE-1 and HEL (homozygous for JAK2-V617F). As shown in Figure 

4, cytokine expression varied among cell lines, independently of their JAK2-V617F status. 

mRNA levels of the three cytokines were low in UKE-1, UT-7 and TF-1 cells and high in 

HEL cells, particularly for HGF. K562 cells, which express BCR-ABL, revealed high levels 

of IL-6 and IL-11 mRNAs but very low levels of HGF mRNAs. Consistently, IL-11 and IL-6 
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mRNA levels were correlated (n=5, r=1.00, p=0.017), but did not correlate with HGF mRNA 

levels. ELISA confirmed the production of HGF and IL-11 by HEL cells (data not shown). 

Expression of c-MET, gp130, JAK2, STAT3 and STAT5 was also studied (Figure 5). 

Expression of c-MET was high in HEL and K562 cells, low in the 3 other cell lines. K562 

expressed >10 fold more gp130 mRNA than the other cell lines. In the five cell lines, gp130 

mRNA levels correlated with STAT3 (r=1.00, p<0.01), STAT5 expression was high in HEL 

and TF-1 cells only. Last, mRNA expression of total JAK2 was high in UT-7 (JAK2-V617F-

negative cell line, with low IL-11 and IL-6 mRNA expression), in K562 (JAK2-V617F-

negative cell line, with high IL-11 and IL-6 mRNA expression) and in HEL (100% JAK2-

V617F cell line, with high IL-11 and IL-6 mRNA expression). mRNA expression of total 

JAK2 was low in UKE-1 (100% JAK2-V617F cell line, with very low levels of HGF/IL-

11/IL-6 mRNAs) and in TF-1 (JAK2-V617F-negative cell line, with low HGF/IL-11/IL-6 

mRNA expression). One explanation for the high JAK2 expression in HEL cells was their 

number (>2/cell) of chromosomes 9p, which carry JAK2 genes, as well as duplication of 

mutated JAK2 genes. However, the highest JAK2 mRNA levels were found in K562 cells and 

in EPO-dependent UT-7 cells.  

These results, summarized in Table 2, were consistent with the constitutive activation of an 

IL-11/IL-6/STAT3 pathway in PV erythroblasts and in erythroid cell lines, independently of 

JAK2-V617F. Of note, high mRNA levels of IL-11 and IL-6, associated with high expression 

of c-MET, HGF and JAK2, a characteristic of PV erythroblasts, was found only in HEL cells. 

6. Effect of HGF and anti-HGF antibodies on erythroid colony formation by PV 

progenitors. 

We previously reported that PV erythroid progenitors were partially dependent on IL-11, as 

neutralizing anti-IL-11 antibody (Ab) could block in vitro BFU-E and CFU-E growth in 

cultures of BM mononuclear cells (BMMC) from PV patients (15). BMMC from 4 PV 

patients were grown in vitro with HGF and anti-HGF Ab. Addition of HGF or anti-HGF Ab 

had no effect on the formation of endogenous colonies, erythroid (EEC) or megakaryocytic 

(EMC), nor on the formation of BFU-E, CFU-GM and CFU-M colonies in the presence of 

cytokines (data not shown).  
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Discussion 

The study provides evidence of the deregulation in PV erythroblasts of a cascade of cytokines 

- HGF, IL-11, IL-6 - and of a receptor common to IL-11 and IL-6 - gp130. All are known 

stimulants of myeloid hematopoiesis via activation of STAT3. We also provide evidence that 

overexpression of IL-11 and STAT3 is likely independent from JAK2-V617F. IL-11 

deregulation in PV erythroblasts is highly relevant to PV pathogenesis, as hematocrit 

correlated only with serum IL-11 levels. Altogether, these observations are consistent with a 

yet unidentified molecular event in PV, likely independent of JAK2-V617F, leading to 

activation of STAT3 via IL-11/IL-6 in erythroblasts and contributing to their excessive 

proliferation. 

Deregulation of HGF, IL-11 and IL-6 has been described in another hematological 

malignancy, multiple myeloma (26,27). As in malignant plasma cells, both HGF and its 

tyrosine kinase receptor, c-MET, were found expressed at high levels in PV erythroblasts, 

which also over-expressed simultaneously IL-11 and its receptor, gp130. Of note, HGF, IL-11 

and IL-6 mRNAs were also over-expressed in PV BMMSC, possibly in response to paracrine 

stimulation by HGF and IL-11 produced by PV progenitors. Indeed, mRNA levels of HGF, 

IL-11 and IL-6 were correlated only in PV erythroblasts but exposure of BMMSC to HGF 

stimulated their production of IL-11, which in turn induced secretion of IL-6 and IL-8. We 

also found high levels in PV of TIMP-1, a molecule that negatively controls HGF activity, 

and recently reported over-expressed in another MPD, primary myelofibrosis. Over-

expression of IL-6 by megakaryocytes had been reported in PV (28-30). Thus, as represented 

in Figure 6, at least two autocrine/paracrine HGF/IL-11/IL-6 loops co-operate in PV bone 

marrow: one concerns BMMSC, the main producers of HGF; the other concerns 

erythroblasts, the main producers of IL-11; others progenitors, such as megakaryocytes, not 

studied here, may also be concerned. 

The JAK2-V617F-independence, if confirmed, of over-expression of HGF, IL-11, gp130 and 

STAT3 in PV erythroblasts is not unexpected. An increase in HGF production is a common 

cellular response to hypoxia, mediated by hypoxia-inducible factor-1 (HIF-1) and it is now 

established that some cases of congenital and familial polycythemia are caused by mutations 

of genes of the oxygen sensing pathway, notably HIF-1 (31-33). This pleads for a 

physiological role of HGF as a regulator of erythropoiesis. In other cell systems, the action of 

HGF in cell scattering, metastasis and notably, in reduction of apoptosis via activation of 

STAT3, are established. Of note, IL-11 and IL-6 also regulate cell survival and prevention of 

apoptosis via STAT3. In addition to multiple myeloma cells, many solid tumors appear to be 
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dependent on sustained c-MET activity for their growth and survival, and c-MET mutations 

are not rare in human cancers. In consequence, c-MET and HGF have become novel targets in 

cancer therapy (34-38).  

c-MET belongs to a family of so-called “dependence receptors”, which induce cell death 

unless they are activated by their ligand (34,39). Disturbing the equilibrium between ligand 

and receptor, either by over-expression of ligand or by deletion or inactivation of the receptor, 

leads to inappropriate cell survival, excessive cell proliferation, accumulation of genetic 

abnormalities and eventually, cell transformation (39). In PV erythroblasts, both c-MET and 

HGF were expressed at high levels, which may lead to activation of STAT3, either directly or 

via increased autocrine production of IL-11 and IL-6 and their receptor, gp130. Consistent 

with balanced cooperation between the STAT3 (cell survival) and STAT5 (proliferation and 

differentiation) pathways, c-MET/HGF/IL-11/IL-6 and STAT5 mRNA levels correlated 

positively in PV erythroblasts. Accordingly, others have reported over-expression in PV of 

SOCS3, a negative regulator of signalling of both IL-11, activator of JAK2/STAT3, and EPO, 

activator of JAK2/STAT5 (40). 

The present study did not address the cause(s) of the over-stimulation of the IL-11/IL-

6/STAT3 pathway in PV, which might be multiple but likely depend(s) on a combination of 

an intrinsic molecular abnormality and external stimulation by HGF and other cytokines 

produced by BMMSC and other cells of the BM micro-environment (Figure 6). HGF-

mediated activation of the IL-11/IL-6/STAT3 pathway may vary during erythroid 

differentiation, and one cannot exclude that the stages of differentiation attained by GPA+ 

erythroblasts might differ in PV and in SE. Differentiation-dependent or not, it seems unlikely 

that activation of the IL-11/IL-6/STAT3 pathway is a consequence of JAK2-V617F, as no 

correlation was found in patient erythroblasts and in UKE-1 and HEL cells between JAK2-

V617F and HGF/IL-11/IL-6 expression. Up-regulation of c-MET mRNA expression in 

presence of high levels of HGF in PV erythroblasts could be sufficient to allow chronic over-

stimulation of the STAT3 pathway. Located on the long arm of chromosome 7, frequently 

mutated in cancer and deleted in myeloid malignancies, c-MET seems a good target. One may 

also consider the possibility of acquired activating mutations of genes of the oxygen-sensing 

pathway leading to increased HGF expression. The genes encoding receptors for IL-11 and 

IL-6 - specific alpha chains, common gp130 chain - are other possible candidates. Using 

animal models, Jenkins et al. (41,42) convincingly demonstrated that a threshold of gp130-

dependent STAT3 signalling is critical for normal regulation of hematopoiesis and that 

abnormal gp130-induced activation of the STAT3 pathway leads to clinical and biological 
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features typical of MPD. Interestingly, in mice disruption of STAT3 activity via gp130 

resulted in increased IL-11 and IL-6 expression; expression of HGF and c-MET was not 

studied. Over-stimulation of the STAT3 pathway signalling would presumably reduce cell 

apoptosis and predispose cell to mutations (39). In any case, the cause(s) leading to HGF/IL-

11/gp130/STAT3 over-expression in PV could be either primary - pre- JAK2-V617F - events, 

or “passenger” events, occurring before or after JAK2-V617F, as already reported in MPDs 

(9). 

In summary, we provided evidence in PV of activation of the HGF/c-MET and IL-

11/gp130/STAT3 pathways, which contributes to the expansion of clonal erythroblasts and to 

the elevation of hematocrit and is likely JAK2-V617F-independent. The molecular event(s) 

responsible for increased expression of HGF, IL-11, gp130 and STAT3, remain(s) to be 

identified. Blocking c-MET, HGF/IL-11/IL-6 production and STAT3 activation might be of 

interest in the treatment of PV, as reported in multiple myeloma and other malignancies (35-

38). 
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Figure Legends. 

Figure 1: Cytokine secretion by BMMSC of SE and PV patients. 

Adherent BM mononuclear cells (BMMC) were grown in vitro for 12 days weeks in RPMI 

and 10% foetal bovine serum (BMMSC), then scraped and pelleted for mRNA studies, or 

stimulated with IL-11 for 48 hrs prior to culture supernatant collection for ELISA assays. IL-6 

and IL-8 were measured using the Quantikine kit for human IL-6 (R&D Systems, Abingdon, 

UK) and the IL-8 EASIA kit (BioSource Europe). A: IL-8 secretion; B: IL-6 secretion. 

Figure 2: Cytokine mRNA expression in BMMSC, CD3+ lymphocytes, CD34+ cells and 

GPA+ erythroblasts of SE and PV patients. 

Data shown are means of at least 3 determinations. Mann-Whitney’s rank sum test was used 

to analyse data; p<0.05 was statistically significant. A: BMMSC; B: purified CD34+ cells; C: 

purified CD3+ cells; D:  purified GPA+ erythroblasts. 

Figure 3: mRNA expression of c-MET, gp130, JAK2, STAT3 and STAT5 in BMMSC, 

CD3+ lymphocytes, CD34+ cells and GPA+ erythroblasts of SE and PV patients. 

Data shown are means of at least 3 determinations. Mann-Whitney’s rank sum test was used 

to analyse data; p<0.05 was statistically significant. A: BMMSC; B: purified CD34+ cells; C: 

purified CD3+ cells; D: purified GPA+ erythroblasts. 

Figure 4: Cytokine mRNA expression in erythroid cell lines. 

Data shown are means of at least 3 determinations. Mann-Whitney’s rank sum test was used 

to analyse data; p<0.05 was statistically significant. A: IL-11; B: IL-6; C: HGF. 

Figure 5: mRNA expression of c-MET, gp130, JAK2, STAT3 and STAT5 in erythroid cell 

lines. 

Data shown are means of at least 3 determinations. Mann-Whitney’s rank sum test was used 

to analyse data; p<0.05 was statistically significant. A: c-MET; B: gp130; C: total JAK2; 

D:STAT3; E: STAT5. 

Figure 6: Model for interactions between HGF, IL-11 and IL-6 in the bone marrow of PV 

patients and activation of the STAT3/STAT5 pathways.  

HGF, IL-11 and IL-6, mainly produced by BMMSCs (HGF, IL-6) and GPA+ erythroblasts 

(IL-11), act as autocrine/paracrine factors and activate the JAK2/STAT3 pathway. This 

activation is independent of JAK2-V617F and likely contributes to abnormal hematopoiesis in 

PV. The mechanism of TIMP-1 inhibition of HGF release and activation is also described. 
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Table 1: Cytokine levels in serum, BM plasma and BMMSC supernatants of patients with polycythemia. 
 

 

  SERUM (pg/ml) BM PLASMA (pg/ml) BMMSC (pg/1000 BMMSC/48 hrs) 

CYTOKINE SE IE PV SE IE PV SE IE PV 

IL-11   

 

Nbr 

Mean + SD 

20 

0.5 + 2.4 

10 

2.1 + 4.8 

32 

99.1 + 443 

25 

1.0 + 4.4 

12 

3.4 + 8.2 

26 

8.4* + 13.3 

14 

2.2 + 2.1 

5 

3.7 + 3.3 

12 

13.0* + 15.1 

IL-8 

 

Nbr 

Mean + SD 

  

17 

1196** + 2311 

10 

1457** + 

3062 

31 

2566** + 

4518 

26 

770 + 1195 

12 

1599 + 1619 

23 

3665* + 

5040 

13 

4.4 + 4.2 

 

5 

4.8 + 4.8 

 

12 

26.5* + 31.8 

 

IL-6 

 

Nbr  

Mean + SD 

 

9 

25.6 + 72.2 

6 

5.9 + 6.1 

13 

166 + 473 

11 

2275 + 3123 

8 

6799 + 

12180 

10 

6259 + 

13057 

6 

59.2 + 66.4 

 

4 

46.2 + 31.7 

 

7 

74.7 + 87.3 

 

SCF 

 

Nbr 

Mean + SD 

8 

651 + 170 

4 

699 + 225 

10 

643 + 131 

10 

570 + 206 

5 

635 + 77 

9 

488 + 95.3 

 

ND 

 

ND 

 

ND 

HGF 

 

Nbr 

Mean + SD 

34 

1765 + 987 

 

ND 

49 

5176* + 

3071 

26 

4438 + 4544 

 

ND 

26 

7929* + 

4786 

6 

8 + 5 

 

 

ND 

11 

17 + 22 

 

Leptin  

(men only) 

 

Nbr 

Mean + SD 

  

31 

17368 + 10676 

 

ND 

17 

11153* + 

3053 

25 

7125 + 2231 

 

ND 

13 

7083 + 5201 

3 

800 + 500 

 

 

ND 

1 

2900 

TIMP-1  

 

Nbr 

Mean + SD  

32 

109470 + 

134570 

 

ND 

33 

125990 + 

78660 

26 

58520 + 

39800 

 

ND 

26 

102200* + 

77360 

5 

700 + 300 

 

 

ND 

9 

700 + 500 

 

MCP-1 

 

Nbr 

Mean + SD  

32 

717 + 1055 

 

ND 

33 

896 + 1139 

26 

1391 + 1496 

 

ND 

26 

2655 + 5060 

5 

4 + 4 

 

ND 

11 

29* + 24 

 

For each patient, cytokine values  were averages of duplicate  or triplicate measures. Data are expressed  as me an + standard deviation (SD) of cytokine values 

of groups o f patients. Nbr : num ber of patients tested. Normal cytokine values in ser um were, respectively: IL-11, 0-5 pg/ml; IL-8, 0-20 pg/ml; IL-6, 0-12 

pg/ml;  SCF, 550-1440 pg/ml; HGF, 663-1283 pg/ml; T IMP-1, 259000-661000 pg/ml; M CP-1, 109-139 pg/ml; leptin (men), 2200 -7800 pg/ml.  Normal BM 

plasma values  were not defined  and SE values  were used as controls.  Because only 3 SE patients w ere female, PV and SE leptin levels  were compared only 

for men. Serum leptin levels  of female PV patients (22061 + 15321 pg/ml) ten ded to be highe r than to those of h ealthy females  (10000 + 7300 pg/ml ) but 

differen ces were  not signi ficant.  (*) p < 0.05 compared to SE;  (**) p < 0.05 compared to healthy donors, Mann-WhitneyÕs rank sum test.  ND: not done. 
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Table 2: Analysis of cytokine expression in erythroid cell lines depending on JAK2 

status. 

 

 

 mRNA levels  (copies/1000  RPLP0 copies)  

 UKE-1 HEL UT-7 TF-1 K562 PV GPA+ 

erythroblasts 

SE GPA+ 

erythroblasts 

JAK2 1007 + 0 14251 + 

6303 

20054 + 

6422 

3461 + 

219 

24254 + 220 41 + 19 62 + 21 

HGF 23 + 0 2861 + 308 111 + 35 320 + 3 13 + 0 151 + 66 19 + 15 

IL-11 10 + 0 615 + 60 0.7 + 0 84 + 18 640 + 32 107 + 85 16 + 20 

IL-6 21 + 0 744 + 254 2 + 1 209 + 39 2948 + 166 172 + 121 60 + 63 

TIMP-1 1512 + 

1155 

32568 + 

4381 

666 + 317 6529 + 

1370 

87047 + 

13649 

173 + 131 14 + 10 

c-MET 0 585 + 164 7 + 4 0 441 + 37 383 + 442 327 + 338 

gp130 156 + 39 154 + 18 57 + 15 186 + 1 1165 + 34 90 + 49 36 + 27 

STAT3 457 + 70 1513 + 996 179 + 60 3303 + 

54 

30651 + 826 538 + 310 78 + 45 

STAT5 76 + 13 572 + 99 2 + 1 846 + 91 138 + 2 2470 + 3014 1061 + 1211 

JAK2 status 100% 

V617F 

100% 

V617F 

wild  type wild  

type 

wild  type 60% 

 V617F 

(Mean %) 

wild  type 

Cytokine 

dependence  

no no EPO GM-

CSF  

no 

(Bcr-Abl +) 
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Figure 3 
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Figure 4 :  
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Figure 5  
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Figure 6  
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Annex 2: Primers and probes used for cytokine RT-qPCRs. 

IL-11: Amplicon: 99 bp 

 Forward primer   5’-AACTGTGTTTGCCGCCTGGT-3’ 
 Reverse primer   5’-GGTCTGGGGAAACTCGAGGG-3’ 

 Probe    5’-TGAGCCTGTGGCCAGATACA-3’ 

  

IL-6: Amplicon: 124 bp 

 Forward prime r 5’-CCAGTACCCCCAGGAGAAGATTCC-3’ 
 Reverse primer  5’-CCTTTCTCAGGGCTGAGATGCC-3’ 

 Probe    5’-CAGACAGCCACTCACCTCTTCAG-3’ 

 

HGF:  Amplicon: 93 bp 

 Forward primer  5’-CCGTCCAGCAGCACCATGT-3’ 
 Reverse primer  5’-GATGGCGATGGGGAGCAG-3’ 

 Probe    5’-ACCAAACTCCTGCCAGCCC-3’ 

 

TIMP-1 : Amplicon 126 bp 

 Forward primer  5' CCA-CAG-ACG-GCC-TTC-TGC-AAT-T 3' 
 Reverse primer  5' AAC-CGG-ATG-TCA-GCG-GCA-TC 3' 

 Probe   5' CCT-CGT-CAT-CAG-GGC-CAA-GTT-C 3' 

 

ß-actin: Amplicon: 128 bp 

 Forward primer  5’-GATGCAGAACGAGATCACTGCCC-3’ 
 Reverse primer   5’-TCTGCTGGAAGGTGGACAGC-3’ 

 Probe    5’-AAGATCAAGGTCATTGCTCCTCCT-3’ 

  

RPLP0 : Amplicon 102 bp 

 Forward primer  5'-GTGATGTGCAGCTGATCAAGACTGG-3' 
 Reverse primer  5'-GGACACCAGCCCAAAGGAGA-3' 

 Probe   5'–GACAAAGTGGGAGCCAGCG-3' 

 
cMet : Amplicon 125 bp 

 

 Forward primer  5'- CCAGCTTGCTAGACAAATAGGAGCCA-3' 

 Reverse primer  5'- GATAGGGAATGCACACATGGCAGATC-3 

Probe   5'- TTT CGGGGTGTTCGCACAAAGC-3' 

 
STAT5 : Amplicon 130 bp common to alpha and beta forms 

 

 Forward primer  5'- AGAAGCACCAGAAGACCCTGCA-3' 
 Reverse primer  5'- CAGGACTGTAGCACGTCCAGG-3' 

 Probe   5'- CGAGCTGATCCAGTGGAAGCG-3' 

 
STAT3 : Amplicon 128 bp common to alpha and beta forms 

 
 Forward primer  5'- CTTTTTTACCAAGCCCCCAATTGGAACC-3' 

 Reverse primer  5'- ACCCTGAATAATTCACACCAGGTCCC-3' 

 Probe   5'- TGAGCTGGCAGTTCTCCTCCA C-3'  
 

gp 130 : Amplicon  102 bp common to variant forms 

 
 Forward primer  5'-GGGAAGAAAATGAGG TGTGAGTGGGAT-3' 

 Reverse primer  5'-GGCAACACACAAGTTTGCTGATTGCAAA-3' 

 Probe   5'-GGAAGGGAAACACACTTGGAGACAAACT-3'  
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Supplementary Figure 1: Analysis of cytokines present in pools of serum and BM plasma of SE and PV 

patients using cytokine arrays. Human Cytokine Array VI and VII (Raybiotech, Inc.) containing each 60 

cytokines and growth factors (See list in Annex 1) were used, following the manufacturer’s instructions, to 

screen pools of serum from healthy donors, SE and PV patients, as well as pools of BM plasma from SE and PV 

patients. Molecules giving a stronger signal - over-expressed - in SE compared to healthy donors, or in PV 

compared to SE, are encircled and indicated on right side of blots by the first letter of their name. H. donors: 

healthy donors; L: leptin ; M: MCP-1 ; H: HGF ; I: IL-8 ; T: TIMP-1. 
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Suppl Table 1: Correlations between mRNA levels of cytokines and signaling molecules. 
 

 

 

mRNA levels (copies/1000 RPLP0 copies) 

Cell Type PV SE 

 

BMMSC 

IL-6/ HGF 

n= 16 r= 0,54 p= 0,03* 

IL-6/HGF 

n= 11 r= 0,11 p= 0,73 

HGF/TIMP-1 

n= 5 r= 0,7 p= 0,23  

HGF/TIMP-1  

n=5 r= 1 p= 0,017* 

STAT3/ IL-6 

n=4 r= 1 p= 0,08 

STAT3/IL-6 

n= 5 r= -0,13 p= 0,78 

STAT3/gp130 

n= 4 r= 0,95 p= 0,08 

STAT3/gp130 

n= 5 r= 0,87 p= 0,08 

STAT3/Total JAK2 

n= 4 r= -0,2 p= 0,9 

STAT3/Total JAK2 

n= 5 r= 0,87 p= 0,08 

STAT5/gp130 G697C 

n= 5 r= -0,61 p= 0,35 

STAT5/gp130 G697C 

n= 7 r= 0,94 p= 0,007** 

cMet/IL-6 

n= 5 r= 0,9 p= 0,08 

c-Met/IL-6 

n= 6 r= 0,37 p= 0,49 

 

 

 

 

 

 

 

CD34+ cells 

c-Met/gp130 

n= 5 r= 0,87 p= 0,08 

c-Met/gp130 

n= 7 r= 0,53 p= 0,24 

IL-11/IL-6 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

IL-11/IL-6 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

IL-11/HGF 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

IL-11/HGF 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

IL-6/HGF 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

IL-6/HGF 

n= 5 r= 1 p= 0,017 

STAT5/c-Met 

n= 5 r= 0,9 p= 0,08 

STAT5/cMet 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

IL-11/STAT5 

n= 5 r= 0,9 p= 0,08 

IL-11/STAT5 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

IL-6/STAT5 

n= 6 r= 0,88 p= 0,03* 

IL-6/STAT5 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

HGF/STAT5 

n= 6 r= 0,94 p= 0,017* 

HGF/STAT5 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

gp130/STAT5 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

gp130/STAT5 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

Total JAK2/STAT5 

n= 5 r= - 0,98 p= 0,0028** 

Total JAK2/STAT5 

n=5 r= 0,6 p= 0,35 

IL-11/c-Met 

n= 5 r= 0,9 p= 0,08 

IL-11/c-Met 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

IL-6/c-Met  

n= 6 r= 0,9 p= 0,017* 

IL-6/c-Met 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

HGF/c-Met 

n=6 r= 0,88 p= 0,03* 

HGF/c-Met 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

gp130/c-Met 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

gp130/c-Met 

n= 5 r= 1 p= 0,017* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GPA+ 

erythroblasts 

Total JAK2/c-Met Total JAK2/c-Met 
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ii. Conclusion et commentaires 

 

Dans cette étude, Nous avons tout d’abord mis en évidence une augmentation de la 

production d’IL-6, d’HGF et de TIMP-1, une molécule impliquée dans la régulation de 

l’activité d’HGF. Nous avons également confirmé l’augmentation tu taux d’IL-11 dans le 

sérum et le plasma médullaire des patients atteints de PV. 

De plus, nous avons observé une dérégulation de l’expression au niveau de l’ARN 

messager d’IL-11, et d’HGF, de leurs récepteurs (c-Met et gp130) et de STAT3 (molécule de 

signalisation commune aux voies HGF/cMet et IL-11/gp130) dans les érythroblastes GpA+ de 

patients atteints de PV comparés aux contrôles PS. Nous avons également mis en évidence 

des corrélations entre les molécules activant STAT3 (IL-11, IL-6, HGF, cMet) et STAT5, ce 

qui indique l’existence d’une coopération entre les deux voies de signalisation dans les 

érythroblastes. 

Par ailleurs, nous avons observé des taux d’ARN messager d’IL-11, IL-6, d’HGF et de 

STAT5 supérieurs dans les précurseurs granulocytaires de patients atteints de PV (données 

non présentées dans l’article). Ces résultats confirment l’existence d’une dérégulation de la 

production de ces trois cytokines dans les cellules de la lignée myéloïde. Par contre, aucune 

corrélation entre les taux d’ARN messager des différentes cytokines et molécules de 

signalisation n’a été observée dans les précurseurs granulocytaires. Ce dernier résultat semble 

indiquer que la dérégulation du mécanisme de coopération entre les voies STAT3 et STAT5 

est spécifique des érythroblastes de patients atteints de PV. 

Nous avons démontré l’existence de corrélations entre les taux de cytokines et le taux 

de JAK2 total mais pas avec le taux de JAK2V617F indiquant que la dérégulation de leur 

production serait indépendante de cette mutation. Ces résultats sont complétés par l’étude 

similaire conduite sur les lignées érythroïdes, en effet, aucune corrélation n’a été observée 

entre le profil cytokinique et le statut JAK2 des lignées (WT ou homozygote V617F). 

Néanmoins, ces résultats ne sont pas une démonstration formelle de l’indépendance vis-à-vis 

de JAK2V617F. des expériences de transfections avec JAK2V617F sont en cours. Elles 

devraient permettre de déterminer l’impact de la surexpression de JAK2 et de la mutation 

JAK2V617F sur le profil d’expression cytokinique et sur l’expression des récepteurs à la 

surface des cellules 
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I. La mutation JAK2V617F dans les syndromes 

myéloprolifératifs. 

 

Fréquence et impact de la mutation JAK2V617F dans les SMP. 

 

Les syndromes myéloprolifératifs représentent un groupe de maladies hétérogènes 

caractérisées par l’augmentation de la prolifération d’une lignée myéloïde. L’origine clonale 

de l’hématopoïèse est l’un des phénomènes clés des SMP. Le clone malin peut toucher à la 

fois la lignée myéloïde, et la lignée lymphoïde (Ishii, Bruno et al. 2006; Li, Kralovics et al. 

2008). La PV et la MFP présentent toujours une hématopoïèse clonale, cependant certains cas 

de TE ont été montrés comme développant une hématopoïèse polyclonale (Harrison, Gale et 

al. 1999; Liu, Jelinek et al. 2003). 

La mutation JAK2V617F a été décrite en 2005 par le groupe du Dr William 

Vainchenker (James, Ugo et al. 2005), et confirmée par plusieurs groupes dans le monde la 

même année (Baxter, Scott et al.; James, Ugo et al. 2005; Kralovics, Passamonti et al. 2005; 

Levine, Wadleigh et al. 2005). La mutation est présente dans plus de 95% des PV, et 50% des 

MFP à la fois à l’état homozygote et hétérozygote. Il a été mis en évidence que l’état 

homozygote des PV et des MFP était dû à une perte d’hétérozygotie au niveau du bras court 

du chromosome 9p (9pLOH) et que ce phénomène est la conséquence d’une recombinaison 

homologue (Kralovics, Guan et al. 2002). La mutation JAK2V617F est également présente 

dans 50% des TE mais uniquement à l’état hétérozygote. La découverte de JAK2V617F 

constitue un point important dans la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués 

dans les SMP. Les études concernant la fréquence et la quantification du pourcentage de 

cellules mutées ont permis de mettre en évidence plusieurs points critiques. La mutation est 

détectée dans les PV, les TE et les MFP, mais jamais dans les formes réactionelles, ni chez les 

sujets sains. JAK2V617F est donc spécifique des SMP. Cependant comme nous avons pu le 

décrire dans l’étude de l’article 1 (Lippert, Boissinot et al. 2006), la présence et le niveau 

d’expression de la mutation JAK2V617F n’expliquent pas le phénotype du SMP. Ces 

résultats ont été confirmés par la suite (Moliterno, Williams et al. 2006). De plus, il a été 

récemment mis en évidence que l’absence de la mutation JAK2V617F dans la PV ne permet 

pas d’en exclure le diagnostic. En effet, une étude a révélé qu’environ la moitié des patients 
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atteints de PV négatifs pour JAK2V617F étaient positifs pour des mutations de l’exon 12 de 

JAK2, décrites en 2007 (Scott, Tong et al. 2007; Spivak 2007). Par ailleurs, des études de 

clonalité, ont été réalisées chez des patientes atteintes de PV : inactivation du chromosome X 

(marqueur MPP1). Ces études ont mis en évidence que chez la majorité des patients, seule 

une proportion du clone SMP est porteuse des mutations de JAK2. Cette proportion est 

variable selon les patients (Kralovics, Teo et al. 2006; Nussenzveig, Swierczek et al. 2007). 

Enfin, l’une de ces études a également mis en évidence la présence de BFU-E endogènes non 

porteuses de la mutation JAK2V617F dans les cultures en absence d’Epo. Concernant les 

études sur les modèles d’animaux transgéniques porteurs de la mutation JAK2V617F, il a été 

mis en évidence que l’intégration de plus de 10 copies de JAK2V617F est nécessaire pour 

observer une élévation de l’hématocrite (Tiedt, Hao-Shen et al. 2008; Xing, Wanting et al. 

2008). De plus, les animaux présentent un phénotype PV qui n’est que transitoire et évolue 

ensuite vers une myélofibrose (Lacout, Pisani et al. 2006; Wernig, Mercher et al. 2006). Cette 

évolution n’est pas fréquente chez les patients. La mutation JAK2V617F, seule, ne permet 

donc pas d’induire le phénotype de PV complet. Ainsi, l’ensemble de ces éléments est en 

faveur de l’apparition précoce (présence au diagnostic), mais secondaire, des mutations de 

JAK2 dans la pathogénèse des SMP. Les mutations de JAK2 ne sont pas responsables de la 

clonalité. Par contre, elles sont responsables de symptomatologie clinico-biologique des SMP. 

En effet, l’hétérozygotie est associée à un taux de plaquettes élevé (TE), alors que 

l’homozygotie est associée à une élévation de l’hématocrite (PV). 

En ce qui concerne l’influence de JAK2V617F sur le pronostic des SMP, les résultats 

sont encore controversés. Par exemple, dans le cas de la MFP, deux études ont conduit à des 

résultats distincts sur l’implication de JAK2V617F dans la survie des patients (Tefferi, Lasho 

et al. 2005; Campbell, Griesshammer et al. 2006). De manière similaire, dans la PV, la 

présence de JAK2V617F ne semble pas associée à un risque supérieur de complications 

(incluant les thromboses). Des résultats similaires ont été observés dans la TE. (Tefferi, Lasho 

et al. 2006; Vannucchi, Antonioli et al. 2007). 

Dans une étude parue très récemment (Plo, Nakatake et al. 2008), il a été décrit que la 

mutation JAK2V617F serait impliquée dans la dérégulation de la recombinaison homologue 

dans les SMP. En effet, cette étude a mis en évidence que des cellules BaF3 exprimant l’EpoR 

et la mutation JAK2V617F présentaient une augmentation de 50% de la recombinaison 

homologue par rapport aux cellules non porteuses de la mutation. Enfin, ils ont démontré la 

présence de l’augmentation de la recombinaison homologue dans les progéniteurs CD34+ de 

patients atteints de PV et de MFP. Cependant, chez l’homme, le passage de l’état 



 129 

JAK2V617F hétérozygote à l’état homozygote n’est pas fréquent puisque les TE se 

transforment rarement en PV. Les résultats de cette étude sont en faveur de l’apparition 

secondaire de JAK2V617F. En effet, il semblerait que d’autres évènements participent à la 

recombinaison homologue, soit de manière positive dans les cas de PV et de MFP, soit de 

manière inhibitrice dans les cas de TE. 

 

La mutation JAK2V617F dans le diagnostic de formes latentes ou 

masquées de SMP. 

 

La détection de JAK2V617F constitue un outil indispensable à l’établissement du 

diagnostic des SMP dans leur présentation classique. Cependant, nous avons également mis 

en évidence que l’évaluation de la présence de JAK2V617F est nécessaire dans le diagnostic 

de formes latentes de SMP et dans des présentations atypiques comme les thromboses 

digestives profondes et les anémies réfractaires sidéroblastiques avec thrombose (ARS-T) 

(articles 2 et 3).  

Nos résultats ont été corroborés par plusieurs études. En 2006, une étude réalisée sur 

une cohorte de 270 patients dont 35 syndromes myélodysplasiques a mis en évidence la 

présence de JAK2V617F dans 6 patients parmi les 35. Ces six patients étant atteints d’ARS-T 

(Szpurka, Tiu et al. 2006). Plus récemment en 2008, un autre groupe a décrit la présence de la 

mutation JAK2V617F dans 48% des ARS-T (11/23 patients) (Schmitt-Graeff, Teo et al. 

2008). Leurs résultats montrent une association entre la présence de la mutation et un nombre 

d’érythrocytes et de lymphocytes supérieur ainsi qu’un volume globulaire moyen inférieur par 

rapport aux patients non porteurs de JAK2V617F. Certains patients de leur cohorte sont 

homozygotes (6/11 patients) pour JAK2V617F, la perte d’hétérozygotie s’accompagnant 

d’une élévation du taux de plaquettes.  

Cette dernière observation montre que la TE secondaire à une ARS-T diffère de la TE 

classique non seulement par l’absence de formation de colonies endogènes comme nous 

l’avons mis en évidence, mais aussi par la présence de patients homozygotes pour 

JAK2V617F. 

 Enfin, concernant la question de la concomitance de JAK2V617F avec un phénotype 

anémique, on peut penser que les mécanismes, encore non déterminés, à l’origine de la 

dysérythropoïèse et de l’apoptose accrue contrecarrent les effets prolifératifs de JAK2V617F. 
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Cependant, il a été observé que le nombre d’érythrocytes est supérieur, et le volume 

globulaire moyen inférieur en l’absence de carence martiale. Dans ce cas, JAK2V617F 

semble pouvoir exercer son effet prolifératif. Il est aussi à noter plusieurs cas de patients 

atteints de thalassémie ou de drépanocytose et porteurs de la mutation JAK2V617F (données 

non publiées). 

 Des études ont également été réalisées dans les cas de thromboses, digestives ou non. 

Une première étude en 2006 (Patel, Lea et al. 2006), mesure un pourcentage de JAK2V617F 

dans 58,5% de syndrome de Budd-Chiari (SBC) (21/41 patients). Ce pourcentage concorde 

avec les résultats de notre étude (article 3). Cette étude montre également que les patients 

atteints de SBC et porteurs de la mutation JAK2V617F présentent un hématocrite, et un taux 

d’hémoglobine supérieurs à ceux des patients non porteurs de la mutation. Après suivi, 11 

patients sur 41 ont développé un SMP (9 TE et 3 PV). En 2008, une autre étude a été réalisée 

chez des patients atteints de SBC (n= 104) ou de thrombose porte splanchnique (TPS) (n= 

137) (Kiladjian, Cervantes et al. 2008). Ici encore, les pourcentages de JAK2V617F sont  

proches de ceux de notre étude : 45% dans les SBC et 34% dans les TPS. Ils ont également 

observé que les patients atteints de SBC porteurs de la mutation présentent une forme plus 

sévère de la maladie que les patients négatifs pour JAK2V617F.  

 En 2007, une étude de détection de JAK2V617F chez des patients souffrant de 

thromboses non digestives a été réalisée (Pardanani, Lasho et al. 2007). Les patients 

présentaient des sites de thromboses au niveau du cerveau, de la rétine et des poumons 

principalement. Sur les 210 patients testés par AS-qPCR, 4 seulement (2%) se sont révélés 

porteurs de la mutation, avec une médiane d’expression allant de 2,2 à 5,3%. Les quatre 

patients présentaient tous des épisodes récurrents de thromboembolisme veineux idiopathique, 

ils ne possédaient aucun des critères classiques de diagnostic de SMP. 

 

Fréquence de la mutation JAK2V617F dans les cas de leucémies 

aigues myéloïdes de novo et post-SMP. 

Les leucémies aigues myéloïdes (LAM) constituent l’une des possibles complications 

des SMP (<10%). Plusieurs groupes de recherche se sont intéressés à la question du rôle 

éventuel de JAK2V617F dans la transformation des SMP en LAM, ainsi que sur la présence 

de la mutation dans les LAM de novo. De manière générale, il a été mis en évidence que 

JAK2V617F représente un évènement rare dans les cas de LAM de novo (3% à 9% selon les 

études) (Vicente, Vazquez et al. 2007). Cependant dans les cas de LAM secondaires à un 
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SMP, la fréquence de JAK2V617F est plus importante (3/4 patients (Levine, Loriaux et al. 

2005) ; 5/14 patients (Jelinek, Oki et al. 2005)).  

L’étude que nous avons réalisé, en collaboration avec l’équipe du Dr Skoda, a permis de 

mettre en évidence que dans la majorité des cas un SMP positif pour JAK2V617F se 

transforme en LAM négative pour cette mutation. En effet, même si la mutation JAK2V617F 

est amplifiée par PCR dans les échantillons de cellules non purifiées de patients atteints de 

LAM, dans la majeure partie des cas, après purification des blastes leucémiques, on ne détecte 

plus la mutation. Les résultats des analyses de clonalité sont en faveur de l’existence d’un 

ancêtre commun aux clones SMP et LAM. Ces résultats ont d’ailleurs été corroborés par une 

autre étude réalisée elle aussi en 2006 (Pasqualucci, Li et al. 2008). Cette étude évoque le cas 

d’un patient ayant développé une LAM positive pour la mutation NMP1 suite à une MFP 

positive pour JAK2V617F. Les blastes leucémiques n’étaient pas porteurs de la mutation 

JAK2V617F et une étude d’inactivation du chromosome X a mis en évidence que c’est le 

même chromosome X qui est inactivé dans le clone SMP et le clone LAM. Ces résultats sont 

donc en faveur d’un ancêtre commun entre les deux clones. Ici encore la présence d’un 

ancêtre commun aux clone SMP et LAM, non porteur de la mutation JAK2V617F, est en 

faveur de la survenue secondaire de cette mutation dans la pathogénèse des SMP. 

Par ailleurs, la mutation JAK2V617F a été détectée dans quelques cas de leucémie 

myélomonocytaire chronique et de leucémie myéloïde chronique atypique (9/116 patients) 

mais jamais dans les leucémies aigues lymphoïdes (T et B) (Jelinek, Oki et al. 2005). 

Nous avions également mis en évidence que le délai de transformation était plus long 

chez les patients porteurs de JAK2V617F par rapport aux patients non mutés. Ce résultat est 

en faveur d’un effet protecteur de la mutation JAK2V617F (effet différenciateur) vis-à-vis de 

la transformation en LAM (effet prolifératif). Cependant, une autre étude, réalisée en 2007, 

(Vicente, Vazquez et al. 2007) a analysé 339 patients atteints de LAM et n’a pas mis en 

évidence de différence entre les patients positifs et négatifs pour JAK2V617F, en terme de 

survie globale et de pronostic sur la LAM.  

Enfin, une étude récente, réalisée chez des patients atteints de leucémies aigues 

lymphoïdes T (LAL-T) et B (LAL-B), a mis en évidence la présence de mutations de la 

tyrosine kinase JAK1 (Flex, Petrangeli et al. 2008). Cette étude a mis en évidence des 

mutations de JAK1 au niveau des domaines FERM, SH2, pseudokinase et kinase. Ces 

mutations sont plus fréquentes chez les patients atteints de LAL-T (18% des cas conte 3% des 

LAL-B). Ils ont également montré que ces mutations sont acquises, et apparaissent 
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secondairement au déclenchement de la pathologie, comme c’est le cas pour les mutations de 

JAK2 dans les SMP.  

Ainsi, il semble que la survenue de mutations activatrices des kinases JAK, a priori 

secondaires, est un phénomène relativement fréquent dans les pathologies hématologiques 

malignes. 

 

 

II. Dérégulation de cytokines dans la PV, lien avec JAK2V617F et 

implications dans la pathogénèse de la maladie. 

Cytokines et pousse endogène de colonies à partir de progéniteurs 

de patients atteints de SMP 

 

La pousse endogène de colonies érythroïdes et mégacaryocytaires en absence de sérum 

et de cytokines exogènes est caractéristique de la PV et de la TE respectivement. Plusieurs 

études antérieures ont mis en évidence que les progéniteurs de patients atteints de PV et de TE 

restent hypersensibles aux cytokines telles que l’Epo, l’IL-3 et le SCF (Kobayashi, Teramura 

et al. 1993; Dai, Krantz et al. 1994; Wickrema, Chen et al. 1999). Les colonies endogènes 

sont majoritairement porteuses de la mutation JAK2V617F. Cependant, il a été démontré que 

certaines de ces colonies ne portent aucune mutation des exons 12 ou 14 de JAK2 (Li, 

Kralovics et al. 2008). Ces résultats mettent en évidence le caractère hétérogène du clone 

SMP. De plus, il est également observé qu’in vitro en présence de cytokines, les colonies 

porteuses de la mutation disparaissent au profit de colonies non mutées (Ishii, Bruno et al. 

2006; Gaikwad, Nussenzveig et al. 2007). Ceci indique qu’une compétition persiste entre les 

cellules porteuses et non porteuses de JAK2V617F. 

L’étude réalisée par Wickrema et al. en 1999 a permis de montrer une diminution de 

l’expression de la tyrosine phosphatase SHP-1 dans les progéniteurs érythroïdes de PV. SHP-

1 est impliquée dans le rétrocontrôle de la signalisation en aval des récepteurs de l’Epo, de 

l’IL-3 et du SCF ; une diminution de son expression a donc pour conséquence la prolongation 

du signal induit par les cytokines. Dans le cas de la PV, cette anomalie d’expression de SHP-1 

semble participer à la pathogénèse de la PV. De plus, cette même étude a démontré que s’il 

n’éxiste aucune différence entre les CFU-E PV et les CFU-E saines dans les stades de 

maturation précoces, il existe une différence dans les stades tardifs. En effet, les CFU-E issues 
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de patients atteints de PV présentent un retard de maturation au niveau des étapes les plus 

tardives comparé aux CFU-E saines. 

Notre étude a permis de mettre en évidence qu’en plus des cytokines précédemment 

citées, les progéniteurs de patients atteints de PV sont également hypersensibles à l’IL-11 et à 

l’IL-8, deux cytokines dont la production est augmentée dans la PV par les cellules stromales 

de moelle osseuse et par les progéniteurs érythroïdes des patients (Hermouet, Godard et al. 

2002). L’IL-11 et l’IL-8 peuvent donc agir de façon autocrine/paracrine sur les progéniteurs 

des patients atteints de PV. Nous avons également montré que l’ajout d’anticorps dirigés 

contre ces cytokines ou leurs récepteurs inhibe la pousse endogène de colonies. Ces éléments 

indiquent que les progéniteurs sont non seulement hypersensibles, mais également dépendants 

vis-à-vis de la signalisation induite par l’IL-11 et L’IL-8. 

L’IL-8 est produite par de nombreux types cellulaires dont les cellules stromales de la 

moelle osseuse et les progéniteurs CD34+. Elle joue un rôle dans l’hématopoïèse précoce par 

stimulation directe de la prolifération des progéniteurs CD34+. Il semblerait également que 

l’IL-8 puisse agir de manière autocrine/paracrine sur les progéniteurs CD34+, ceux-ci 

exprimant de faibles quantités du récepteur CXCR2 (Corre, Pineau et al. 1999) 

L’IL-11 joue un rôle dans l’hématopoïèse en synergie avec différents facteurs. En 

association avec le SCF, elle favorise la différenciation des progéniteurs multipotents vers la 

voie érythroïde, alors qu’en synergie avec l’Epo, l’IL-11 stimule la prolifération des cellules 

érythroïdes différenciées. L’IL-11 est également produite par les cellules du 

microenvironnement médullaire sur lesquelles elles possède une action autocrine/paracrine. 

Elle est donc capable, indirectement, de stimuler la prolifération de ces cellules et ainsi de 

réguler positivement l’hématopoïèse (Du and Williams 1997). 

Dans une étude récente (Ishii, Zhao et al. 2007), il a été mis en évidence que le milieu 

de culture conditionné par les cellules CD3+ (négatifs pour la mutation JAK2V617F) , 

purifiées à partir du sang périphérique (pureté >99% vérifiée par FACS), de patients atteints 

de PV stimule la pousse de BFU-E et de CFU-Mk par les cellules de sang de cordon et les 

CD34+ issus du sang de patients atteints de PV. Les cellules CD3+ cultivées de PV dans cette 

étude produisent de manière constitutive de grande quantités d’IL-11 (96,7+56,8 pg/ml) et de 

GM-CSF (12,4+10,1pg/ml). L’IL-11 n’est pas produite par les lymphocytes CD3+ normaux. 

Comme il l’a été démontré dans notre étude, ils ont observé que l’ajout d’un anticorps dirigé 

contre l’IL-11 inhibe la pousse, de BFU-E et de CFU-Mk, stimulée par le milieu conditionné 

par les lymphocytes CD3+. Par ailleurs, il faut noter que les colonies ainsi formées sont toutes 

porteuses de la mutation JAK2V617F, contrairement à celles obtenues après stimulation par 
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l’Epo. Cette étude a donc mis en évidence que les lymphocytes CD3+ négatifs pour 

JAK2V617F sont de forts producteurs d’IL-11, or dans l’étude que nous avons réalisée sur les 

cytokines liées à JAK2 et dérégulées dans la PV, nos résultats sur les cellules CD3+ sont 

différents. Tout d’abord, les CD3+ sont purifiés à partir de moelle osseuse de patients atteints 

de PV (pureté 98% vérifiée par numération de cytospin). Une partie des cellules CD3+ de 

notre étude s’est révélée porteuse de la mutation JAK2V617F (n= 6, 29+21%, médiane 25, de 

7 à 67%). D’autres études ont mis en évidence la présence occasionelle de la mutation 

JAK2V617F dans les lymphocytes, purifiés à partir de sang périphérique CD3+ et CD19+ 

(Ishii, Bruno et al. 2006; Larsen, Christensen et al. 2007; Li, Kralovics et al. 2008). Ensuite, 

les résultats de nos expériences de RT-qPCR ont montré que les cellules CD3+ ne produisent 

pas d’ARNm pour l’IL-11. Il est donc possible que la présence de la mutation JAK2V617F 

influe sur le profil de production de cytokines des cellules CD3+. La présence de la mutation 

JAK2V617F dans les cellules lymphoïdes de certains patients SMP est en faveur de 

l’apparition de la mutation au niveau d’un progéniteur de potentiel lymphoïde et myéloïde. 

L’IL-11 est donc impliquée dans la stimulation de l’hématopoïèse dans la PV. Les 

cellules stromales de moelle osseuse sont donc la première source de production d’IL-11 

identifiée pour le moment. 

Cependant, les expériences d’anticorps bloquant ont révélé une inhibition seulement 

partielle de la pousse endogène. Il est vrai qu’un anticorps bloquant ne peut pas inhiber 

totalement les boucles autocrines comme celles exercées par l’IL-11 et l’IL-8 au niveau des 

progéniteurs de patients atteints de PV. Ces résultats suggèrent, cependant, que d’autres 

cytokines pourraient être impliquées dans les mécanismes de dérégulation de l’hématopoïèse 

dans la PV. 

Dans notre étude, nous n’avons pas observé d’activation constitutive de JAK2, 

contrairement à ce qui avait été démontré précédemment (James, Ugo et al. 2005). Les 

activations constitutives de la voie JAK/STAT sont fréquentes dans les cancers et il a été mis 

en évidence qu’une surexpression des JAKs permet l’évolution vers la transformation en 

cellule cancéreuse mais que cette anomalie n’est pas suffisante pour transformer une cellule. 

La surexpression ou l’activation constitutive des JAKs permet une pousse des cellules en 

absence de cytokines ou du moins en présence de très faibles quantités de celles-ci 

(hypersensibilité) (Knoops, Hornakova et al. 2008). Dans notre cas, l’absence de détection 

d’une activation constitutive de JAK2 peut être due à la déprivation des cellules en cytokines 

18 heures avant l’expérience. 
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Enfin, plusieurs études ont mis en évidence le fait que la présence d’un dimère de 

récepteur de cytokine de type I préformé à la membrane des cellules serait un pré-requis à 

l’activation complète de JAK2V617F (Constantinescu, Girardot et al. 2008; Lu, Huang et al. 

2008).  

 

Ces résultats suggèrent donc la nécessité d’autres évènements (hyperproduction de 

cytokines, dimérisation de récepteurs) pour permettre un contexte favorable à l’expression 

optimale des effets de la mutation JAK2V617F. 

 

Cytokines et autres molécules liées à JAK2V617F et dérégulées 

dans la PV 

 

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une surexpression au niveau protéique 

(sérum et plasma médullaire) et ARN messager (cellules stromales, progéniteurs CD34+, 

érythroblastes GpA+, lymphocytes CD3+) d’IL-11, d’IL-6 et d’hepatocyte growth factor 

(HGF) et du tissue inhibitor of metalloproteinase 1 (TIMP-1) chez les patients atteints de PV. 

Les taux sériques d’IL-11 et d’IL-6 ne corrélant pas avec le pourcentage de JAK2V617F 

mesuré dans les cellules des patients, nous pouvons penser que la dérégulation de leur 

production n’est a priori pas dictée par cette mutation. L’IL-11, par contre, corrèle avec 

l’hématocrite ce qui confirme l’importance de l’IL-11 dans l’érythropoïèse et son rôle dans la 

pathogénèse de la PV. Le taux sérique d’HGF, quant à lui, corrèle faiblement avec le 

pourcentage de JAK2V617F et avec le chiffre de neutrophiles et de leucocytes. Il est donc 

possible qu’il existe une relation  entre l’augmentation de la production d’HGF et la mutation 

JAK2V617F dans les granulocytes. Il a été démontré que TIMP-1 est impliqué dans 

l’hématopoïèse, les progéniteurs hématopoïétiques expriment le récepteur de TIMP-1, il peut 

donc agir selon un mécanisme autocrine/paracrine (Lambert, Boudot et al. 2003). Dans cette 

même étude, il a été décrit que TIMP-1 possède un effet anti-apoptotique sur la lignée 

érythroïde UT-7 via les voies JAK2 et Pi3K/Akt. TIMP-1 stimule également la formation de 

BFU-E et potentialise les effets de l’Epo sur la différenciation érythroïde de la lignée 

érythroleucémique ELM-1-3. TIMP-1 est également capable de stimuler la croissance des 

fibroblastes (Lambert, Boudot et al. 2003). 

Nous avons observé que les taux sériques d’HGF et de TIMP-1 sont corrélés dans la 

PV. Or, TIMP-1 se révèle être un régulateur négatif de la production d’HGF actif. En effet, 
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l’HGF est produit sous forme de pro-protéine inactive qui va se lier à la matrice 

extracellulaire et être libéré sous forme active après clivage par l’HGF activator (HGFA) et 

les métalloprotéinases de la matrice (MMP). TIMP-1 diminue le relargage d’HGF actif via 

sont action inhibitrice sur les MMP (Mohammed, Pennington et al. 2005). 

L’IL-11 et l’IL-6 partagent la même chaîne de transduction de signal : la gp130. La voie 

activée par la gp130 implique JAK1 et 2 et STAT1 et 3. Nous avons mis en évidence que les 

érythroblastes GpA+ de patients atteints de PV produisent de plus grandes quantités d’ARN 

messager de la gp130  et de STAT3 que les contrôles atteints de polyglobulie secondaire. Une 

étude sur des souris exprimant une forme hyperactive de gp130 portant la mutation Y757F 

+/+ (knock-in) montre une hyperactivation de STAT1 et 3 associée à une splénomégalie et 

une thrombocytose. Les souris porteuses de la mutation gp130 Y757F ne sont plus capables 

de recruter SHP-1 et SOCS3, deux régulateurs négatifs des signaux induits par les cytokines 

de la famille gp130, ce qui a pour conséquence une suractivation de STAT1 et 3. Dans cette 

même étude, des expériences réalisées sur des souris gp130 Y757F +/+ STAT3 +/- (knock-

out hétérozygote pour STAT3) ont mis en évidence que c’est l’activation de STAT3 et non de 

STAT1 par les cytokines de la famille IL-6 qui est critique pour la régulation de la survie et 

de la prolifération des cellules hématopoïétiques. Les cellules hématopoïétiques présentent 

également une survie et une prolifération augmentée en réponse aux cytokines de la famille 

IL-6 chez les souris gp130 Y757F (Jenkins, Roberts et al. 2005). Enfin chez ces mêmes 

souris, l’ajout d’un phénotype knock-out pour l’IL-6 ou l’IL-11R  élimine la neutrophilie et 

la thrombocytose. De plus, l’absence d’IL-6 mais pas d’IL-11 prévient la splénomégalie et la 

lymphopoïèse anormale ainsi que l’hyperactivation de STAT3 dans les organes lymphoïdes 

des souris Y757F, l’hyperactivation de STAT3 ayant pour conséquence notamment 

l’augmentation de l’expression de l’IL-6R  à la surface des cellules. La myélopoïèse et la 

mégacaryopoïèse élevées chez les souris Y757F+/+ sont dues à l’IL-11 et l’IL-6 qui via 

STAT3 inhibent le signal du TGF . En effet, le TGF  est un inhibiteur de ces mécanismes 

(Jenkins, Roberts et al. 2007). Une autre étude concernant des souris knock-out pour l’IL-11 

R  a mis en évidence que ces animaux ne présentent pas de défaut de l’hématopoïèse et 

répondent normalement aux stress hématopoïétique (hypoxie). L’absence d’anomalies chez 

ces animaux met en évidence la redondance des facteurs hématopoïétiques (Nandurkar, Robb 

et al. 1998). 

Au contraire, des études réalisées par ce même groupe avec des souris knock-out pour la 

gp130 ont mis en évidence des défauts de l’hématopoïèse avec la présence de CFU immatures 
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dans la moelle osseuse et la rate des souris ainsi qu’une augmentation des progéniteurs 

engagés dans la rate et le sang périphérique. Ceci étant accompagné d’une diminution des 

plaquettes circulantes et du nombre de précurseurs mégacaryocytaires dans la moelle osseuse 

(Jenkins, Quilici et al. 2002).  

Ces résultats montrent que les voies médiées par la gp130 et les cytokines de la famille 

IL-6, en particulier l’IL-11 et l’IL-6, sont cruciales pour le bon déroulement de 

l’hématopoïèse et que leur dérégulation peut aboutir à un phénotype de syndrome 

myéloprolifératif. 

Deux autres études avaient déjà mis en évidence la production d’HGF par les 

progéniteurs hématopoïétiques : CD34+ de la moelle osseuse et du sang périphérique, BFU-E, 

CFU-Meg ; et par les cellules stromales, au niveau protéique et ARN messager (Janowska-

Wieczorek, Majka et al. 2001; Majka, Janowska-Wieczorek et al. 2001). 

L’HGF, initialement décrit comme un facteur de croissance des hépatocytes, est 

également impliqué dans l’hématopoïèse. L’HGF est produits de manière constitutive par les 

cellules stromales de la moelle osseuse. Ces cellules expriment également cMet, le récepteur 

de l’HGF, celui-ci peut donc agir en boucle autocrine. De plus une étude réalisée avec des 

anticorps bloquants a montré que l’inhibition de l’HGF dans les cultures de cellules stromales 

diminue la capacité de celles-ci à stimuler la formation de colonies par les progéniteurs 

CD34+ et diminue également la production d’IL-11 par les cellules stromales (Matsuda-

Hashii, Takai et al. 2004).  

L’HGF, seul, n’est pas capable de stimuler l’hématopoïèse, il agit en synergie avec 

d’autres facteurs. L’HGF aide à la croissance des progéniteurs hématopoïétiques en synergie 

avec l’IL-3, le GM-CSF et l’Epo. L’HGF est un facteur de différenciation de la lignée 

mégacaryocytaire (Sugiura, Taketani et al. 2007). Il n’agit pas sur les progéniteurs CD34+, 

précoces, car ces derniers expriment cMet de façon variable, il est interessant de noter que 

l’IL-11 stimule l’expression de cMet à la surface des progéniteurs CD34+ (Matsuda-Hashii, 

Takai et al. 2004). Ces résultats sont donc en accord avec la cascade hématopoïétique 

impliquant l’IL-11 et l’HGF que nous avons décrit dans l’article 6. Toujours dans l’étude de 

Matsuda-Hashii et al. 2004, après stimulation par le SCF, il a été observé une augmentation 

de l’expression de cMet à la surface des progéniteurs hématopoïétiques ainsi qu’une 

stimulation de la croissance des BFU-E en présence d’HGF. 

Le récepteur spécifique de l’HGF, cMet, est un récepteur à domaine tyrosine kinase, 

présent uniquement chez les mammifères, il a pour seul adaptateur Gab1. La signalisation 

induite par la liaison de l’HGF sur son récepteur active, via Gab1, les voies Pi3K/Akt/PKB, 
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PLC, NF B et STAT3 (Birchmeier, Birchmeier et al. 2003). Or, nos résultats ont mis en 

évidence une augmentation de la quantité d’ARN messager d’IL-11, d’IL-6, d’HGF dans les 

érythroblastes de patients atteints de PV, ainsi qu’une corrélation positive de chacune de ces 

molécules avec les trois autres. Les résultats décrits jusqu’ici montrent que les voies IL-11/IL-

6/gp130 et HGF/cMet, activent STAT3 et que ces molécules agissent toutes positivement sur 

la production les unes des autres ou sur l’expression de leurs récepteurs. Nous avons mis en 

évidence que ces voies sont dérégulées dans la PV. De plus, il est intéressant de noter qu’en 

cas d’hypoxie, il y a induction de l’expression de la voie HGF/cMet. En effet, l’hypoxia 

inducible factor 1 alpha (HIF1 ) a pour cible le gène codant pour l’HGFA, ce qui a pour 

conséquence d’augmenter la quantité d’HGF actif, qui par action sur les fibroblastes va agir 

ensuite en boucle autocrine/paracrine pour entretenir sa propre production (Kitajima, Ide et al. 

2008). L’augmentation de la production d’HGF est une réponse cellulaire classique en 

réponse à l’hypoxie. Ce mécanisme est maintenant établi dans certains cas congénitaux et 

familiaux de polyglobulies, ils sont alors dus à des mutations au niveau de gènes de la voie de 

la sensibilité à l’oxygène et notamment de l’HIF1 (Tacchini, Matteucci et al. 2003; Lee, Percy 

et al. 2006; Kitajima, Ide et al. 2008). Ces résultats sont en faveur d’un rôle physiologique de 

l’HGF dans la régulation de l’érythropoïèse. 

Le récepteur de l’HGF, cMet, appartient à la famille des « récepteurs de dépendance ». 

Ces récepteurs induisent l’apoptose en absence de stimulation par leur ligand. L’apparition 

d’un déséquilibre entre le ligand et son récepteur conduisent à des anomalies de la survie 

cellulaire (Shinomiya, Gao et al. 2004; Bernet and Mehlen 2007). Dans les érythroblastes de 

PV, l’HGF est surpexprimé mais pas son récepteur, cMet. Or une sur-stimulation de cMet 

peut conduire à une suractivation de STAT3. Cette activation de STAT3 peut être accentuée 

par la production d’IL-11, d’IL-6 et via leur récepteur gp130, dérégulé dans la PV. Une des 

perspectives de notre projet est d’étudier les autres molécules impliquées dans ces voies de 

signalisation. 

Nous avons, par ailleurs, mis en évidence une corrélation positive entre les taux d’ARN 

messager d’HGF, d’IL-11 et d’IL-6 avec STAT5, soulignant un lien entre la voie gp130 et 

cMet qui activent STAT3 et la voie EpoR/JAK2V617F/STAT5. Nous avons également trouvé 

une corrélation négative au niveau ARN messager entre cMet, STAT5, l’HGF, l’IL-11 et l’IL-

6 avec JAK2 Total (forme sauvage + forme V617F) mais aucune corrélation avec la forme 

V617F, dans les érythroblastes de patients atteints de PV. L’ensemble de ces résultats 

indiquent donc qu’il existe dans la PV un mécanisme autocrine/paracrine de coopération entre 

les voies STAT5 et STAT3 médié par la gp130 et cMet et la production d’IL-11, d’IL-6 et 
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d’HGF, et que ce mécanisme, pro-érythropoïétique, semble être indépendant de la mutation 

JAK2V617F. 

Une étude récente a mis en évidence une augmentation uniforme des formes 

phosphorylées de STAT5 et STAT3 (P-STAT5 et P-STAT3) par immuno-histochimie sur les 

biopsies ostéo-médullaires de patients atteints de PV (Teofili, Martini et al. 2007). Cette 

même étude a également montré une augmentation de P-STAT3 et une diminution de P-

STAT5 chez les patients atteints de TE, ainsi qu’un profil de diminution uniforme de P-

STAT5 et P-STAT3 chez les patients atteints de MFP. De plus, ces profils sont spécifiques 

d’un type de SMP et non du statut JAK2V617F. Enfin, comme il l’a été décrit dans 

l’introduction et dans les résultats, de nombreuses cytokines présentent une production 

dérégulée dans les SMP (Le Bousse-Kerdiles and Martyre 1999; Majka, Janowska-Wieczorek 

et al. 2001; Hermouet, Godard et al. 2002; Musolino, Calabro et al. 2002; Ho, Lasho et al. 

2007) et ces cytokines sont différentes selon le SMP considéré.  

Il semblerait donc que le profil d’expression cytokinique et des formes phosphorylées 

de STAT3 et STAT5 contribueraient à l’hématopoïèse anormale dans les SMP et ce 

indépendamment de la mutation JAK2V617F. L’indépendance de la surproduction d’HGF, 

d’IL-11, de gp130 et de STAT3, dans les érythroblastes de patients atteints de PV, vis-à-vis 

de JAK2V617F devra être confirmée expérimentalement. 

En résumé, nous avons mis en évidence, chez les patients atteints de PV, l’activation au 

niveau de l’ARN messager des voies HGF/cMet et IL-11/gp130/STAT3. Ces modifications, 

dans l’équilibre des voies de signalisation, contribuent apparemment à l’expansion clonale des 

érythroblastes ainsi qu’à l’élévation de l’hématocrite. 

Les résultats de cette étude ne permettent pas de déterminer les causes de la 

surstimulation de la voie IL-11/IL-6/STAT3 chez les patients atteints de PV. Ces causes 

peuvent être multiples, mais dépendent potentiellement d’une combinaison d’anomalies 

moléculaires et de stimulations extérieures par l’HGF et d’autres cytokines produites par les 

cellules stromales ou d’autres cellules du microenvironnement de la moelle osseuse (Figure 

6).  

Par ailleurs, l’expression de cMet au niveau ARN messager, en présence de taux élevés 

d’HGF, est élevée dans les érythroblastes de patients atteints de PV. Il semblerait que ce 

mécanisme contribue à la surstimulation chronique de la voie STAT3. Le gène codant pour 

cMet est situé sur le bras long du chromosome 7. Ce chromosome est fréquemment délété 

dans les pathologies myéloïdes, et muté dans les cancers. Il semble donc être une bonne cible 

d’étude en perspective de ce travail. Les gènes de la voie de la sensibilité à l’oxygène, 
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pouvant conduire à l’augmentation de la production d’HGF et les gènes codant pour les 

récepteurs spécifiques de l’IL-11 et de l’IL-6 ainsi que leur chaine commune gp130 sont 

également des candidats potentiels. 

Des études en cours, basées sur des transfections de cellules BaF3 par les formes 

sauvages et mutantes (V617F) de JAK2, devrait permettre de déterminer l’influence de la 

surexpression et l’activation de JAK2 sur le profil cytokinique, l’expression des récepteurs 

(cMet et gp130) à la surface des cellules et l’activation de STAT3. 

Par ailleurs, des études de blocage, des récepteurs cMet, gp130, de l’activation de 

STAT3 et de la production d’HGF, d’IL11 et d’IL6, apporteront également des éléments de 

réponse concernant la place de chaque molécule dans la pathogène de la PV, ainsi qu’un 

intérêt thérapeutique comme il l’a été décrit dans le myélome multiple et d’autres pathologies 

myéloïdes (Du, Hattori et al. 2007; Sattler and Salgia 2007; Stellrecht, Phillip et al. 2007; 

Comoglio, Giordano et al. 2008). 

Enfin, ce travail sera poursuivi dans le laboratoire par des études plus approfondies des 

récepteurs cMet et gp130, au niveau de l’ADN, de l’ARN messager et protéique, chez les 

patients atteints de PV. 

Il est également prévu d’étudier les mécanismes de dérégulation de l’expression de 

cytokines dans les cellules myéloïdes, l’un des objectifs de mon stage de post-doctorat ; 
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Figure 19: Modèle de production de cytokines et voies de signalisations impliquées dans 

l'hématopoïèse anormale dans la PV 
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RÉSUMÉ 

 

SYNDROME MYELOPROLIFERATIF, POLYGLOBULIE DE VAQUEZ, ERYTHROBLASTES, 

JAK2V617F, IL-11, IL-6, STAT3, STAT5, RECEPTEURS, RTQPCR 

 

 

La polyglobulie de Vaquez (PV) appartient à la famille des syndromes myéloprolifératifs 

(SMP). C’est une maladie clonale dont l’origine se situe au niveau d’un progéniteur 

multipotent. En 2005, la description de la mutation JAK2V617F et sa présence dans 95% des 

cas de PV, à la fois à l’état homozygote et hétérozygote, a été le point de départ de nouvelles 

interrogations concernant les mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogénèse de 

cette maladie. L’objectif de ce travail a été, dans un premier temps, de mettre au point une 

technique sensible de PCR quantitative spécifique d’allèle. Cette technique a permis 

d’étudier le niveau d’expression de JAK2V617F chez les patients au diagnostic de SMP. 

Nous avons, ensuite, utilisé cette même approche pour étudier l’importance de la détection 

de JAK2V617F pour la détection de SMP latent dans les présentations atypiques comme les 

thromboses digestives profondes et les anémies réfractaires sidéroblastiques. Nous avons 

également, en collaboration, déterminé que quand un SMP positif pour JAK2V617F se 

transforme en leucémie aigue myéloïde, celle-ci est fréquemment négative pour la mutation. 

Il a également été mis en évidence que les clones JAK2V617F positifs et négatifs peuvent se 

développer à partir  d’un ancêtre commun. Enfin, nous avons décrit dans la PV, la 

dérégulation de la production, au niveau protéique et ARN messager, de plusieurs cytokines 

hématopoïétiques et de leur voie de signalisation (IL-11, IL-6, gp130, JAK2, STAT3). Cette 

dérégulation participe à l’hématopoïèse anormale dans la PV. Ces mécanismes, indépendants 

de JAK2V617F, semblent maintenir l’équilibre entre les voies JAK2V617F/STAT5 et 

JAK2/STAT3. 
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ABSTRACT 

 

Myeloproliferative disorder, Polycythemia Vera, erythroblasts, JAK2V617F, IL-11, IL-6, 

STAT3, STAT5, receptors, RTqPCR. 

 

 

 

Polycythemia Vera (PV) belongs to the family of myeloproliferative disorders (MPD). It is a 

clonal disease arising from a multipotent progenitor. In 2005, the JAK2V617F mutation was 

discovered as a MPD specific mutation present in more than 95% of PV patients both at 

homozygous and heterozygous state. This discovery was the starting point of a new area in 

the understanding of molecular mechanisms invloved in MPD pathogenesis. The aim of our 

work was, first to set up an assay of allele specific quantitative PCR. Thanks to this assay, we 

were able to study the importance of JAK2V617F mutation at diagnosis of MPD. We also 

used this assay to investigate the relevance of JAK2V617F detection for the diagnosis of 

latent MPD in atypical presentations like splanchnic vein thrombosis and refractory anemia 

with ringed sideroblasts. In addition, in collaboration, we have determined that positive 

JAK2V617F MPD often transform into JAK2V617F negative acute myeloid leukemia, and 

that both clones may derive from the same JAK2V617F negative ancestral clone. Finally, we 

have described , in PV patients, elevated production of hematopoietic cytokines (IL-11, IL-6), 

both at the protein and messenger RNA level. Their signaling pathway (gp130, JAK2, 

STAT3) was also dysregulated and this pathway is involved in PV abnormal hematopoiesis. 

This mecHanism is independent from JAK2V617F and seems to maintain the balance 

between the JAK2V617F/STAT5 and JAK2/STAT3 pathways. 
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