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Introduction

Les néoplasmes myeéloprolifératifs chroniques (NMP), plus connus sous le terme de
syndromes myeéloprolifératifs (SMP), ont été décrits pour la premiére fois en 1951 par
William Dameshek (1). Ils sont caractérisés par une prolifération clonale et dérégulée de
cellules souches hématopoiétiques, sans blocage de maturation, ni dysplasie. D’apres la
classification de 1’Organisation Mondiale de la Santé publiée en 2008 (2), les néoplasmes
myéloprolifératifs chroniques regroupent plusieurs hémopathies telles que la leucémie
myéloide chronique (LMC), la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle
(TE) et la myélofibrose primitive (MFP) mais également la mastocytose systémique, la
leucémie chronique a éosinophiles non caractérisée, la leucémie a polynucléaires et les
néoplasmes myeéloprolifératifs inclassables.

La leucémie myéloide chronique est caractérisée la plupart du temps par la présence du
chromosome Philadelphie, produit de la translocation réciproque entre les chromosomes 9 et
22 [t (9; 22) (934 ; gl1)]. Cette fusion des genes, ber et abl aboutit a la synthése d’une
protéine chimere a activité tyrosine kinase constitutive. La LMC est une entité clinico-
biologique homogéne dont le pronostic a été radicalement amélioré grace a 1’utilisation
d’inhibiteurs de tyrosine Kinase. Les autres SMP représentent un ensemble hétérogéne de
syndromes, regroupés sous le terme récent de néoplasmes myéloprolifératifs Philadelphie
négatif. Parmi ces NMP Ph-, nous nous sommes intéressés dans ce mémoire aux syndromes
myéloprolifératifs classiques que sont la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie
essentielle (TE), la myélofibrose primitive (MFP).

En 2005, la découverte de la mutation JAK2 V617F par différents groupes indépendants a
largement modifié le diagnostic et la stratification des NMP Ph-. En effet, la mutation est
retrouvée dans plus de 90% des polyglobulies de Vaquez , dans 50% des thrombocytémies
essentielles et dans 50% des myélofibroses primitives (3-6). Dans ce contexte, les critéres
diagnostiques des NMP Ph- ont été revus par I’OMS tenant compte de la prévalence de la
mutation V617F de JAK2 et d’autres anomalies moléculaires (MPL, JAK2 exonl2...). En
particulier, la place des cultures de progéniteurs érythroides et mégacaryocytaires a du étre
révisée.

Le laboratoire d’Hématologie cellulaire du Centre Hospitalier Universitaire (CHU) de
Grenoble réalise I’exploration fonctionnelle de 1’hématopoiése par la technique des cultures

de progéniteurs hématopoiétiques depuis le début des années 90. Cette exploration donne un
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argument en faveur d’un NMP par la mise en évidence d’une pousse endogene ou spontaneée,
de progéniteurs, en 1’absence de cytokines, sur des prélévements sanguins et/ou médullaires.
Ce travail rétrospectif a repris les résultats d’analyses de cultures et/ou de mutations
JAK2V617F prescrites par les Centres Hospitaliers d’Annecy, de Chambéry, par 1’Institut
Daniel Hollard, ainsi que par le Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble entre le 1%
janvier 2007 et le 31 décembre 2010 pour des patients de 1’arc alpin.

Notre étude a pour but d’analyser la fréquence des mutations JAK2V617F et des cultures
spontanées de progeniteurs recueillies sur quatre années afin de caractériser la population
atteinte dans les centres étudiés et de définir I’intérét diagnostique des différents criteres
biologiques identifiés dans la classification de I’OMS. En particulier, nous avons étudié les
corrélations entre la présence de la mutation V617F et la présence d’une pousse autonome de
progeniteurs afin de determiner leur place respective dans un algorithme diagnostique des
NMP Ph-. Enfin, I’impact des nouveaux critéres de ’OMS 2008 sur la classification clinique

des patients a été étudié.

Dans la premiere partie, sera présentée une revue des connaissances générales concernant les
NMP Ph- classiques (critéres diagnostiques, recommandations de prises en charge...), les
anomalies clonales recherchées habituellement en routine et celles ouvrant des perspectives
diagnostiques futures seront aussi décrites ou explicitées. Dans la seconde partie, les
caractéristiques épidémiologiques, cliniques, biologiques des patients de 1’arc alpin seront

analysées et cette analyse permettra 1’élaboration d’une stratégie diagnostique.
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Partie 1 : Géneéralites sur les néoplasmes myéloprolifératifs

classiques hors LMC

1. Définitions et généralités
1.1. Les néoplasmes myeloprolifératifs Philadelphie négatif

1.1.1. Lapolyglobulie de Vaquez

La maladie de Vaquez ou «polycythemia vera» chez les Anglo-Saxons résulte de
I’expansion clonale d’une cellule souche hématopoiétique pluripotente, a 1’origine d’une
prolifération non régulée du tissu myéloide prédominant sur la lignée érythrocytaire. Son
incidence est faible, de I’ordre de 0.02 a 2.8 cas pour 100 000 habitants/an (7, 8) avec une
prévalence estimée selon les études entre 22 et 30 cas pour 100 000 habitants (9, 10). Le sex
ratio est un peu controversé. Une égalité homme/femme a été decrite (8, 11). Au contraire,
certaines études montrent une prédominance féminine de la pathologie (12, 13). A I’inverse,
une prépondérance masculine a également été observée (14-16). La polyglobulie de Vaquez
peut survenir a tous ages (16), cependant elle touche en priorité 1’adulte avec une moyenne
d’age au diagnostic estimée a 60 ans (17). Vingt pour cent des patients sont toutefois

diagnostiqués avant 1’age de 50 ans (18).

Le plus souvent, la découverte de la maladie est fortuite, liée a une augmentation de
I’hémoglobine ou de I’hématocrite sur 1’hémogramme. Une hyperleucocytose et une
thrombocytose dues a une amplification concomitante des lignées granuleuse et plaquettaire
sont souvent observées (19). Dans certaines formes plus trompeuses, seule une thrombocytose
marquée est initialement visiblement a 1’hémogramme, la polyglobulie étant masquée par une
carence martiale ou un saignement (20). Une splénomégalie modérée est présente dans 50 a
75% des cas. Une érythrose cutanéo-muqueuse peut apparaitre progressivement surtout
visible au niveau du visage et des mains. Un prurit aquagénique est évocateur d’une PV mais
inconstant et non spécifique (21). De plus, il peut précéder I'hémopathie de plusieurs années
(22). De la méme maniére, ce NMP peut étre diagnostiqueé secondairement a une crise
d’érythermélalgie. Ces crises atteignent souvent les pieds et sont marquees par des acces
douloureux de type brilures pulsatiles, rougeur et chaleur des extrémités. Des signes
fonctionnels traduisant 1’hyperviscosité sanguine peuvent également conduire au diagnostic.
Les patients peuvent se plaindre de céphalées, de vertiges, de troubles visuels ou de

paresthésies. Une complication thrombotique, veineuse ou artérielle, peut également étre
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évocatrice. Dans ces circonstances (ex: thromboses veineuses splanchniques,
splénomégalies...), I’hémogramme notamment lié a 1’hémodilution peut ne pas révéler de
polyglobulie (23-25). La polyglobulie primitive est une maladie qui évolue lentement, avec

toutefois une espérance de vie diminuée par rapport a la population générale (26, 27).
1.1.2. Lathrombocytémie essentielle

La thrombocytémie essentielle est une maladie clonale caractérisée par une prolifération
préférentielle de la lignée mégacaryocytaire entrainant une thrombocytose. L’incidence est
d’environ 1.55 cas pour 100000 habitants chagque année (13). Cependant, une étude francaise
rapporte une incidence plus élevée, proche de 3 cas pour 100000 habitants (8). Cette
augmentation semble plutdt découler de la modification des criteres diagnostiques notamment
avec I’abaissement du taux plaquettaire de 600G/l a 450G/l (28, 29), et de I’apport de la
mutation JAK2V617F. Cette fréquence annuelle reste faible et contraste avec la forte
prévalence de I’ordre de 30 pour 100000 habitants (7). Ce décalage entre 1’incidence et la
prévalence s’explique par le fait que la TE ne modifie pas significativement 1’espérance de vie
des patients (27). Par contre, une étude a montré 1I’impact négatif sur la qualité de vie des
patients atteints de TE (30) . La TE est deux fois plus fréquente chez la femme (7, 13). Bien
que 1’age médian au diagnostic soit d’environ 60 ans, le début de la maladie serait plus
précoce chez la jeune femme avec un pic vers 30 ans (31). La TE est par contre rare chez
I’adolescent et 1’enfant avec peu de mutations clonales classiquement acquises (ex :
JAK2V617F ...) (32).

Comme pour la polyglobulie de VVaquez, le diagnostic peut étre révélé de maniere fortuite ou
a la suite de la découverte d’une splénomégalie, ou de signes cliniques traduisant I’occlusion
vasculaire de la microcirculation: douleurs des extrémités, acroparesthésies,
érythromélalgie... Ces troubles de la microcirculation peuvent atteindre le systeme nerveux
central (cécité transitoire, accidents ischémiques transitoires). Des complications

thrombotiques artérielles ou veineuses peuvent egalement survenir.
1.1.3. La myélofibrose primitive

La myélofibrose primitive (MFP) est également anciennement appelée « myélofibrose
idiopathique chronique» ou « splénomégalie myéloide » ou encore « métaplasie myéloide
avec myélofibrose ». Le terme myélofibrose primitive permet de la distinguer des
myeélofibroses secondaires, notamment post-PV et post-TE (33). L’incidence de la pathologie

est faible de 0.21 a 0.5 cas pour 100 000 habitants par an (34-36). L’age médian au diagnostic
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se situe entre 60 et 65 ans (37). Le sex ratio montre une prédominance masculine plus ou
moins marquée selon les études (8, 34, 38). Ce néoplasme myéloprolifératif est caractérisé par
la prolifération d’une cellule souche hématopoiétique clonale se différentiant en cellules
hématopoiéetiques myéloides notamment mégacaryocytaires. Le relargage de cytokines lié a la
prolifération clonale notamment mégacaryocytaire (39) entraine une néoangiogenése et une
ostéogenése (40) ainsi qu’une prolifération de cellules stromales non clonales a 1’origine de
I’apparition d’une fibrose médullaire (41). La fibrose réactionnelle altére 1’environnement des
cellules de la moelle et perturbe 1’hématopoiése médullaire. Les cytokines et chimiokines
libérées participent également a la mobilisation des progéniteurs hématopoiétiques des niches
médullaires vers les niches spléniques, conduisant a I’hématopoiese splénique (42).

La clinique observée chez les patients découle de la physiopathologie. Le tableau clinique
révélateur est variable, souvent d’apparition insidieuse. Le diagnostic de MFP repose sur la
découverte d’une splénomégalie et/ou d’anomalies de I’hémogramme. Des signes généraux a
type d’asthénie, d’amaigrissement, des sueurs nocturnes significatives peuvent étre a 1’origine
du diagnostic (30). La splénomégalie est quasi constante, de taille variable au diagnostic.
L’hémogramme montre fréquemment une anémie d’origine mixte, centrale et par
hémodilution, souvent associée a une érythromyélémie. Une morphologie globulaire peut
montrer des anomalies érythrocytaires non spécifiques telles que des dacryocytes, des
anneaux de Cabot Figure 1. La myélofibrose primitive a une évolution plus péjorative que la
PV ou la TE avec une médiane de survie estimée de 40 a 60 mois (34). Les complications
sont multiples dans la MFP. Certaines complications leucémiques et thromboemboliques sont
communes aux NMP Ph- (cf partie 1.2). D’autres sont propres a la MFP et participent a ce
mauvais pronostic. L’anémie est pratiquement inéluctable et requiert souvent des transfusions
de concentrés de globules rouges a 1’origine de complications secondaires possibles comme
I’hémochromatose. D’autres complications touchent ces patients telles que I’hypertension
portale, la cachexie, I’insuffisance médullaire elle-méme a 1’origine d’éventuelles
complications infectieuses ou hémorragiques.

La myeélofibrose au stade préfibrotique (pré-MF) correspond a un stade précoce de la maladie,
et se manifeste par une thrombocytose isolée. Ce stade a été décrit par plusieurs études (43,
44) et intégré dans les critéres diagnostiques de I’OMS 2008 (2). Toutefois, le diagnostic
différentiel avec la TE, qui repose sur 1’analyse de la biopsie ostéomédullaire (BOM), reste
controversé en pratique courante car il nécessite un observateur entrainé et semble soumis a
d’importantes variabilités inter-observateurs (45, 46). Cependant, il semble intéressant en

terme de pronostic de différencier la pré-MF et la TE. D’apres des études multicentriques, la
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médiane de survie differe entre les 2 pathologies (47) ainsi que 1’évolution a 10 ans en
leucémie aigué (5.8% vs 0.7% respectivement pour pré-MFP et TE) ou en myélofibrose
(12.3% vs 0.8% respectivement pour pré-MFP et TE ) (48).

Figure 1 : Anomalies cytologiques des hématies visibles dans la MFP (coloration MGG x100).
A : Dacryocytes ou hématies en larme. B : Anneau de Cabot.

1.2. Complications des neoplasmes myeloprolifératifs Philadelphie négatif

Les complications impactent de maniére significative le pronostic et la qualité de vie des
patients. On distingue les complications a court terme, thrombotiques ou hémorragiques, des

complications hématologiques qui apparaissent a plus long terme.
1.2.1. Complications thrombotiques

Les thromboses sont des complications fréquentes de la PV et de la TE qu’elles soient
révélatrices du diagnostic ou qu’elles surviennent lors du suivi du patient. Leur incidence
varie selon les études de 22 a 38.6% et de 9.7 a 29.4% respectivement pour la PV et la TE
(49). Elles affectent surtout les patients agés ou ayant présentés des antécédents
thrombotiques (50, 51). Concernant la MFP, 13.2% des cas ont eu un événement vaso-
occlusif au diagnostic ou précédemment (52).

Le risque thrombotique est artériel ou veineux, avec des sites parfois inhabituels. En effet, les
syndromes myéloprolifératifs sont des facteurs de risques associés au développement de
thromboses veineuses en particulier splanchniques (53) ou cérébrales (24). Cinquante pour
cent (de 45% a 58% selon les études) des patients atteints de syndromes de Budd Chiari sont
affectés par un NMP Ph- (53-56). Dans ces thromboses de sites peu communs, les NMP Ph-
occultes ou latents sont souvent diagnostiqués par la mutation JAK2V617F et/ou la culture des
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progéniteurs sans anomalic de 1’hémogramme (24, 25, 57). Les troubles de la
microcirculation de type érythromélalgie sont également fréquents notamment dans les TE
(58).

La physiopathologie du risque thrombotique dans ces hémopathies est multifactorielle.
L’augmentation de I’hématocrite dans la PV (59), la leucocytose (60, 61), 1’activation
plaquettaire (58) ou leucocytaire jouent un role trés probable dans les mécanismes
prothrombotiques. Le réle de la présence de la mutation JAK2V617F et de la quantité

d’allé¢les mutés serait établi dans les TE mais reste contradictoire (49, 62).
1.2.2. Complications hémorragiques

Curieusement, une hyperplaquettose majeure entraine plus volontiers des complications
hémorragiques que thrombotiques. Les complications hémorragiques au diagnostic sont de
1.7% a 20% dans les PV, et de 3.6 % a 37% dans les TE (63). Elles surviennent spontanément
ou aprés chirurgie. Ces manifestations hémorragiques telles que des gingivorragies, des
épistaxis sont les plus souvent mineures. Les hémorragies plus séveéres (gastrointestinales,
cerébro-méningées...) sont également plus rares. Elles s’apparentent & une maladie de
Willebrand acquise. En effet, dans les TE fortement thrombocytémiques (>1000G/I), les
plaquettes activées entrainent la consommation des multimeres de haut poids moléculaire du

facteur de Willebrand notamment par la formation de microthrombi (64).
1.2.3. Complications hématologiques

La tendance montre qu’avec la réduction, ces 10 derniéres années, du nombre de déces dus a
des événements thromboemboliques et cardiaques, les complications onco-hématologiques
représentent maintenant les premiéres causes de déces chez les patients atteints de PV et de
TE (65).

Une proportion des patients atteints de PV et TE peut évoluer secondairement vers une
myélofibrose. On parle alors de myélofibrose post-PV et de myélofibrose post-TE (33).
Comme la myélofibrose primitive, la médiane de survie de ces myélofibroses secondaires est
d’environ 5 ans (66). La mutation JAK2V617F est présente chez environ 50% des MF post-
TE et chez la quasi totalité des MF post-PV (67). La fréquence de progression en
myélofibrose augmente avec la durée du NMP. Ainsi, 10 ans aprés le diagnostic, des études
rétrospectives sur des sujets atteints de TE ont montré une évolution en MF post-TE allant de
3 a10% et de 15% apres 15 ans (68-70). Concernant la PV, le risque augmente également

avec la progression de la maladie. Il est de 2% a 15% selon les traitements prescrits et la
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période de suivi (16, 71). La transformation en myélofibrose secondaire serait favorisée par le
traitement des PV par saignées (72).

Une proportion des patients atteints de PV, TE et MFP évolue vers la transformation en
leucémies aigués. Les acutisations observées sont majoritairement myéloblastiques avec un
pronostic sévere (médiane de survie < 6mois) (73, 74). Dans la MFP, la transformation
blastique est d’environ 15 % avec un délai tres variable. Chez les patients en dépendance
transfusionnelle, la probabilité d’acutisation a 2 ans est de 6.9% (75). Pour la PV, elle est
décrite a 15% chez le sujet jeune, 20 ans apres le diagnostic (16). Leur fréquence est rapportée
dans la TE de 1 & 2.5% les 10 premiéres années, et de 5 a 8%, 20 ans apres le diagnostic (68,
69). Cependant, ces études ont inclus des patients traités par des cytoréducteurs notamment
les agents alkylants dont le role leucémogéne a été prouvé (76). De plus, un risque cumulatif
de survenue de leucémie aigué a également été démontré (77). Le réle leucémogene de
I’hydroxyurée utilisée seule est controversé (78-80). L’expérience au long court chez les
patients drépanocytaires parait sans risque leucémogeéne (81). Cependant, il est recommandé
d’adopter un principe de précaution et de limiter la prescription d’hydroxyurée chez les
patients jeunes ou ayant eu d’autre traitement potenticllement leucémogéne (82).
Curieusement, les leucémies aigués secondaires aux NMP Ph- ne portent bien souvent pas la
mutation JAK2V617F méme si elles dérivent d’un NMP JAK2V617F positive (83).

2. Critéres diagnostiques selon la classification OMS 2008

2.1. Diagnostic de polyglobulie de Vaquez

Les critéres diagnostiques de I’OMS 2008 (29) sont présentés dans le Tableau 1. Le diagnostic
de PV exige la présence de deux critéres majeurs et d’un criteére mineur ou la présence du
premier critére majeur associé a deux criteres mineurs. On remarque qu’aucune hiérarchie de
valeur entre I’hémoglobine, I’hématocrite ou le volume globulaire isotopique n’est indiquée et
que seules les formations spontanée érythroides font partie des criteres diagnostiques de la
PV. De plus, les criteres de ’OMS 2008 ne tiennent pas compte des circonstances de
découvertes. Lorsque le tableau initial se manifeste par exemple sous la forme d’une
thrombose veineuse splanchnique ou d’une splénomégalie, I’hémogramme peut ne pas révéler

de polyglobulie du fait de la présence notamment d’une hémodilution (23-25).
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2.2. Diagnostic de myélofibrose primitive

Les critéres diagnostiques de I’OMS 2008 (29) sont présentés dans le Tableau 2. Le diagnostic
de MFP exige la présence de trois criteres majeurs et de deux critéres mineurs. On remarque
que la myélofibrose au stade préfibrotique a été intégrée a ces critéres diagnostiques (1%
critere majeur). Elle correspond a une phase cellulaire, identifiée par des anomalies
morphologiques de la mégacaryopoiese considérées comme spécifiques associées a une
hyperplasie de la lignée granuleuse et a une diminution de 1’érythropoicse. Le diagnostic de
MFP ne nécessite donc plus la présence caractéristique de fibrose collagéne ou méme de
densification de la trame réticulinique pour étre évoqué. Le 2°™ critére majeur nécessite la
réalisation de nombreux examens afin d’exclure d’autres hémopathies, notamment une
ferritine, la recherche d’un transcrit de fusion ber-abl, un myélogramme. Il est précisé que les
critéres mineurs peuvent étre justes au-dessus de la normale, nécessitant une bonne sensibilité

des analyses biologiques.
2.3. Diagnostic de thrombocytémie essentielle

Les critéres diagnostiques de I’OMS 2008 (29) sont présentés dans le Tableau 3. Le
diagnostic de TE exige la présence des quatre critéres cités. Le diagnostic reste difficile en
raison de I’absence d’anomalies moléculaires spécifiques. Ainsi, un large panel d’examens
doit étre effectué pour affirmer le caractére primitif et clonal de la pathologie et exclure les
autres hémopathies. Il est précisé que I’existence d’une cause de thrombocytose réactionnelle

n’exclut pas ’existence d’une TE associée si les trois premiers critéres sont présents.
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Critéres majeurs

1.

Hémoglobine>185g/l chez I’homme, et>165g/1 chez la femme ou toute autre
preuve de I’augmentation de la masse globulaire érythrocytaire*

Présence de JAK2V617F ou d’autres mutations fonctionnellement similaires (par
exemple mutation de JAK2 exon 12)

Criteres mineurs

1.

2.
3.

martiale

Biopsie médullaire montrant, en fonction de 1’age, une hyperplasie cellulaire
portant sur les lignées érythrocytaire, granulocytaire, mégacaryocytaire
(panmyeélose)

Taux d’érythropoiétine sérique au-dessous des valeurs normales de référence

Pousse spontanée des progéniteurs érythrocytaires in vitro

*Hémoglobine ou hématocrite>99°™ percentile des valeurs spécifiques de référence en

fonction de 1’age, du sexe, de ’altitude de résidence

ou Hémoglobine>170 g/l chez I’homme, 150 g/l chez la femme associée a la preuve d’une
augmentation d’au moins 20 g/l par rapport aux valeurs antérieures (mais sans atteindre les

valeurs seuils citées plus haut) et ne pouvant s’expliquer par la correction d’une carence

ou Masse globulaire érythrocytaire >25% de la valeur normale calculée.

Tableau 1 : Criteres de I’'OMS pour le diagnostic de polyglobulie de Vaquez
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Critéres majeurs

1.

2.

Présence d’une prolifération mégacaryocytaire et d’atypies morphologiques*
habituellement accompagnées par la présence de fibrose réticulinique ou collagéene,

Ou en I’absence de fibrose réticulinique significative, les anomalies morphologiques
mégacaryocytaires doivent étre accompagnees par une augmentation de la cellularité
médullaire caractérisée par une prolifération granuleuse et souvent une érythropoiése
diminuée (c’est a dire phase cellulaire ou préfibrotique de la maladie)

Absence de critéres retenus par I’OMS en faveur du diagnostic de : PV?, LMCb, SMD°
ou d’une autre maladie de la lignée myéloide

Démonstration de la mutation JAK2V617F ou d’un autre marqueur de clonalité
(MPLW515L/K)

Ou, en I’absence de marqueur de clonalité, démonstration de I’absence d’argument en
faveur d’une my¢lofibrose secondaire a une infection, & une maladie autoimmune ou a
une condition inflammatoire chronique, leucémie a tricholeucocytes ou autres
néoplasmes lymphoides, affection néoplasique, myélopathies (toxiques) chroniques °

Critéres mineurs

AwnhE

Leuco-érythroblastose sanguine®

Augmentation des taux sériques de lactate déshydrogénase (LDH)®

Anémie®

Splénomégalie palpable®

* Eléments regroupés en amas denses, de taille variant de petite a grande, dont le rapport
nucléo-cytoplasmique est anormal avec un aspect hyperchromatique, bulbeux ou
irréguliérement contourné des noyaux.

® En présence d’une ferritinémie basse, 1’exclusion d’une PV repose sur I’absence
d’augmentation, apres traitement martial, de I’hématocrite ou de I’hémoglobine au-dessus des
valeurs définissant le phénotype polyglobulie. L’exclusion de la PV est basée sur les taux Hb
et d’hématocrite, la mesure du volume isotopique n’est pas requise.

b Requiert I’absence de ber-abl

¢ Requiert ’absence de dysérythropoiése et de dysgranulopoigse.

¢ Les patients présentant des conditions de myélofibrose réactive ne sont pas exclus de
myélofibrose primitive et le diagnostic doit étre considéré si les autres critéres sont remplis.

® Le degré de ces anomalies varie entre des valeurs juste au-dessus de la normale jusqu’a des

anomalies importantes.

Tableau 2 : Criteres de I'OMS pour le diagnostic de myélofibrose primitive
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1. Augmentation persistante du nombre de plaquettes>450G/1*

2. Prolifération, en biopsie médullaire, prédominant sur la lignée mégacaryocytaire et
faite d’une majorit¢ d’¢léments mirs et de grande taille. Pas d’augmentation
significative de la granulopoiése neutrophile ni de 1’érythropoiése et pas d’exces
d’¢éléments immatures dans ces deux lignées

3. Absence des critéres retenus par ’OMS en faveur du diagnostic de PV®, MFP¢, LMC?,
SMD?® ou d’une autre maladie maligne de la lignée myéloide

4. Démonstration de la mutation JAK2V617F ou d’un autre marqueur de clonalité ou en
I’absence de marqueur de clonalité: absence d’argument en faveur d’une

thrombocytose réactionnelle '

% Durant la période d’évaluation.

b L exclusion de la PV requiert, en présence d’une ferritinémie basse, [’absence, aprés traitement
martial, d’augmentation de 1’hématocrite ou de 1’hémoglobine au-dessus des valeurs définissant le
phénotype polyglobulie. L’exclusion de la PV est basée sur les taux d’hémoglobine et
d’hématocrite au-dessus des valeurs définissant le phénotype polyglobulie. La mesure de la masse
globulaire n’est pas nécessaire.

® Requiert I’absence de fibrose réticulinique significative et de toute fibrose collagéne ; I’absence
d’érythromyélémie sanguine ; 1’absence d’hypercellularit¢é médullaire manifeste (fonction de
1’age), accompagnée d’un aspect des mégacaryocytes typique de myélofibrose primitive (éléments
regroupés en amas denses, de taille variant de petite a grande, dont le rapport nucléocytoplasmique
est anormal avec un aspect hyperchromatique, bulbeux ou irréguliérement contourné des noyaux.)

d Requiert I’absence de ber-abl.

® Requiert 1’absence de dysérythropoiése et de dysgranulopoiése.

" Les causes de thrombocytose réactionnelles incluent la présence d’une carence martiale, d’un
antécédent de splénectomie, d’une intervention chirurgicale récente, d’infection, d’inflammation,
de « collagenose », de cancer métastatique, de syndrome lymphoprolifératif. Cependant, si les trois
premiers critéres sont présents, I’existence d’une des causes précédentes de thrombocytose
réactionnelle, n’exclut pas I’existence d’une TE associée.

Tableau 3 : Critéres de I'OMS pour le diagnostic de thrombocytémie essentielle.
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3. Les anomalies clonales et mutations dans les néoplasmes myéloprolifératifs Philadelphie
négatif dits classiques

3.1. La cytogénétique conventionnelle

La mise en évidence d’une population clonale peut étre révélée par 1’étude du caryotype. A
I’inverse de la leucémie myéloide chronique, aucune anomalie chromosomique spécifique
n’est associée aux NMP Ph-. Des anomalies caryotypiques récurrentes sont décelées chez
approximativement un tiers a 50% des patients atteints de myélofibrose primitive (84), 11 a
33% des PV (85, 86) et 5 a 7% des TE (87). Leurs fréquences augmentent avec 1’age et
I’évolution de la maladie. Les anomalies sont retrouvées quel que soit le type de NMP Ph-.
Les plus fréeguemment retrouvées sont des délétions (del(20q), del(13q)...), des trisomies
(trisomie 8, 9, 1q...) (Tableau 4). Certaines anomalies sont également présentes dans les

syndromes myelodysplasiques comme la délétion 20 g, les anomalies des chromosomes 5 et 7

et moins fréquemment la délétion 13q.

Pourcentage

Chromosomes Caryotype

Trisomie 1q, translocations...
Délétion 5q, Monosomie 5... 3 15 <1
Délétion 7q, Monosomie 7. ~1-36 | 4 <1
Trisomie 8 totale ou partielle... 5-27 5-8 =1
Trisomie 9 totale ou partielle... ~10 8 1-7
Délétion 13 q, duplications... 3-7 6-8 1-4
Délétion 20q... ~10% | 7-28 | 0277

11-33 | 3340 | °7

Tableau 4 : Principales anomalies chromosomiques communément retrouvées dans la PV, MFP, et la
TE. D’apres (86, 88, 89). *70-80% dans MF post-PV.
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3.2. Les mutations retrouvées dans les néoplasmes myéloprolifératifs Philadelphie négatif

dits classiques

Les mutations présentes dans les néoplasmes myéloprolifératifs sont nombreuses. Pour la
plupart, elles ne sont pas spécifiques et constituent probablement des événements secondaires
apparaissant de maniere imprévisible. Dans cette revue de la bibliographie, nous nous
sommes intéressés aux mutations retrouvées plus souvent en phase chronique (JAK2V617F,
mutations de I’exon 12 de JAK2, MPL, TET2, LNK, EZH2...). Les mutations souvent
retrouvées dans la phase blastique telles que NF1, IDH1, IDH2, ASXL1, Ikaros (90) n’ont pas
été développées dans cette étude bien que la frontiere entre ces 2 groupes de mutations ne soit
pas si nette (91).

3.2.1. Les mutations touchant la voie de signalisation JAK-STAT

3.2.1.1. Larévolution JAK2V617F

La découverte en 2005 de la mutation JAK2V617F par plusieurs équipes indépendantes a
considérablement amélioré la connaissance de la physiopathologie des néoplasmes
myéloprolifératifs Ph- (92-95). La protéine JAK2 ou Janus kinase 2 est une tyrosine kinase
cytosolique dont le gene est localisé en 9p24. Elle se fixe coté intracellulaire a certains
récepteurs de cytokines telles que I’EPO, la TPO ou le G-CSF et a un rdle dans la
transduction de leur message (96). La Figure 3 explique le role physiologique de la protéine
JAK2 avec I’exemple du récepteur a I’EPO. Apres fixation d’un ligand au niveau du
récepteur, un changement de conformation de celui-ci induit la phosphorylation de la protéine
JAK2. Celle-ci, devenue active, phosphoryle soit directement des protéines de signalisation
(ex :STATS...), soit indirectement par 1’intermédiaire des résidus tyrosine du domaine
cytosolique du récepteur, ceux-ci devenant des sites d’ancrage pour la phosphorylation en
cascade d’autres protéines de signalisations (PI3K, RAS...). STAT5 phosphorylé se dimérise
et est transloqué vers le noyau afin d’agir sur la transcription. JAK2 est donc un médiateur de
la signalisation cellulaire des facteurs de croissance hématopoiétiques régulant la
prolifération, la survie et la différenciation cellulaire.
La mutation JAK2V617F est une mutation ponctuelle de 1’exon 14, qui génére une
modification de 1’acide aminé encodé au niveau du codon 617 suite a la substitution d’une
guanine en thymidine au nucléotide 1849. La valine (V) est remplacée par la phénylalanine
(F) donnant le nom & la mutation JAK2V617F acquise par les cellules souches
hématopoiétiques. Cette mutation située dans le domaine pseudo-kinase JH2, régulateur de

I’activité kinase, conduit a une perte de la fonction inhibitrice (97). L’activation de JAK2 et
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des voies de signalisations en aval devient constitutive et indépendante de I’EPO. Ainsi le
clone affecté par la mutation se trouve doté d’un avantage de croissance et de survie tout en
utilisant une voie de signalisation normale. Le résultat conduit donc a une surproduction de
cellules sanguines morphologiquement normales.

Certaines données suggerent que le taux de JAK2 muté pourrait étre a I’origine des différents
phénotypes. En effet, chez 90% des PV JAK2V617F +, une disomie uniparentale au niveau du
locus 9p24 entraine une homozygotie pour JAK2V617F (Figure 2), alors qu’elle est rarement
retrouvée dans la TE (98). De plus, des études ont montré que la thrombocytose et le

pourcentage d’alléle muté étaient inversement proportionnels (62, 99).

Wild-type JAK2 Heterozygous V167F Homozygous V167F

l, VEL7F

V6I7F VE1T7F

Peint mutaticn Mitstic recombination

- >

Chromosaome &

Figure 2 : Phénomene de disomie uniparentale aboutissant en 2 étapes a I’lhomozygotie pour la
mutation JAK2V617F d’aprés (100)
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Figure 3 : Role physiologique de JAK2 dans la transduction du signal de I'EPO d’apres (101). A:
Récepteur de I'EPO sous forme inactivée B : Fixation de I'EPO, autophosphorylation de JAK2 C:
Transduction du signal par les voies de signalisation KAJ-STAT, MAP kinase, PI3 kinase/Akt.
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La fréquence de la mutation varie considérablement selon les études dans les NMP Ph- allant
de 65-97% dans les PV, 23 a 57% dans les TE, et 30-57% dans les MFP (92, 95, 102). Ces
différences peuvent s’expliquer par la différence de sensibilité des techniques de dépistage de
la mutation ou par des diagnostics initiaux insuffisamment documentés, ou encore un
traitement de certains patients notamment par 1’interféron o (103).

La proportion de JAK2V617F considérée par la majorité de la communauté médicale est de
95%, 50% et 50% respectivement pour la polyglobulie de Vaquez, la thrombocytémie
essentielle et la myélofibrose primitive (95, 104). On note que I’OMS n’impose pas de
techniques de détection de la mutation pourtant différentes quant a leur sensibilité
(séquencage, ou PCR allele spécifique...), ni de recommandations préanalytiques
(JAK2V617F réalisé sur sang total ou sur la population granuleuse). Le séquencage moins
sensible a I’avantage de pouvoir détecter d’autres mutations rares de 1’exon 14 ( L611V,
D620E...) (105, 106).

Dans plusieurs études, la mutation JAK2V617F a été détectée chez 0.2% a 10% des individus
a priori sains sans anomalie de I’hémogramme ou d’événement thrombotique. Une premiere
étude réalisée sur 52 patients sains montrait 5 (9.6%) patients avec des faibles taux de
mutation JAK2V617F confirmés sur 2 prélevements et par séquencage (107). Dans une équipe
danoise, la mutation a été retrouvée chez 18 sujets sains au moment du diagnostic sur les
10 507 participants (soit 0.2%). Quatre n’ont pas développé de cancers hématologiques mais
tous les sujets sont décédés durant le suivi (108). Chez des patients chinois, une PCR
qualitative a été positive chez 36 patients sur 3935 (0.9%) sans anomalie de ’hémogramme
cependant les seuils plaquettaires acceptés n’étaient pas ceux de I’OMS et certains patients
avaient présentés des manifestations thrombotiques (109). Martinaud et ses collégues (110)
ont détecté par PCR quantitative chez 2.5% de volontaires sains un faible pourcentage de
JAK2V617F muté mais inférieur au cut-off défini a 1%. Cependant, dans toutes ces études, on
ne peut que regretter I’absence de dosage de la ferritine et/ou de mesure du volume globulaire
isotopique afin d’écarter des éventuelles polyglobulies masquées. Ces données suggerent
cependant que, dans certains cas, la présence de la mutation peut précéder le diagnostic
clinique.

La mutation JAK2V617F n’est pas spécifique des NMP Ph- classiques. La mutation peut étre
trés rarement retrouvée dans les leucémies aigués (111, 112). Elle a également été décrite
dans 3 & 9% des LMMC (113, 114), dans 2% des leucémies a éosinophiles (6). Elle est
présente dans 4% des mastocytoses systémiques (115), dans 11% a 20% des néoplasmes

myeéloprolifératifs inclassables (6, 114). Environ 5% des syndromes myélodysplasiques sont
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JAK2 mutés (113, 116). L’entité provisoire décrite par ’OMS 2008, appelée anémie
réfractaire avec exces de sidéroblastes en couronne et thrombocytose marquée (RARS-T) (29)
est classé dans les NMP/SMD. La fréquence de la mutation JAK2V617F dans cette entité est
d’environ 60% des cas (114, 117-119).

3.2.1.2. Les anomalies de ’exon 12 de JAK?2

D’autres mutations activatrices de JAK2 ont été découvertes dans 1’exon 12 dans 1% a 5% des
PV (120, 121). A ce jour, 37 mutations de I’exon 12 ont été décrites (Figure 4) (122-124). Ces
mutations aboutissent & une activation constitutive de JAK2 comparable a la mutation
JAK2V617F. Contrairement a JAK2V617F, elles sont spécifiques de la PV et ne sont pas
retrouvées dans la TE ou la MFP. Elles sont toutefois présentes dans les formes compliquées
telles que LAM post-PV (125) ou MF post-PV (126). Chez certains patients, les 2 mutations
JAKV617F et JAK2 exon 12 peuvent coexister (127).

La majorité des patients (91%) ont un taux d’érythropoiétine bas (<5Ul/ml), 8% ont un taux
normal et 1% ont un taux élevé (>45U1/ml) (123). Quatre vingt trois pour cent montre une
hypercellularité médullaire. Une étude histopathologique des PV exon 12 + montre une
moelle hypercellulaire avec une hyperplasie érythroide (128). Les mégacaryocytes sont
dystrophiques, avec une distribution anormale de la chromatine et une lobulation nucléaire
atypique (Figure 5). lls sont rarement regroupés en clusters. Ces caractéristiques ne sont pas
celles habituellement observées dans les PV, ni celles définies dans ’OMS 2008. Ainsi, ces
patients porteurs d’une mutation dans 1’exon 12 de JAK2 montrent une érythrocytose isolée et
sont souvent classés en érythrocytose idiopathique (EI) (129). En effet, les EI regroupent des
érythrocytoses pour lesquelles aucune cause étiologique primitive ou secondaire n’est
identifiée.

Le phénotype des patients porteurs de mutation de I’exon 12 montre un taux d’hémoglobine
significativement plus élevé, tandis que les plaquettes et les globules blancs observés sont
plus bas par rapport aux patients porteurs de la mutation JAK2V617F. Aucune différence
significative n’a été observée concernant les complications a court ou long terme dans les 2

groupes (129).
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SUBSTITUTIONS

wildtype (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEDLIF

F533IK539L (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMIOMVFHLIRNEDLIF

F537IK539L (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVIHLIRNEDLIF
H538QK539L (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVFQLIRNEDLIF
H538DK539L1540S (D)XKSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVEDLSRNEDLIF

K539L (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHLIRNEDLIF
K539LL545V (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOQMVFHLIRNEDVIF

1540T (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHXTRNEDLIF

D544G (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEGLIF

L5458 (D)XKSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVFHKIRNEDSIF

F547L (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVFHXIRNEDLIL

F547V (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVFHKIRNEDLIV

DELETIONS

wildtype (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOQMVFHKIRNEDLIF
F537-K539delinsK (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVKIRNEDLIF

F537-K539del (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVIRNEDLIF
F537-K539delinsL (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVLIRNEDLIF

H538del (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVEXIRNEDLIF
H538-K539del (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVEIRNEDLIF
H538-K539delinsF (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVEFIRNEDLIF
H538-K539delinsl (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVEIIRNEDLIF
H538-K539delinsL (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVELIRNEDLIF
1540-N542delinsS (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVEFHKSEDLIF
1540-N542delinsK (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMVFHKKEDLIF
1540-E543delinsKK (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVFHKKKDLIF
1540-E543delinsMK (D) XSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKMKDLIF
1540-D544delinsMK (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKMKLIF
1540S,R541-E543delinsK (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVFHKSKDLIF
R541-E543delinsK (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKIKDLIF

R541-D544del (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKILIF

N542-E543del (D)XSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKIRDLIF
N542-D544delinsN (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKIRNLIF

E543-D544del (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNOMVFHKIRNLIF

D544-1L.545del (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEIF
DUPLICATIONS

wildtype (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEDLIF
V536-1546dup11 (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEDLIVFHKIRNEDLIF
V536-F547dup12 (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNQMVFHKIRNEDLIFVFHKIRNEDLIF
V536F, F37-1546dup10 (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLQRPTHMNQMFFHKIRNEDLIFHKIRNEDLIF
F537-F547dup11 (D) KSNLLVFRTNGVSDVPTS PTLORPTHMNOQMVFHKIRNEDLIFFHKIRNEDLIF
F537-1546dup10,F547L (D)KSNLLVFRTNGVSDVPTSPTLORPTHMNOMVFHKIRNEDLILFHXIRNEDLIF
F547L . 1540-F547dupé8 (MXSNLLUFRTNGVSNHVPTS PTLORPTHMNOMUVFHX IRNEDLIFLTRNENLTF

Figure 4 : Mutations touchant I’exon 12 de JAK2 (D’aprés (123) del : délétion ; ins : insertion.

La technique de dépistage par HRM (High Resolution Melting) apparait comme une
technique sensible, détectant toutes les mutations, bien adaptée a un usage en routine (130).
Briévement, aprés amplification de I’ADN par PCR, un fluorochrome intercalant est ajouté.
L’augmentation de température programmeée et progressive entraine une dénaturation de
certains fragments du brin d’ADN (domaines de fusion), provoquant I’élimination du

fluorochrome puis 1’extinction totale de fluorescence lorsque la dénaturation est compléte. A
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une séquence d’ADN donnée correspond donc une courbe de fusion, réprésentation de la
fluorescence émise en fonction de la température. Si la séquence d’ADN analysée comporte
des variants, des mutations, des délétions, un profil de fusion différent permet de révéler
I’anomalie. A la différence du séquencage, la technique HRM ne permet pas d’identifier le

type de mutations. Cependant, aucune différence phénotypique ou pronostique n’a été

observée entre les différentes mutations de 1’exon 12 de JAK2 (129).
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Figure 5 : Aspect caractéristique de la moelle sur la BOM de patients porteurs de mutations de I'exon
12 de JAK2 . A : Hypercellularité de la moelle avec hyperplasie érythroide. B : Mégacaryocytes avec
lobulation nucléaire atypique d’aprés (128).

3.2.1.3. Les mutations de MPL

Le produit du géne MPL (MyeloProliferative Leukemia) correspond au recepteur de la
thrombopoiétine. La protéine JAK2 intervient également comme transducteur du signal de la
thrombopoiétine suite & sa fixation sur MPL. La mutation germinale Baltimore K39N au
niveau de I’exon 2 (131) retrouvée dans la population afro-américaine a participé a la
découverte des mutations acquises de MPL. Parmi les mutations acquises de 1’exon 10, on
retrouve majoritairement une substitution du tryptophane (W) en position 515 par la leucine
(L) ou la lysine (K) ou I’asparagine (R) ou I’alanine (A) (132, 133). La conformation
cytosolique de MPL est modifiée et entraine une activation spontanée du récepteur (134). La
mutation MPLS505N est également décrite dans les thrombocytoses familiales (133) et
conduit également a une activation de la voie de signalisation de la tyrosine kinase JAK2.

Les mutations de MPL touchent approximativement 10% des MFP (135) et 3% des TE (136),
la plupart du temps sans association avec JAK2V617F (137). La mutation a également été
rarement rapportée dans des cas de RARS-T (119). Les TE MPL+ touchent
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préférentiellement les femmes &gées, avec un taux plaquettaire élevé et un taux
d’hémoglobine bas (138).
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Figure 6: ROle de LNK dans la régulation dela signalisation JAK-STAT d’aprés (139) A: Role
physiologique de LNK, inhibiteur de JAK2. B : Hypothése du dysfonctionnement lors de mutations
touchant le domaine PH de LNK a I'origine d’une anomalie de localisation.

3.2.1.4. Les mutations de LNK

LNK « lymphocyte specific adaptor protein» est une protéine adaptatrice dont la fonction est
d’inhiber la phosphorylation de JAK?2 (sauvage ou muté) apres activation par les récepteurs a
I’EPO ou a la TPO (140). Elle exerce un rétrocontrdle négatif sur la voie de signalisation
JAK-STAT. Les mutations inhibitrices de LNK conduisent a une perte de fonction et
entrainent une activation non régulée de la voie de signalisation JAK-STAT (Figure 6) (139,
141). Une quinzaine de mutations non sens, faux-sens ou délétions, ont été décrites a ce jour
(142). La majorité des mutations identifiées touchent soit le domaine d’homologie a la
plekstrine soit le domaine SH2 (Src homology 2) dont les réles respectifs sont la localisation a
la membrane cellulaire et la liaison simultanée au récepteur activé et a JAK2. Les mutations
LNK sont rares (<10% des NMP) retrouvées dans de rares cas de PV JAK2V617F négatif.
Cependant, une étude plus récente a montré que la région C terminale pouvait étre mutée chez
des patients également JAK2V617F positif (142). On retrouve également les mutations de
LNK dans 3 & 6% des TE ou des myelofibroses, qu’elles soient primitives ou post-PV ou

post-TE. Elles sont par contre fréquentes dans les phases blastiques (=<10%) des NMP (143).
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3.2.2. Les mutations touchant des régulateurs potentiels de la transcription
épigénétique
3.2.2.1. Les mutations de TET2

Le géne Ten Eleven Translocation 2 (TET2) est localisé sur le chromosome 4q24. 1l encode
pour une meéthylcytosine dioxygénase, qui oxyde le groupement meéthoxyle de la
5’méthylcytosine en 5’hydroxyméthylcytosine (Figure 7). La modification en
5’hydroxyméthylcytosine entrainerait une déméthylation de I’ADN (144, 145). La protéine
TET2 agit donc dans la régulation épigénétique de la transcription des cellules souches
hématopoiétiques.
TET2 se comporte comme un gene suppresseur de tumeur dont I’inactivation par mutation
joue un réle oncogénique. Les mutations de TET2 ont été trouvées dans toutes les régions
codantes des pathologies myéloides et peuvent étre des mutations non sens, faux sens ou
décalantes (146). Elles sont détectées par sequencage notamment haut-débit. Les mutations
touchant TET2 ont été décrites chez des patients atteints de PV, TE ou MFP avec des
fréquences respectives de 16%, 5% et 17% (147). Elles sont associées ou non a la mutation
JAK2V617F et peuvent coexister avec MPLW515L (148). L’acquisition des mutations
somatiques TET2 associées a JAK2V617F augmenterait ’agressivité de la PV.
Comme la mutation JAK2V617F, les mutations TET2 ne sont pas spécifiques des NMP Ph-.
Elles ont ét¢ découvertes dans d’autres pathologies myéloides notamment des syndromes
myélodysplasiques, des cas de LMMC, de LAM (149, 150) ainsi que d’autres NMP peu
classiques comme la mastocytose systémique (151), ou les NMP inclassables. On note la

fréguence de ces mutations dans 20 a 30% des LAM secondaires a un NMP (152).

NH, NH,
OH NH,
TET2 *
| ) SN =N
/K _- | ’L%- T | /J§
N 0 N™ ™0 N 0
H H H
S-Methylcytosine S-Hydroxymethylcytosine Cytasine

Figure 7 : Réaction enzymatique catalysée par TET2 d’apres (146) * hypothese émise par (145)
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3.2.2.2. Les mutations EZH2

Le géne EZH2 est localisé en 7g36.1. La protéine EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) est
une histone méthyltransférase. Dans les pathologies myéloides, les mutations retrouvées dans
les exons 10, 18, 20 inactivent probablement 1I’enzyme (153). Ces mutations sont retrouvées
dans approximativement 3% des PV, dans 7 a 13% des myélofibroses primitives ou
secondaires a une PV ou une TE (153, 154) mais pas dans la TE (155).

4. Les scores pronostiques et la prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique des NMP Ph- a pour but de diminuer le risque thrombotique
sans exposer les patients a une augmentation du risque de transformation leucémique. La
plupart du temps, en dehors de certains jeunes patients greffés, le traitement n’est pas curatif.
Parallelement, les facteurs de risques cardiovasculaires (hypertension, diabete, tabagisme,
hypercholestérolémie, et obésité) sont cherchés et traités de maniere adaptée. Les indications
présentées dans cet ouvrage sont approuvées chez I’adulte par des experts internationaux
(156-158). Cependant, les recommandations ne sont pas toujours basées sur des résultats
d'études cliniques.

4.1. TraitementdelaPV etdela TE

4.1.1. Traitement antiagrégant plaquettaire

I est recommandé de prescrire de I’aspirine a faible dose chez tous les patients atteints de PV,
quel que soit leur age, a I’exception des éventuelles contre-indications thérapeutiques rares a
cette posologie (159). En effet, 1’étude collaborative ECLAP a montré une diminution
significative des événements cardiovasculaires fatals ou non, sans augmentation du risque
hémorragique dans la PV. Concernant la TE, bien que seules des études rétrospectives aient
démontreées son efficacité et soient controversées (160), I’aspirine a faible dose est également
recommandée quel que soit le risque associé (156, 158). L’hypersensibilité, les ulcéres
gastrointestinaux en évolution constituent des contre-indications. Pour les taux
plaquettaires>1000G/l, il semble nécessaire de controler 1’activité cofacteur de la ristocétine.
Un résultat <30% contre-indique la prise d’aspirine (158). Les autres antiagrégants
plaquettaires tels que le clopidogrel ont été peu étudiés dans cette indication, il est suggéré de

les utiliser en cas d’intolérance a I’aspirine (156).
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4.1.2. Prise en charge selon les risques
Les recommandations internationales pour la prise en charge des patients atteints de PV et de
TE sont présentées dans la Figure 8 et Figure 9. Pour déterminer 1’indication de cytoréducteurs,
les patients sont stratifiés selon 3 groupes : faible risque, risque intermédiaire, et risque élevé.
Le faible risque correspond aux patients agés de moins de 60 ans. Le risque éleve rassemble
des patients agés de plus de 60 ans ou/et ayant des antéceédents de thromboses. Le risque
intermédiaire s’applique aux patients de moins de 60 ans présentant au moins un facteur de
risque cardiovasculaire. Dans les PV, un traitement cytoréducteur est également considéré si
les saignées sont mal tolérées ou en cas d’évolution de la pathologie (splénomégalie
symptomatique, leucocytose...) (65, 82). Dans la PV ou la TE, les fortes hyperplaquettoses ne
sont pas considérées, en dehors des complications hémorragiques séveres, comme critére de
haut risque et ne conditionnent pas la mise en place d’un traitement cytoréducteur (58, 158).
Toutefois, en pratique courante, certains cliniciens traitent les patients dont les plaquettes sont
>1500G/I (156).
Une thérapie cytoréductrice est recommandée chez les patients appartenant au groupe « risque
élevé » (65, 156). Les patients de risque intermédiaire sont traités au cas par cas, notamment
selon I’existence ou non de facteurs de risque associés(ex : diabéte, hypertension...) (63, 65,
82). Un arrét du tabac doit étre fortement incité. Une abstention thérapeutique est
recommandée chez les patients a faible risque thrombotique. Quels que soient les risques, la
phlébotomie peut étre utilisée en support thérapeutique, en urgence ou non. L’hématocrite
cible n’est pas véritablement défini et est de <55% (161) ou de <48% (160) ou encore <45%
chez I’homme et <42% chez la femme (162).
L’hydroxyurée est recommandée en premiére intention chez le sujet agé (Figure 10). La
molécule est plut6t bien tolérée avec une toxicité principalement cutanéomuqueuse. Agissant
sur les 3 lignées, des neutropénies, des thrombopénies et des anémies macrocytaires peuvent
s’observer et justifient une surveillance biologique. Son risque leucémogene est controversé et
serait de 6.6% au bout d’une dizaine d’années (76, 163-166).
Par principe de précaution, l’interféron o recombinant pégylé, non leucémogéne, est
préférablement utilisé chez le sujet jeune et chez la femme enceinte nécessitant un traitement
cytoréducteur. 1l peut également étre utilise en seconde intention aprés un échec de
I’hydroxyurée. Il inhibe la prolifération des progéniteurs hématopoiétiques, a un effet
inhibiteur direct sur les fibroblastes médullaires et empéche 1’action de facteurs de croissance
(TGF-B..) et autres cytokines probablement impliqués dans le développement de la

myélofibrose (167). L’efficacit¢ de I’interféron o pégylé a montré une rémission
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hématologique ainsi qu’une réduction (voire une disparition) des taux de JAK2V617F mutés
(168, 169). Bien que cette forme offre 1’avantage d’une seule injection sous cutanée par
semaine et d’une meilleure tolérance par rapport a 1’interféron non pégylé (168), les effets
indésirables conduisent a un arrét du traitement chez 10% des patients (syndrome pseudo
grippal, fatigue, dépression, développement ou exacerbation d’une maladie auto-immune sous
jacente notamment dysthyroidie...) (169). Malgré les recommandations internationales,
I’interféron a pégylé n’a pas d’AMM en France pour les NMP Ph-. Dans les différentes
études, les doses administrées varient de 90ug/semaine a 180ug/semaine selon la réponse au
traitement (168, 169).

Plusieurs traitements peuvent étre prescrits en deuxiéme intention notamment en cas
d’intolérance ou de résistance a I’hydroxyurée. Des définitions de ces états ont par ailleurs été
proposées par ’ELN (170, 171).

e Le pipobroman est un agent alkylant, efficace et bien toléré (Figure 10). Il constitue un
traitement alternatif des NMP Ph- notamment la PV pour laquelle il posséde I’AMM.
Le risque leucémogéne apres plusieurs années de d’exposition est a priori non
négligeable (76, 165). Comme I’hydroxyurée, sa prescription doit étre limitée chez les
sujets jeunes.

e En Europe, I’anagrélide (Figure 10) posséde I’AMM en deuxiéme intention apres échec
ou intolérance a I’hydroxyurée dans la TE. Elle réduit le taux plaquettaire par
inhibition de la maturation mégacaryocytaire (172). Chez les patients a haut risque,
son efficacité semble moindre sur 1’apparition d’événements vasculaires par rapport a
I’hydroxyurée (173). Son activité parait toutefois supérieure sur les thromboses
veineuses. En outre, un risque plus élévé d’hémorragies sérieuses est observé dans
I’é¢tude PT1 évoquant une probable potentialisation de I’effet antiagrégant plaquettaire
de D’aspirine en présence d’anagrélide. De méme, plus de transformations en
myélofibrose sont observées dans cette étude. Les effets indésirables touchent un tiers
des patients. Il s’agit de céphalées, palpitations, rétention hydrique, diarrhées,
arythmies...(174) Il est recommandé d’évaluer la fonction myocardique avant
prescription notamment chez les personnes agées et de vérifier ’absence de troubles
du rythme.

e Le busulfan est un agent alkylant, parfois utilisé chez les personnes agées en courtes
cures (Figure 10). Il appartient au groupe 1 des produits carcinogenes définit par

I’TARC (International Agency for Research on Cancer) depuis juin 2011.
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4.1.3. Cas particuliers des érythermalgies et de prurit

Les patients souffrant de complications microvasculaires type érythermalgie sont
généralement traités par antiagrégant plaquettaire seul en dehors de tout autre critére de risque
(175). Un traitement cytoréducteur n’est administré que dans les cas résistants.

Le prurit est une manifestation clinique qui affecte la qualité de vie de certains patients
atteints de PV. Les recommandations préconisent dans un premier temps, chez les patients a
faible risque, des mesures préventives (controle de la température de 1’cau du bain...) (158).
En cas de persistance des symptomes, les antihistaminiques peuvent étre prescrits mais ils
exercent une efficacité variable selon les patients (176). D’autres options existent telles que la
paroxétine (177), habituellement utilisée comme antidépresseur, la photothérapie
(178)...L’interféron a (179) ainsi que les nouveaux inhibiteurs de JAK (180) se sont

également montrés efficaces.

?
NON [ Age >60ans? ol
Antécédent (s) de thrombose/ hémorragic sévérc?
NON our |
o Suctdome7™* |
NON our | oul NON
Risque bas sclon contexte
Phlébotomie | S Risque élevé
+ - “| Traité par Interféron a+
ASA | ASA***
Si intolérance _
pro ou o Risque élevé, traité par Hydroxyuréet+ ASA¥**
myéloide**+*

Figure 8 : Démarche thérapeutique dans la Polyglobulie de Vaquez hors grossesse. D’apres (58, 158)
ASA : Acide acétylsalycylique. * hypercholestérolémie, hypertension, tabagisme, diabéte, obésité **
<40ans (158), 50 ans (181) ou 60 ans (182) selon les études***en premiere intention****progression
de la splénomégalie, leucocytose, thrombocytose.
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NON Plaquettes>1000G/1? OUI
Activité de la ristocétine=>30%
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Figure 9: Démarche thérapeutique dans la Thrombocytémie Essentielle hors grossesse d’apres (58,
158) ASA : Acide acétylsalycylique. HS : Hémorragie sévere * hypercholestérolémie, hypertension,
tabagisme, diabéte, obésité **<40ans (158); <50ans (181) ou<60 ans (182) selon les études***en
premiere intention.
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Figure 10: Formules structurales des principales molécules chimiques utilisées comme cytoréducteur
dans la PV ou dans la TE. A: Hydroxyurée (Hydrea®) B: Anagrélide (Xagrid®); C: Pipobroman
(Vercyte®) D :Busulfan (Myleran®).
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4.2. Traitement de la MFP

Le traitement n’est habituellement pas curatif. La greffe est le seul traitement potentiellement
curateur mais les résultats et I'dge médian des patients au diagnostic limitent les indications.
La prise en charge doit étre adaptée a chaque patient. Selon le risque encouru, certains sont
simplement suivis sans traitement, d’autres sont traités par chimiothérapie conventionnelle, ou
d’investigation (inhibiteurs de JAK2, pomalidomide...), ou sont greffés. Les patients sont
donc stratifiés selon un systeme dynamique DIPSS-plus (Dynamic International Prognostic
Scoring System-Plus) comportant 8 facteurs (Tableau 5) (183-185). D’autres scores
pronostiques existent notamment le score de Lille, souvent utilisé en France. Selon le nombre
de facteurs présents, le patient est classé dans 1’un des 4 groupes suivants, risque bas (pas de
facteurs de risque), risque intermédiaire 1 (1 facteur de risque), risque intermédiaire 2 (2 ou 3
facteurs de risque), risque ¢€levé (>4 facteurs de risque). Les moyennes de survie sont
respectivement du risque bas au risque élevé de 15.4, 6.5, 2.9 et 1.3 ans (184). Des
nombreuses études affinent de jour en jour la stratification des patients et ces
recommandations devraient évoluer (186, 187).

Selon les risques, le traitement recommandé suit 1’algorithme présenté en Figure 11. Seules les
formes symptomatiques (ex : thrombocytose avec antécédents de thrombose, splénomégalie
génante...) doivent étre traitées avec comme objectif I'amélioration de la qualité de vie des
patients. Les formes asymptomatiques sont a surveiller. La présence d’une délétion 5q oriente
vers un traitement conventionnel & base de Iénalidomide avec de rares rémissions
cytogénétiques decrites (188, 189).

Age> 65 ans

Hémoglobine<100g/I

Leucocytes>25G/I

Blastes circulants>1%

Symptdmes suivants : perte de poids >10% du poids par rapport a I’année précédent

le diagnostic, ou fievre inexpliquée ou sueurs nocturnes persistantes plus d’un mois
Besoins transfusionnels en concentrés érythrocytaires

Plaquettes <100G/I

Caryotype défavorable (complexe ou au moins une anomalie suivante +8 ,inv(3), -7/7q-
i(17q), -5/50-, 12p- ou réarrangement 11qg23)

Tableau 5: Facteurs pronostiques selon le DIPSS-plus d’apres(184)
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Présence de 5g-7
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Lénalidomide Risque selon DIPSS-Plus | ——

{en présence de symptdmes)

Risque élevé ou intermédiaire 2 f&—— Risqueintermediaire 1 Risque faible
1 |
1 Symptdme(s)? Symptbme(s)?
4 . . '
<65 ans =65 ans ST ioul non out non
Greffe envisagée avec Traitement | Traitement conventionnel | +—={ Suivi clinique
conditionnement adapté investigationnel | adapté au(x) symptdme(s) |

Greffe non réalisée

Figure 11: Algorithme de prise en charge de MFP selon (190).

4.2.1. Les traitements conventionnels

Plusieurs types de traitements peuvent étre prescrits chez le patient symptomatique atteint de
MFP. Cet arsenal thérapeutique permet de proposer des alternatives en cas d’inefficacité ou
de contre-indications. Certains traitements vont plutdt corriger les cytopénies, d’autres vont

limiter la myéloprolifération. Certaines molécules auront une action mixte.

4.2.1.1. Le traitement de I’anémie (ou des cytopénies)

Tefferi (190) recommande, en 1’absence de splénomégalie associée, 1’'usage d’érythropoiétine
recombinante en cas d’hémoglobine inférieure a 100g/l chez les patients aux besoins
transfusionnels faibles voire nuls. En effet, I’EPO recombinante fonctionnerait chez 60% des
patients durant la premiere année. Toutefois, trois critéres sont prédictifs d’un résultat
médiocre. Une splénomégalie avec un débord de plus de 5 cm du rebord costal semble
exacerbée par I’injection d’EPO recombinante. Celle-ci est inefficace en cas d’EPO endogéne
>125 Ul/l (191) et chez les patients ayant des besoins transfusionnels fréquents (192). Le cas
échéant, plusieurs traitements sont potentiellement utilisables (corticothérapie, androgénes,
thalidomide, 1énalidomide...).

La corticothérapie est rapidement efficace sur les cytopénies (dans 1/3 des cas) mais
s’accompagne souvent d’une cortico-dépendance nécessitant le maintien de petites doses. Elle

doit étre évitée notamment en cas de diabete, d’ostéoporose...
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Les androgénes dont le danazol est le plus utilisé, peuvent améliorer les cytopénies (anémie
dans 1/3 des cas, thrombopénie dans la moitié des cas). La toxicité du danazol notamment
hépatique est réduite et réversible.

Le thalidomide est délivré sous ATU nominative en France dans la myélofibrose primitive
aprés échec des traitements contre les cytopénies et/ou la splénomégalie. Agissant comme
inhibiteur de I’angiogenése, son efficacité a ét¢ démontrée dans environ 40% des anémies et
20% des splénomegalies (193). Puissant agent tératogéne, les femmes susceptibles de
procréer doivent recourir a une méthode de contraception efficace. Le thalidomide provoque
le plus souvent des neuropathies périphériques survenant dans 20 a 50 % des cas chez les
patients traités depuis plus de 6 mois. Le risque est augmenté chez les patients ayant une
neuropathie préexistante (194). Le risque thromboembolique lie au thalidomide est
potentialisé chez les patients recevant une association avec une corticothérapie. Son
association avec I’EPO recombinante, décrite dans les SMD, augmenterait également
I’incidence des thromboses (195). Ce risque thrombotique est également retrouvé avec le
Iénalidomide, dérivé du thalidomide. Une prophylaxie semble préférable chez les patients
traités par ses molécules. Le lénalidomide engendre de séveres myélosuppressions ce qui
restreint son utilisation (196). Au mois de mai 2011, ’AFSSAPS a publi¢ un communiqué
visant a restreindre 1’utilisation du 1énalidomide, suspecté de provoquer une augmentation de
I’incidence des seconds cancers primitifs chez les patients 'utilisant dans le traitement du
myélome multiple (197).

Lorsque I’anémie est importante ou ne répond pas a ces thérapeutiques, il est nécessaire de
recourir a des transfusions sanguines phénotypées. Lorsque la splénomégalie est volumineuse,
il faut tenir compte du facteur d'hémodilution dans I'appréciation du besoin transfusionnel et

de I'efficacité de la transfusion (198).
4.2.1.2. Le traitement de la splénomégalie/myéloprolifération

L’hydroxyurée a doses limitées est utilisée en premiere intention dans les formes
proliférantes. Elle réduit dans environ 50 % des cas la splénomégalie. L anagrélide traite plus
spécifiguement la thrombocytose prédominante. Le pipoproman est une alternative peu
employée. Le thalidomide et le Iénalidomide peuvent étre prescrits dans cette indication.

La splénectomie est a envisager en cas de splénomégalie massive, symptomatique,
accompagnee de cytopénies ou d’hypertension portale et aprés échec des traitements
médicaux (199). Il s’agit d’un acte délicat permettant une amélioration des résultats (besoins

transfusionnels, hypertension portale, thrombopénie...) (200, 201) mais sans réel impact sur
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la survie du patient. Les complications post-opératoires sont fréquentes (30% en moyenne) et
fatales dans 7% des cas (199). Elle requiert une équipe chirurgicale entrainée ainsi qu’une
collaboration entre I’ensemble des médecins (chirurgiens, hématologistes...) pour gérer les
complications  post-opératoires  souvent  prévisibles  (infectieuses, thrombotiques,

hémorragiques...). L’intérét de la splénectomie avant greffe reste controversé (202, 203).
4.2.2. L’allogreffe

L’allogreffe est le seul traitement potentiellement curateur. Seuls les patients relativement
jeunes, sans co-morbidité importante avec une espérance de survie bréve en raison de la MFP
vont pouvoir étre proposés a la greffe. La survie globale est d’environ 45% a 5 ans (202-204).
Les complications de la greffe sont fréquentes, souvent liées a la toxicité (202). Les rechutes
sont moins courantes. Les conditionnements atténués utilisant un greffon apparenté semblent
réduire la mortalité (203). Mais ce fait n’est pas confirmé dans toutes les études (205).
Toutefois, étant donné 1’age médian de la MFP, les conditionnements atténués semblent offrir
la possibilité de greffer des sujets plus agés. La nature du greffon ne semble pas influencer la
survie (205). Le suivi quantitatif du taux de JAK2V617F est utilisé dans certaines études dans

la prédiction de la rechute (206).

4.2.3. Les traitements récents ou investigationnnels

4.2.3.1. Le pomalidomide

Cette molécule appartient a la méme famille d’immunomodulateur que le thalidomide et le
lénalidomide. Les études de phase 2 montrent que le pomalidomide agit sur 1’anémie
uniquement chez 25% des patients porteurs de la mutation JAK2V617F (207). Il est efficace
chez 60% des patients thrombopéniques. Cependant, il n’a pas d’activité sur la réduction de la

splélomégalie. 11 a I’avantage d’avoir des effets indésirables bien moindres que ses analogues.
4.2.3.2. Les inhibiteurs de JAK

La prise de charge des LMC est un modele de la réussite des traitements ciblés. Devant la
fréquence de la mutation JAK2V617F dans les NMP Ph-, de nouveaux traitements ciblant la
voie de signalisation JAK-STAT ont été développés et sont en cours d’évaluation. A ce jour,
aucune molécule inhibitrice de JAK n’est capable d’induire une rémission compléte ou
partielle. L activité et les effets indésirables sont différents selon les molécules qui inhibent
parfois d’autres kinases telles que FLT3, FGFR1...Curieusement, la réponse aux traitements
anti-JAK est indépendante du statut mutationnel JAK2V617F (208). Bien que de nombreuses

molécules aient vu le jour, nous avons choisi de ne décrire que les effets de la molécule
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INC018424 ou le Ruxolitinib. En effet, cet inhibiteur de JAK 1 et 2, est disponible sous ATU
nominative en France. Les études de phase 1 et 2 réalisées chez des patients atteints de MF
(MFP, MF post-PV ou TE) ont montré une réduction de plus de 50% de la taille de la rate a la
palpation chez 44% des patients (208). De plus, une amélioration de la qualité de vie
notamment de la fatigue, des sueurs nocturnes, du prurit et un gain de poids est observée chez
la majorité des patients. Par ailleurs, 14% des patients en dépendance transfusionnelle sont
devenus indépendants. Les effets indésirables  potentiellement graves décrits sont
principalement une myélosuppression dépendante de la dose (thrombopénies, anémies...)
(190, 209). En cas d’arrét du traitement non lié¢ a une thrombopénie ou une neutropénie, une
réduction progressive de la dose doit étre envisagée du fait du risque de voir se majorer les
signes généraux (sueurs nocturnes, fievre, splénomégalie ...). Pour éviter un effet rebond des
cytokines, I’utilisation des corticoides a été proposee lors des essais cliniques. D’autres effets
indésirables d'intensité 1égére a modérée ont été observés (diarrhée : 5,9% ; nausées : 2,0% ;
céphalées : 3,3% ; vertiges : 2,6%...). Tout comme les inhibiteurs de tyrosine kinases, des

mutations pourraient rapidement diminuer I’efficacité de ces nouveaux traitements (210).

Partie 2 : Matériels et Méthodes

1. Sélection de la population
1.1. Critéres d’inclusion

Les patients inclus, dans le cadre de cette étude rétrospective, proviennent de 1’un des sites de
I’arc alpin (CH d’Annecy, CH Chambéry, CHU Grenoble, Institut Daniel Hollard) pour
lesquels au moins une analyse de culture de progeniteurs et/ou de mutation JAK2V617F a été
réalisée(s) entre le 1% janvier 2007 et le 31 décembre 2010 au laboratoire d’hématologie du
CHU de Grenoble. L’inclusion s’est faite indifféremment du service prescripteur, de
I’indication et/ou de I’age du patient.

Pour les patients ayant eu une recherche de mutation JAK2V617F durant la période de recueil
afin d’étayer un diagnostic déja posé, les résultats de cultures de progéniteurs antérieurs a la
période d’inclusion ont été intégrés.

Les résultats des statuts mutationnels en JAK2V617F et/ou en JAK2 exon 12 realisés dans
d’autres laboratoires d’analyses médicales ont été intégrés aux données des patients ayant eu

une culture de progéniteurs réalisée a Grenoble durant la période de recueil.
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1.2. Critéres d’exclusion

Par convention, les patients ayant eu plusieurs demandes de culture et/ou de JAK2V617F
n’ont été comptabilisés qu’une seule fois. Dans les cas de répétitions de cultures de
progéniteurs, seule la premiére analyse réalisée a été prise en compte dans I’étude statistique.
Dans le cas de discordance entre les résultats de mutations JAK2V617F réalisés en double, le
résultat positif a été retenu pour I’étude et également par les cliniciens.

Les recherches de mutation JAK2V617F prescrites en suivi chez des patients en post-greffe
de moelle osseuse ont été exclues. Seuls les résultats de bilans en pré-greffe de ces patients

ont éte pris en compte.
1.3. Méthodes de recueil et données recueillies

Le recueil des données biologiques et cliniques a été fait a partir des données du logiciel
d’informations Cristal-net pour les patients du CHU Grenoble et de I’institut Daniel Hollard.
Pour les patients d’Annecy et de Chambéry, les données ont été récupérées sur site dans les
dossiers médicaux « papiers » ainsi qu’a I’aide du logiciel Orbis pour le CH d’ Annecy. Des
précisions ont été parfois demandées au médecin prescripteur et/ou référant du site. Les
données ont été collectées jusqu’au 10 Aout 2011. Les informations suivantes ont été
récupérées : le diagnostic final retenu par le médecin, I’application des critéres OMS, le
dernier traitement suivi pour le NMP, la présence de complications. Les complications prises
en compte ont été les suivantes: accident vasculaire thrombotique ou hémorragique,
transformation en leucémie aigué...Ces données ont été intégrées méme en I’absence de liens
réels de causalité.

Sur I’ensemble des 936 patients analysés, 1’absence de diagnostic final porte sur un total de 54
patients (5,7%). Le diagnostic du médecin n’a pas été recueilli pour 32 patients dont 3 ayant
bénéficié a la fois d’une recherche de la mutation JAK2V617F et d’une culture de
progéniteurs et pour trois autres patients malgré la mise en évidence d’une mutation
JAK2V617F. Vingt deux patients ne sont plus suivis dans I’arc alpin, dont 14 ayant eu des
prescriptions a la fois de statut mutationnel en JAK2V617F et de cultures de progeéniteurs.

1.4. Classification OMS

Nous avons pris comme référence la classification de ’OMS révisée en 2008 pour les
comparaisons diagnostiques. En particulier, le critere majeur de polyglobulie a été consideré
comme respectant les critéres de ’OMS 2008 si I’hémoglobine était supérieure aux valeurs

seuils imposées par cette classification en fonction du sexe ou si la masse globulaire
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érythrocytaire étaient supérieure a 25% de la valeur normale calculée. L hématocrite et/ou
I’hémoglobine supérieurs au 99°™ percentile de la valeur de référence sont des critéres qui
n’ont pas été pris en compte devant la difficulté pour définir la valeur cible pour chaque
laboratoire ou un hémogramme a été effectue.

La présence de cultures érythrocytaires et/ ou mégacaryocytaires endogenes a été considérée
comme critére mineur de la classification des PV de I’OMS 2008. L’érythropoiétine a été
interprétée en fonction des valeurs normales fournies par le laboratoire exécutant.

Concernant la thrombocytémie et la myélofibrose primitive, la positivité de JAK2V617F a été

considérée comme diagnostic d’exclusion de LMC. En effet, bien que la concomitance du
chromosome Philadelphie et de la mutation JAK2V617F existe (211-214), le laboratoire de
biologie moléculaire et parfois la cytogénétique oncogénétique, dans un souci de restriction
des prescriptions, ne réalisent pas en pratique courante la recherche de bcr-abl et/ou de
chromosome Philadelphie chez des patients positifs en JAK2V617F. De plus, la reéalisation
d’un caryotype et/ou une recherche du transcrit ber-abl ont été indépendamment considérées
comme permettant d’écarter une LMC.
Le myeélogramme a été considéré comme nécessaire a I’exclusion d’un syndrome
my¢lodysplasique et la biopsie ostéomédullaire a 1’exclusion de la myélofibrose primitive.
Les taux sériques de lactate déshydrogénase ont été interprétés en fonction des valeurs
normales fournies par les laboratoires exécutants.

Une augmentation du volume splénique a I’échographie a été considérée comme critere
mineur dans le myélofibrose primitive chez les sujets ou la détection d’une splénomégalie a la

palpation était délicate.
1.5. Caractérisation de la population globale

Sur les quatre années de recueil, 984 demandes de cultures de progéniteurs hématopoiétiques
et/ou de mutations JAK2V617F ont été prescrites par les sites d’Annecy, Chambéry, Grenoble
et de I’Institut Daniel Hollard. Trente trois analyses en doublon, en triple, voire en quadruple
ont été écartées conformément aux critéres d’exclusions. Seule la premiére analyse a éeté
comptabilisée. De plus, quinze analyses de JAK2V617F prescrites dans le cadre d’un suivi de
greffe de moelle osseuse n’ont pas été retenues. Cinquante quatre patients ont été perdus de
vue ou le diagnostic final n’a pu étre recueilli.

Notre étude a donc inclus un total de 882 patients entre 2007 et 2010 ayant bénéficié d’une
exploration biologique pour suspicion de néoplasme myéloprolifératif par la recherche de la

mutation JAK2V617F et/ou 1’étude de la pousse spontanée de progéniteurs hématopoiétiques.
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L’age moyen de ces patients, quelle que soit 1’indication, est de 60,07 ans avec un écart-type
de 16,63 ans. Les hommes représentaient 57.82% (510/882) de la population globale. 592
patients ont eu a la fois une prescription de mutation JAK2V617F ainsi qu’une culture

spontanée de progéniteurs sur moelle et/ou sang (Tableau 6).

Analyse JAK2 Analyse JAK2 non

prescrite prescrite et/ non réalisée

Tableau 6: Caractéristiques des patients étudiés
2. Techniques utilisées
2.1. Culture spontanée de progéniteurs hématopoiétiques
2.1.1. Principe général

La culture de progéniteurs hématopoiétiques est réalisée dans 1’unité fonctionnelle
d’hématologie cellulaire du CHU de Grenoble sur des prélévements médullaires et/ou
sanguins frais. Le principe est de mettre en évidence une formation en 1’absence de facteur de
croissance hématopoiétique de progeéniteurs érythroides (CFU-E) et/ou mégacaryocytaires
(CFU-Meg). Cette formation spontanée de colonies est également appelée colonies
érythroides ou mégacaryocytaires endogenes. Elle est le témoin de la présence de clones
capables de proliférer de facon indépendante de toute stimulation (prolifération autonome) qui
caractérise les syndromes ou néoplasmes myéloprolifératifs. Cette pousse spontanée est
définie par rapport a une pousse en présence de facteur de croissance qui représente le
contrdle interne de qualité de la culture. Ces analyses nécessitent un personnel qualifié et

doivent étre mises en culture dans un délai de 24 h maximum.
2.1.2. Préparation de I’échantillon sanguin

La premiére étape de la technique consiste a séparer les cellules mononuclées (CMN). Ainsi,
le prélévement sanguin (20 a 30 ml de sang préleveé sur tube citraté de sodium) est dilué en
PBS, centrifugé afin d’¢liminer les plaquettes. Par la suite, les cellules du culot sanguin dilué
en PBS sont séparées en gradient de Ficoll (Lymphoprep, Life technologies, Courtaboeuf,
France). L’anneau cellulaire a I’interface entre le plasma et le Ficoll contenant les cellules

mononuclées est récupéré et lavé 3 fois en PBS. Un comptage cellulaire et une estimation de
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la viabilité cellulaire sont réalisés en hématimetre (Fast Read, Immune systems Ltd,
Angleterre) sous microscope a fluorescence apres dilution en bromure d’éthydium (BET) -
Acridine orange. La concentration de la suspension cellulaire est ajustée, par ajout de milieu
d’Iscove (Life technologies, Courtaboeuf, France), afin d’obtenir une concentration finale de

2 000 000 CMN/ml pour les CFU-E et les CFU-Meg et a 1 000 000 CMN/ml pour les BFU-E

(Figure 12).
Préparation
du sang
i\
=
Ficoll =

Lavages des CMN en PBS
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- _ CFU-E
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Figure 12: Gestion d'un prélevement sanguin pour la mise en culture de progéniteurs
hématopoiétiques. CMN : Cellule MonoNucléée. PN : PolyNucléaire. CFU : Colony Forming Unit. BFU :
Burst Forming Unit. Meg: Mégacaryocyte. E: Erythroide. GM : Granuleux Macrophages. TPO:
ThromboPOQiétine. EPO : ErythroPQiétine. IL : InterLeukine. MGG : May Griinewald Giemsa.

*Lecture simultanée des CFU-GM et BFU-E.

2.1.3. Préparation de la moelle osseuse

Pour les préléevements de moelle osseuse (1 a 5 ml de moelle prélevée sur tube hépariné), une
extraction des cellules totales (Buffy coat) précede la separation des cellules mononuclées
(Figure 13). Les cellules du Buffy coat sont numérées et ajustées a différentes concentrations
selon le type de culture cellulaire (respectivement 1 000 000 /ml pour les CFU-Meg non

spontanées, 250 000 et 500 000/ml pour les CFU-GM). Le méme traitement de 1’échantillon
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est également réalisé par Ficoll mais 4 dilutions en milieu d’Iscove sont réalisées afin
d’obtenir des concentrations finales de 125 000, 250 000, 500 000, et 1 000 000 CMN/mI

pour les différents types cellulaires et milieux cultives.
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Figure 13: Gestion d'un préléevement de moelle pour une mise en culture de progéniteurs
hématopoiétiques. *plusieurs concentrations sont mises en culture. CSF-E : Formation spontanée de
colonies érythrocytaires. CSF-Meg : Formation spontanée de colonies mégacaryocytaires.

2.1.4. Mises en culture

La culture de progéniteurs est réalisée dans un milieu semi-solide, constitué de collagene
(phase solide de la culture) et de milieu de croissance (phase liquide). La composition de ce
milieu de croissance va définir les conditions de culture.

Pour les prélevements de moelle, le Buffy coat (cellules totales) et les CMN sont mis en
culture pour le contréle de la pousse des BFU-E et CFU-GM, utilisant un milieu commercial
enrichi en serum et facteurs de croissance (MegaCult référence 4434, StemCell Technologies,
Grenoble, France).

Pour les recherches de pousses spontanées de CFU-E et de CFU-Meg, les cellules sont mises
en culture dans un milieu ne contenant pas de cytokine selon la technique de référence publiée

(215, 216). Celui-ci est préparé extemporanément a partir d’un milieu commercialisé

53



(MegaCult reférence 4850, StemCell Technologies, Grenoble, France) et une solution de
collagéne (StemCell Technologies, Grenoble, France). Chaque culture est réalisée en triplicat
dans une boite de 4 puits (Nunc, Rosklide, Danemark).

En paralléle, le méme milieu, supplémenté en facteurs de croissance, est utilisé comme
témoin de pousse des cellules mononucléées en présence de cytokines. De I’IL6, de la TPO et
de I’IL3 sont ajoutées pour les cultures de contréle des CFU-Meg, de I’IL3 et de I’EPO pour
les cultures de contréle des BFU-E. Les boites de cultures sont toutes incubées a 1’étuve a
37°C en atmosphére humide et sous 5% de CO,.

Cette technique est couramment utilisée depuis mars 2002 pour les BFU-E et les CFU-E et
depuis avril 2003 pour les CFU-Meg. Auparavant, le laboratoire réalisait lui-méme son milieu
sans sérum en condition stérile a partir d’Iscove, de lipides, d’insuline, de glutamine, de
transferrine, de chlorure de calcium, de pyruvate de sodium, de sérum de veau feetal, et de -
mercaptoéthanol. L utilisation d’un milieu commercial a permis de standardiser la technique
de culture avec ou sans cytokine, améliorant la reproductibilité inter et intra laboratoires (217,
218).

2.1.5. Lectures des boites

La lecture des boites consiste aprés une période d’incubation déterminée a compter au
microscope inversé les colonies hématopoiétiques.

Une colonie mégacaryocytaire (CFU-Meg) doit contenir au moins 3 mégacaryocytes selon les
recommandations du fabricant et selon les données de la littérature (219) (Figure 14 A et B).
Une colonie érythroide, souvent reconnaissable a sa couleur rouge liée a la présence
d’hémoglobine, est considérée comme BFU-E si elle compte plus de 200 érythroblastes (220).
Une colonie érythroide (CFU-E) se présente sous forme d’un amas unique, contenant 8
érythroblastes minimum et 200 érythroblastes maximum (218) (Figure 14 C et D). Les CFU-E
spontanées peuvent parfois étre faiblement hémoglobinisées rendant leur reconnaissance plus
délicate (221).

La coloration au May Griinwald Giemsa (MGG) permet une confirmation du résultat pour les
pousses spontanées. Le disque de collagene est étalé et séché sur une lame de verre qui sera
colorée au MGG. Cette coloration permet un examen scrupuleux des lames au microscope a
immersion afin de détecter d’éventuelles colonies non vues au microscope inversé mais
également vérifier I’aspect des CFU-E et CFU-Meg vu a I’état frais.

La lecture a I’état frais et le comptage s’effectuent respectivement au 76me jour pour les CFU-
E, au 10°™ jour pour les CFU-Meg et au 14°™ jour pour les BFU-E et les CFU-GM aprés
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I’incubation. Une moyenne du nombre de colonies des 3 puits est calculée et rapportée a

200000 cellules.
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Figure 14 : Aspect microscopique des CFU-E et CFU-Meg. A: CFU-Meg a I'état frais, visible au
microscope inversé objectif x40. B : CFU-Meg coloré au MGG, objectif x1000. C: CFU-E a I'état frais,
visible au microscope inversé objectif x10. D : CFU-E coloré au MGG, objectif x1000.

2.2. Détection de clones mutés
2.2.1. Recherche de la mutation JAK2V617F

Le principe de la technique utilisée au laboratoire est une PCR qualitative de type ARMS,
adaptée de la publication suivante (6). La détection de JAK2V617F se fait le plus souvent sur
I’ADN génomique des polynucléaires neutrophiles du sang périphérique par amplification des
fragments et révélation du matériel génetique. Le plus souvent, 30 ml de sang prelevé sur tube

citraté sont nécessaires.

2.2.1.1. Rappel sur le principe de PCR de type Amplification Refractory
Mutation System (ARMS) appliquée a la recherche de JAK2V617F

Cette technique de PCR, adaptée de (96), est utilisée pour identifier les mutations ponctuelles.
Elle utilise 4 types d’amorces : une paire d’amorces extérieures, une amorce sens spécifique
de l’alléle sauvage, une amorce anti-sens spécifique de 1’alléle muté connaissant dans notre

cas la mutation JAK2G1849T (Figure 15).
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Intron 13 Exon 14 Intron 14

FO Fwt
—_— —_—
I GT |
Rmt RO
-+ -+

Wild type allele band: 229 bp

Mutant allele band: 279 bp

Control band: 463 bp

Figure 15 : Principe de la PCR ARMS selon (222). FO Amorce extérieure sens. RO Amorce extérieure
anti-sens. Fwt Allele sauvage sens. Rmt Allele mutée anti-sens.

En cas de mutation JAK2V617F homozygote, les amorces extérieures et 1’amorce anti-Sens
mutée se fixeront sur I’ADN. Cependant, I’amorce spécifique de 1’all¢le sauvage s’hybridera
mal a I’extrémité 3°, empéchant ainsi I’action de la Taq polymérase. L’amplification produira
2 types de fragments, I’'un de 279 kB et le second de 463 kB correspondant aux amorces
extérieures. A I’inverse, en cas d’absence de mutation JAK2V617F, le mésappariement entre
la base a I’extrémité en 3’et I’amorce anti-sens muté génera I’amplification. Seules les
amorces extérieures et I’amorce sens sauvage se fixeront et seront répliquees. Deux types de
fragments seront créés, 1’un de 463 kB, I’autre correspondant a 1’allele sauvage de 229 kB.
Lorsque seule une partie des cellules présente la mutation, on obtient les 3 bandes
d’amplification (463, 279, 229). Les fragments sont séparés en fonction de leur taille

différenciant ainsi les différents profils (Figure 16).

1 2 3 4 5 6

Figure 16 : Fragments d’ADN génomique sur gel d’agarose. 1 et 3: Présence de la mutation
JAK2V617F. 2 et 4: Absence de mutation. 5: Contréle négatif de PCR. 6 : Marqueur de poids
moléculaire.
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2.2.1.2.Extraction de I’ADN des polynucléaires

Brievement, apres élimination du plasma et déplaquettation, une séparation en gradient de
Ficoll (Lymphoprep, Life technologies, Courtaboeuf, France) permet la récupération des
polynucléaires a la surface des globules rouges. Une lyse des globules rouges résiduels est
effectuée par 1’ajout de NH4Cl (StemCell Technologies, Grenoble, France). Les
polynucléaires extraits sont ensuite lavés et repris par du PBS puis numérés en BET- Acridine
orange. Un culot sec correspondant a 2 millions de polynucléaires est conservé a -80°C.
L’ADN génomique est ensuite extrait a 1’aide du kit QIAamp DNA (Qiagen, Courtaboeuf,
France) selon les instructions du fabricant. La qualité et la quantité de I’ADN isolé sont

déterminées par dosage sur nanodrop et sur gel d’agarose 0.8%.
2.2.1.3.Amplification par PCR et révélation des fragments d’ADN

Le mix réactionnel est reconstitué¢ a partir de tampon, de chlorure de magnésium, d’un
mélange de désoxyribonucléotides et de la Taq Gold polymérase (Perkin Elmer, Courtaboeuf,
France). L’amplification de ’ADN s’effectue durant 40 cycles selon le protocole suivant
(94°C, 30s; 58°C, 45s; 72°C, 45s) avec le thermocycleur (Biometra, Goettingen,
Allemagne). Les séquences des amorces sont présentées dans la Tableau 7. La lignée
érythroleucémique HEL est utilisée comme contrdle positif de la présence de la mutation
JAK2V617F. L’ADN de la lignée U937 sert de témoin d’absence de mutation. Un mixte
contenant 0.5% d’ADN de HEL dans de I’ADN de U937 permet de définir un seuil de
sensibilité de la technique estimé a 0.5%. Un blanc constitué d’eau atteste de 1’absence de
contamination croisée. La phase d’amplification est réalisée en doublon pour chaque patient.

De plus, une PCR ciblant le géne de I’albumine est réalisée pour vérifier 1’absence

d’inhibiteurs.

Amorces Séquences
Amorces Sens 5’-TCCTCAGAACGTTGATGGCAG-3’
extérieures Anti-sens 5>-ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT-3’

Alléle sauvage [BEUS 5S’GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATG3’
Alléle mute ‘ Anti-sens 5>-GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA-3".
Sens S’TGAAACATACGTTCCCAAAGAGTTT3’
Anti-sens 5S’CTCTCCTTCTCAGAAAGTGTGCATAT3’

Tableau 7: Liste des amorces utilisées pour la détection de JAK2V617F.

Albumine

La séparation de fragments d'ADN s’effectue par électrophorése en gel d'agarose a 3%

(fabrication maison) en tampon Tris/Acétate/EDTA (TAE) 1X. Apres 45 minutes de
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migration & 90V, le gel est révélé dans un bain contenant du BET durant 15 minutes puis est
photographié sous ultraviolets.
2.2.2. Recherche de mutations de MPL

La recherche de mutations de MPL est réalisée par analyse haute résolution des courbes de
fusion (HRM) au CHU de Nimes. L’ADN de 44 patients atteints de TE, MFP ou thrombose
associée a thrombocytose ne portant pas la mutation JAK2V617F mais présentant une

formation spontanée mégacaryocytaire a été envoyé pour étayer le diagnostic.

3. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été calculées a 1’aide du logiciel Statview, du logiciel Excel et du
site internet (223). Le test de Mac Nemar a été utilisé pour comparer les séries appariées et le
test du y pour les séries indépendantes. Le test de student a été nécessaire pour comparer les

valeurs quantitatives gaussiennes (age...). Le risque a a été fixé a 5%.

Partie 3 : Résultats

1. Différents profils de prescriptions de la mutation JAK2V617F et/ou de cultures de
progéniteurs

Dans notre étude, les indications de prescription recensées a partir des données spécifiées sur

le bon de prescription des 882 mutations de JAK2V617F et/ou cultures de progéniteurs

analysées peuvent é&tre classées schématiquement selon 3 groupes: manifestation(s)

clinique(s) évocatrices d’un NMP, anomalie(s) de I’hémogramme, caractérisation d’une

hémopathie connue hors NMP (Figure 17).

4.4%
__18.6%

Anomalie de
I'hémogramme

B Caractérisation d'une
hémopathie hors SMP Ph-

77%

Figure 17: Indications des prescriptions de la mutation JAK2V617F et/ou de culture de progéniteurs.
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Les manifestations cliniques, points de départ de 1’exploration biologique, sont variées. Elles
regroupent des signes typiques des NMP Ph- tels que I’asthénie, 1’érythermalgie ou le prurit,
mais également des manifestations évoquant une complication vasculaire thrombotique
(thromboses veineuses profondes, embolie pulmonaire, infarctus splénique, ischémie colique,
ischémie digitale, syndrome de Budd Chiari, priapisme, accident ischémique transitoire ou
accident vasculaire cérébral...) ou hémorragique (explorations étiologiques d’hématome
profond...), ou une splénomégalie isolée. Ces manifestations cliniques a 1’origine de la
prescription peuvent parfois étre associées a des anomalies de I’hémogramme.

La majorité des investigations prescrites proviennent d’anomalies de I’hémogramme :
polyglobulie, thrombocytose, hyperleucocytose, hyperéosinophilie, myélémie voire
bicytopénie. Des manifestations cliniques caractéristiques des NMP ont pu étre associées
(prurit a I’eau, splénomégalie...). Trois prescriptions pour plasmocytose ont été inclues dans
ce groupe ainsi que les prescriptions avec les demandes avec la seule indication « recherche
de SMP ».

Certaines recherches de JAK2V617F ont été réalisées afin d’aider a la caractérisation d’une
hémopathie hors NMP Ph- classiques, susceptibles de porter I’anomalie. En effet, la mutation
JAK2V617F a été également décrite dans certains syndromes myélodysplasiques, dans des
pathologies mixtes, néoplasmes myéloprolifératifs/ syndromes myelodysplasiques (113) ainsi
que dans certaines leucémies aigués. Les cultures de progéniteurs hématopoiétiques
constituent dans ce cas une aide au diagnostic permettant d’établir le caractére prolifératif

d’une hémopathie.
2. Néoplasmes myéloprolifératifs classiques Philadelphie négatif dans I’arc alpin

Dans cette étude rétrospective, 410 diagnostics des neoplasmes myeéloprolifératifs classiques
chromosome Philadelphie négatif ont été retenus par les médecins de I’arc alpin: 141
polyglobulies de Vaquez, 234 thrombocytémies essentielles, 32 myélofibroses primitives

Trois cas de NMP inclassable n’ont donc pas été analysés.

2.1. Cas de polyglobulie de Vaquez dans I’arc alpin

2.1.1. Informations générales sur les patients atteints de polyglobulie de Vaquez

Sur ’ensemble des 882 dossiers examinés et suivis dans I’arc alpin, 141 diagnostics de
polyglobulie de VVaquez ont été retenus par les médecins.
L’age moyen au moment de I’analyse est de 66.03 ans avec un écart-type de 14.33 ans, se

dispersant entre un minimum de 21 ans et un maximum de 92 ans. Cependant, cet age n’est
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pas exactement le reflet de 1’age au moment du diagnostic. En effet, certaines recherches de
JAK2V617F ont été effectuées rétrospectivement apres la découverte de 1’hémopathie afin de
confirmer un diagnostic ancien déja posé mais également a visee épidémiologique. On peut
donc supposer que 1’age moyen au diagnostic est inférieur a 66.03 ans.

Dans notre population, le sex-ratio M/F, estimé & 1.56, montre une prédominance masculine.
Deux cas semblent étre des cas familiaux. Parmi ces 141 patients, 7.8% (soit 11/141) sont
décédés sans forcement de lien de causalité directe entre la PV et le déces.

La découverte de la pathologie s’est majoritairement révélée a la suite d’anomalies de
I’hémogramme. Parmi ces troubles de ’hémogramme, 5 patients avaient initialement une
thrombocytose majeure associée a une faible voire une absence de polyglobulie. Seulement
12 (8.5%) diagnostics semblent avoir eu lieu aprés une manifestation clinique : 3 a la suite de
syndromes de Budd Chiari, 4 a la suite d’ischémie digitale, 1 a la suite d’AVC, et les 4
derniers cas a la suite de thromboses veineuses d’origines diverses. Cependant, ce résultat
est probablement biaisé par 1’absence ou le peu de données cliniques accompagnant la
prescription d’une culture et/ou d’une recherche de mutation JAK2V617F. Celle ci n’est pas
toujours bien détaillée. De plus, le caractere mixte des NMP (criteres biologiques et cliniques)
peut expliquer ce résultat.

Le Tableau 8 montre les fréquences de complications chez ces patients atteints de polyglobulie
de Vaquez. Au total, 57.2% des patients atteints de PV ont présenté des complications a court
ou long terme. Parmi les complications hématologiques, 3 cas (2.3%) ont eu une
transformation en leucémie aigué myéloblastique et 2 cas (1.5%) ont développé des
myeélofibroses post-PV et un cas a évolué en syndrome myélodysplasique. Parmi les patients
ayant présentés des complications thrombotiques, deux patients sur les 3 syndromes de Budd
Chiari recensés sont décedés. Huit patients n’ont plus eu de suivi dans 1’un des sites de 1’arc
alpin ou les informations non pas été recueillies. Etant donné le mode de recueil des patients,
il est difficile de rapporter ces données a une période de suivi.

La Figure 18 montre la prise en charge de patients atteints de PV. Le traitement pris en compte
dans I’étude correspond a celui prescrit au moment de la dernicre visite. Les 5 patients ayant
eu des complications hématologiques ont été exclus du diagramme. Parmi ces patients, un cas
de LAM secondaire et un cas de myélofibrose post-PV ont été greffés. Pour 5 patients,

I’information n’a pas été recueillie (3.5%).
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Complications Nbre de patients (%)

Troubles de la microcirculation 6 (4.5%)
Acrosyndrome 3 (2.3%)
AIT 3 (2.3%)

Hémorragies 10 (7.5%)

Tableau 8 : Complications observées chez 133 patients atteints de Polyglobulie de Vaquez. Plusieurs
complications peuvent étre rencontrées par patient.

" Pas de traitement
0.8% B Aspirine seule

) (o]
" HBPM seule
M Saignées ou érythraphéreses

uniguement

" Hydroxyurée*
M Interféron*

Pipobroman*

Anagrélide*

Figure 18: Prise en charge thérapeutique chez 131 patients atteints de PV.* pouvant étre associés a
un ou des traitements additionnels.
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Le traitement par hydroxyurée (nom commercial Hydrea), traitement de référence quand une
cytoréduction est indiquée, est prescrit dans 80.9% des cas. Chez les 106 patients traités par
hydroxyurée, la molécule est administrée seule dans 33% des cas. L’hydroxyurée est associée
a de I’aspirine a faible dose (56.7% des cas), a un autre antiagrégant plaquettaire tel que le
clopidogrel (7.5%) ou & un antivitamine K (0.9%). Une trithérapie est prescrite chez 2 patients
(1.9%) associant hydroxyurée, aspirine a faible dose et AVK ou HBPM au moment du
recueil des données. Dans tous les cas, des saignées ou des érythraphéreses peuvent étre
réalisées en supplément si nécessaire, notamment lors de difficultés d’adaptation de la
posologie en hydroxyurée. On note que chez les 106 patients traités par 1’hydroxyurée, 30
(28.3%) sont agés de moins de 60 ans.

Un traitement par pipobroman (Nom commercial Vercyte) est prescrit chez 10.7% des
patients. Dans 42.8% des cas, le Vercyte est associé a un traitement antiagrégant comme
I’aspirine ou le plavix. Quatre patients sur les 14 traités par pipobroman (28.6%) ont moins
de 60 ans. Un patient traité par anagrélide comporte également une association avec de la
mercaptopurine (nom commercial Purinethol) et de la darbepoetin alfa (hom commercial
Aranesp). Une patiente agée de 29 ans est traitée par interféron alpha pégylé. Sur la
population globale des 131 patients suivis pour PV, I’aspirine ou le plavix sont prescrits a
58.8%. Les autres traitements symptomatiques notamment les antiuricémiants n’ont pas été
étudiés.

2.1.2. Proportion de polyglobulies de Vaquez JAK2V617F positif

Sur les 141 diagnostics de PV retenus, un seul patient atteint de polyglobulie de Vaquez n’a
pas eu de recherche de mutation JAK2V617F et a donc été exclu. La proportion de patients
JAK2V617F mutés dans notre population globale (n=140) est de 91.43% (128/140). Le
Tableau 9 montre le pourcentage de cas positifs en JAK2V617F selon les sites de 1’arc alpin.
Chez 2 patients mutés, la présence de la mutation JAK2V617F n’a pu étre mise en évidence
qu’apres un second prélévement. Pour I'un d’eux, une PCR quantitative de JAK2V617F,
réalisée sur un échantillon négatif en PCR qualitative ARMS, a permis la détection d’un

faible pourcentage de JAK2 muté.
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Sites

Chambéry Grenoble

Données

87.67% 92.85%

90.47%

91.43%

Tableau 9: Répartition des cas de polyglobulies de Vaquez et pourcentage de patients JAK2V617F
mutés selon les sites.

2.1.3. Proportion de polyglobulies de Vaquez JAK2 exonl12 positif

Parmi les 12 patients étiquetés « polyglobulie de Vaquez JAK2V617F negatif », trois
recherches de JAK2 exon 12 ont été prescrites en routine. Un seul patient (0.7%) a présenté
I’une des mutations de 1I’exon 12 du gene codant pour la protéine JAK2. Cependant, ce
résultat est difficile d’interprétation devant le peu de mutations JAK2 exon 12 recherchées. La
proportion de JAK2 positive (mutationV617F et exon 12) est 92.09%.

2.1.4. Application des critéres de I’OMS 2008

Depuis 1’apparition de la mutation JAK2V617F et son utilisation en routine, les criteres de
I’OMS 2008 ont simplifié le diagnostic de polyglobulie de VVaquez. Ainsi, le diagnostic positif
de polyglobulie de Vaquez n’est plus avant tout un diagnostic d’exclusion d’une polyglobulie
secondaire. Cependant, la présence de la mutation JAK2V617F n’est pas spécifique de la
maladie de Vaquez puisqu’elle est retrouvée dans d’autres hémopathies notamment d’autres
NMP Ph-. Ainsi, trois criteres (cf Partie 1 2.1) doivent étre présents pour affirmer le
diagnostic : soit deux criteres majeurs associés a un critére mineur soit un critére majeur
combiné a deux critéres mineurs. Parmi les 141 patients étiquetés polyglobulie de VVaquez par
un clinicien, nous avons cherché a savoir si ’application des nouveaux critéres de ’OMS

2008 pouvait modifier le diagnostic initial.
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Sur les 141 patients, 118 dossiers ont pu étre relus (vingt trois dossiers « papier » n’ont pu
étre consultés). 91 dossiers sur les 118 (77%) respectaient totalement les critéres de ’OMS.
Deux dossiers étaient difficilement classables selon les critéres de ’OMS. En effet, chez ces 2
patients masculins, la présence de JAK2 ainsi qu’une pousse spontanée de progéniteurs
étaient présentes. Le taux d’hémoglobine bien que supérieur a la normale ne dépassait pas le
seuil de 185g/l. Le dosage de 1’érythropoiétine, réalisé seulement pour 1’un d’entre eux, était
normal bien que dans la limite inférieure des valeurs normales. Ni le volume globulaire, ni la

biopsie ostéomédullaire n’ont été réalisés.

Parmi les 25 patients ne remplissant pas les critéres de ’OMS (Tableau 10), 6 ne possédaient
pas la mutation JAK2V617F ou avaient un statut mutationnel en JAK2V617F inconnu. L’un
d’eux (patient 24) aurait probablement du étre classé en érythrocytose idiopathique devant
une hémoglobine a 266g/l. Aucun des 3 critéeres mineurs (EPO normal, BOM ne montrant pas
d’argument, absence de pousse spontanée de progéniteurs) n’apportait d’argument envers une
maladie de Vaquez. De plus, une origine secondaire de la polyglobulie avait pu étre exclue
chez cette patiente. Dix neuf patients JAK2V617F+ ne respectaient pas les 3 criteres de
I’OMS.
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Critéres majeurs

Critéres mineurs

ot | gyt ponmeyos | S0 O e g | Norrs d e
Hb>165g/l (femme) exgr;‘}lé de EPO BOM
Moelle Sang

1 Ooul / NF NF NF NF 1

2 Ooul / NF NF** NF NF 1

3 NON* / NF NF NF Positif 1

4 NON* / NF NF NF Positif 1

5 Ooul / NF NF NF NF 1

6 Ooul / Normale NF NF NF 1

7 Ooul / NF NF NF NF 1

8 Oul / Normale NF NF NF 1
JAK2V617F 9 oul / Normale NF NF NF 1
Présente 10 NON * / NF En faveur NF NF 1
11 NON*** / Normale NF NF NF 2
12 Ooul / NF NF** NF NF 1
13 Oul / Normale NF NF Négatif 1
14 Ooul / Normale NF ¢ NF NF 1
15 Ooul / NF NF NF NF 1
16 Oul / Normale NF NF NF 1
17 oul® / NF NF NF Négatif 1
18 NON* / Elevée NF Négatif Positif 1
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Critéres majeurs

Critéres mineurs

Pousse de progéniteurs

Nombre de critere(s)

Patient Hb>185¢g/l (homme) ou Statuten spontanée OMS manquant(s)
exon 12 de EPO BOM
Hb>165g/l (femme) JAK?

Moelle Sang
19 Oul NF Normale NF Négatif NF 2
20 Ooul NF Normale NF NF Positif 1
JAK2V617F non 21 Oul NF Abaissée NF NF Négatif 1
detectee 22 oul Nonmuts | Elevée NF Positif NF 1
23 Oul NF Normale NF NF Positif 1
24 Ooul NF Normale Pas en faveur Négatif Négatif 2

JAK2V617F - -
inconnue 25 oul NF Normale NF Positif Positif 1

Tableau 10: Récapitulatif des 25 patients diagnostiqués comme atteints de polyglobulie de Vaquez mais ne respectant pas les criteres de I'OMS 2008. NF :
Non fait ; BOM Biopsie ostéomédullaire ; EPO Erythropoiétine ; VG Volume Globulaire isotopique.

* Hémoglobine ne dépassant les valeurs attribuées par I’'OMS, mais étant tout de méme supérieure a la normale,

**BOM non réalisée mais le myélogramme est en faveur d’'un NMP Ph-,

***Hb normale mais dans les valeurs hautes, VG non réalisé,

*la BOM réalisée n’était pas interprétable, le myélogramme est en faveur d’'un NMP Ph-,

®le VG est augmenté.
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2.2. Cas de thrombocytémies essentielles dans 1’arc alpin
2.2.1. Informations générales des cas de thrombocytémies essentielles de 1’arc alpin

Sur 1’ensemble des 882 dossiers examinés et suivis dans ’arc alpin, 234 diagnostics de
thrombocytémie essentielle ont été retenus par les méedecins.

L’age moyen au moment de ’analyse est de 62.2 ans avec un écart-type de 16.36 ans, se
dispersant entre un minimum de 18 ans et un maximum de 94 ans. De méme que pour les
polyglobulies de Vaquez, certaines recherches de la mutation JAK2V617F ont été effectuées
plusieurs années apres le diagnostic initial. On peut donc supposer que 1’age moyen au
diagnostic est inférieur a 62.2 ans.

Dans notre population, une prédominance féminine a été observée avec un sex-ratio M/F,
estimé a 0.65. Six cas semblent étre des cas familiaux. Parmi ces 234 patients, on compte 6
déceés dont la cause n’est pas forcément attribuée au NMP Ph-.

La découverte de la pathologie s’est majoritairement révélée fortuitement a la suite
d’anomalies de I’hémogramme sans point d’appel clinique. Seulement 6 (2.6%) diagnostics
semblent avoir eu lieu aprés une manifestation clinique (AVC, ischémie digitale, thrombose,
fausse couche a répétition). De la méme maniére que pour les polyglobulies de Vaquez, ce
résultat est probablement biaisé par le manque de renseignements fournis lors de la
prescription et par les anomalies possiblement mixtes biologiques et/ou cliniques retrouvées
dans les thrombocytémies essentielles.

Des complications sont observées dans 41% (91/223) des cas a court ou long terme (Figure
19). Pour 11 patients, les informations n’ont pas été recueillies. Parmi les complications
hématologiques, 7 cas (3%) ont eu une transformation en myélofibrose et 1 cas (0.4%) a eu
une transformation en leucémie aigué myéloblastique. Cette patiente atteinte de LAM a eu
également 2 épisodes thrombotiques dont une thrombose portale. Les complications
thrombotiques artérielles ou veineuses constituent 32.4% des complications de la TE. Les
manifestations sont variées allant de 1’accident thrombotique mineur de la micro-circulation
(érythermalgie, AIT...) a I’accident vasculaire cérébral, aux thromboses artérielles
périphériques ou aux thromboses veineuses profondes se compliquant parfois d’embolie

pulmonaire. ..
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Pas de complication
Erythermalgie
Accident ischémique transitoire

1%
2%

Infarctus du myocarde
B Accident vasculaire cérébrale

5% B Embolie pulmonaire
(o]

4% B Fausse couche a répétitions

Autres thromboses artérielles ou

veineuses
Complications mixtes

B Complications hémorragiques

B Myélofibrose

Figure 19: Complications observées a court et long terme chez les patients atteints de TE dans I'arc
alpin

Dans I’étude de la prise en charge thérapeutique de patients atteints de TE, les 8 patients ayant
eu des complications hématologiques ont été exclus de méme que 6 patients non suivis ou
dont I’information n’a pas été recueillie. Au moment de la derniére visite, 61.4% (135/220)
des patients suivis ont bénéficié d’un traitement par hydroxyurée (nom commercial Hydrea)
(Figure 20). La molécule est majoritairement associée a de 1’aspirine a faible dose (65.7%) ou
administrée seule (19.4%). Plus rarement, elle est associée avec du clopidogrel (7.5%), un
antivitamine K (1.5%), au ticlopidine (0.7%), au fondaparinux (0.7%) ou en trithérapie
(4.5%). 46 (34.1%) patients traités par hydroxyurée avaient moins de 60 ans. Les autres
cytoréducteurs ou régulateurs de 1’hématopoiese prescrits dans notre population par ordre de
fréquence 1’anagrélide (ou Xagrid), le pipobroman (ou Vercyte), le busulfan (ou Myleran) ou
I’interféron o respectivement 5.9%, 3.2%, 0.9% et 0.5%. De la méme facgon, ils peuvent étre
prescrits seuls ou combinés a des antiagrégants, du fondaparinux et parfois a de I’EPO
recombinante. On note que 3 patients traités par pipobroman et 2 par busulfan avaient moins
de 60 ans.

Sur la population globale, un antiagrégant plaquettaire est prescrit seul ou en association chez
73,2% des patients atteints de TE. Celui-ci est parfois prescrit sous une spécialité couplée une
statine (hypocholestérolémiant), afin d’agir parallelement sur ce facteur de risque

cardiovasculaire. De plus, on note qu’un patient atteint de TE, d’apres les critéres de I’OMS
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2008, est traité par saignées et par aspirine faible dose, reflétant ainsi 1’étroite frontiére entre

les différentes formes cliniques des NMP Ph-.

0.5%_0.9% 2.3% 6.4% Pas de traitement

17.3% 0.5% ) B Hydroxyurée*

0.5% Interféron*
B Pipobroman*
(S)g:_// Anagrélide*
Busulfan

M Saignées et Aspirine

3.2% Aspirine seule
AVK + Aspirine

B AVK seul

B HBPM seule

B Clopidogrel seul

Figure 20: Prise en charge thérapeutique chez les patients atteints de TE. * pouvant étre associés a
un ou des traitements additionnels. AVK :Antivitamine K

2.2.2. Mutations JAK2V617F et MPL chez les patients atteints de thrombocytémie

essentielle

La proportion de patients JAK2V617F mutés parmi les 234 TE diagnostiquées est de 68.8%.
Le Tableau 11 montre la fréquence de la mutation JAK2V617F selon les sites de 1’arc alpin.
On note des disparités significatives du pourcentage de TE JAK2V617F mutées en fonction
des sites (test de XZ, p value=0.02 au risque 0=0.05). Le pourcentage de TE JAK2V617F
mutées est supérieur au CHU de Grenoble par rapport aux sites d’Annecy et de Chambéry
(test de %%, respectivement p value=0.05 et p value<0.01). Toutefois, il n’y a pas de différence
significative entre le CHU de Grenoble et I’Institut Daniel Hollard (test de xz, p value=0.37 au
risque 0=0.05). Concernant les mutations de MPL, seules 2 recherches avaient été réalisées
pour les patients diagnostiqués en TE (résultats négatifs). Afin d’étayer le diagnostic de TE
JAK2-, 35 recherches de MPL ont été réalisées par HRM au CHU de Nimes. Trois résultats
n’était pas interprétables, 18 étaient négatifs. Quatorze patients ont montré une mutation de

MPL soit 5.9% en considérant I’ensemble des TE de I’arc alpin.
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Grenoble Total

Annecy Chambéry

24

22

59.45% 55.1% 68.58% 77.8% 68.8%

Tableau 11 : Proportion de TE porteuses de la mutation JAK2V617F sur I'’ensemble de I’arc alpin et
selon les sites.

2.2.3. Application des criteres diagnostiques de ’OMS 2008

Si la découverte de la mutation JAK2V617F permet d’avoir un argument en faveur du
caractere clonal d’une thrombocytose essentielle, le diagnostic de TE reste, d’aprés la
classification OMS 2008, un diagnostic d’exclusion. En effet, plusieurs troubles peuvent
mimer une TE comme les thrombocytoses réactionnelles et plusieurs hémopathies telles que
la MFP, la LMC, la PV plus ou moins masquée, 1’anémie réfractaire avec sidéroblastes en
couronne et thrombocytose marquée (RARS-T), des SMD ainsi que les NMP inclassables
(29). Ces hémopathies peuvent s’accompagner de la présence de la mutation JAK2V617F.
Ainsi, I’utilisation en routine de la mutation JAK2V617F ne permet pas d’affirmer par sa
présence le diagnostic de TE et les quatre critéres définis par I’OMS (cf Partie 1 2.2) doivent
étre présents pour affirmer le diagnostic.

Sur les 234 thrombocytémies essentielles identifiées dans notre étude, 184 dossiers ont pu étre
consultés quant a I’application des critéres de I’OMS (50 dossiers « papiers » (21.3%) n’ont
pu étre consultés). Sur les 184, 45 dossiers (24.5%) respectaient totalement les critéres de
I’OMS. Le diagnostic d’un patient était douteux (0.5%) entre une TE et une PV. La mutation
JAK2V617F était positive. La BOM montrait une hyperplasie des 3 lignées, la culture
spontanée sanguine montrait 5 colonies de progéniteurs mégacaryocytaires. Malgré ces 3
critéres en faveur d’une PV, le médecin a conclu a une TE devant la normalité du volume
globulaire isotopique, une hémoglobine a 170g/l, un taux d’EPO normal et des plaquettes
>450G/I. Le myélogramme réalisé avait pu écarter un SMD.

Cependant, 138 (75%) patients ne remplissaient pas un ou plusieurs critéres de I’OMS. Tous
ces patients avaient un taux plaquettaire >450G/l, mais il manquait 1, 2 voire 3 criteéres dans
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respectivement 6% (8/138), 94.5% (121/138), 6.5% (9/138) des cas pour conclure a une TE
selon les nouveaux critéres de I’OMS. En particulier, la biopsie ostéomédullaire n’a pas été
réalisée chez 128 sujets étiquetés « Thrombocytémie essentielle » et n’était pas interprétable
chez 2 patients. De plus, chez un patient, elle n’était pas en faveur d’une TE avec une moelle
de richesse diminuée. La moyenne d’age de ces 128 patients est de 66.09 ans avec un écart-
type de 23.3 ans.

Sur I’ensemble des 184 patients, on note que la biopsie ostéomédullaire est moins effectuée
chez les patients agés (test t de Student, p value<0.05 au risque 0=0.05). En outre, la biopsie
ostéomédullaire semble moins réalisée chez les patients porteurs de JAK2V617F (26.5%) par
rapport & ceux ol la mutation n’est pas détectée (39.2%), néanmoins le test du y*> montre une p
value & 0.08 et n’est donc pas significatif au risque a=0.05. On note parfois que 1’exclusion de
la myélofibrose est faite par certains cliniciens par la morphologie globulaire sur le frottis
sanguin avec une demande particuliére de dacryocytes, critéres exclus du diagnostic OMS
2008.

Quatre patientes auraient du étre classées en polyglobulie de VVaquez. En effet, bien que leur
taux plaquettaire soit tres au-dessus de la normale, I’hémoglobine de ces patientes était
>165g/l. De plus, la mutation JAK2V617F était présente ainsi qu’une pousse spontanée de
progéniteurs. Chez 5 patients, une exploration complémentaire aurait éventuellement du étre
réalisée devant un taux d’hémoglobine normale, ou élevée mais restant inférieure aux valeurs
seuils de I’OMS dans la polyglobulie de Vaquez (soit <165g/l ou <185g/l) associé a un VGM
microcytaire (<80fl) ou une ferritine basse. Une supplémentation en fer chez ces patients
carencés entraine parfois une augmentation d’hémoglobine conduisant a I’identification d’une
polyglobulie chez un patient dont I’hyperplaquettose paraissait initialement isolée (181). En
effet, la thrombocytose est présente dans >50% des PV (224) et peut étre également
secondaire a la carence martiale (225). Six patients présentaient une polyglobulie sans pour
autant dépasser les seuils admis par ’OMS. Un volume sanguin isotopique, permet dans ces
cas la de déceler une éventuelle polyglobulie masquée mais I’examen n’est pas recommandé
par ’OMS. La question se pose également en cas d’érythropoiétine basse. En effet, parmi la
population étudiée, 7 patients montraient a la fois une valeur de I’EPO basse et la présence de
la mutation JAK2V617F. Bien qu’une diminution du taux sérique d’érythropoiétine est
observée dans 40% des TE (disparité allant de 4 a 100% selon les études) (181) dans la
littérature, son dosage ne constitue pas un argument en faveur d’une TE selon les critéres de
I’OMS 2008. Ainsi I’EPO diminuée associée a la mutation JAK2V617F constituent 2

arguments sur les 3 nécessaires au diagnostic de polyglobulie de Vaquez et nécessitent donc a
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fortiori d’écarter une polyglobulie vraie. Cependant, le dosage de I’EPO n’est pas a priori
recommandé pour affirmer le diagnostic de TE et écarter celui de la polyglobulie.

Dix sept (12%) patients ne respectaient pas les critéres de I’OMS car aucune recherche de
mutation bcr-abl ni aucun caryotype n’avaient été pratiqués. Seuls les patients ou la mutation
de JAK2V617F était non détectée, ont été susceptibles de ne pas répondre a ce critére
diagnostique de I’OMS 2008 (cf Partic 2 « Matériels et méthodes »). Les formes
thrombocytémiques de leucémie my¢loide chronique n’avaient donc pu étre éliminées, au
risque d’une thérapeutique moins efficace.

Le myélogramme permet d’écarter un syndrome myélodysplasique ou un syndrome mixte
myéloprolifératif/myéelodysplasique. Celui-ci n’a pas ¢été réalisé chez 51% des patients
(71/138) et a été non informatif chez 13.7% des patients (19/138). Les myélogrammes dilués
peuvent étre entre autres liés a la qualité du prélevement mais également a une probable
fibrose médullaire. Sur les 71 patients n’ayant pas eu de myélogramme et les 19
myélogrammes dilués, respectivement 5 et 8 patients présentaient au moins un critére mineur
de ’OMS en faveur d’une myélofibrose (a savoir LDH augmentées, splénomégalie palpable
ou anémie). Aucun des 13 patients avec au moins un critére mineur de MFP n’avait eu de

biopsie ostéomédullaire. Quatre sur les 13 patients avaient moins de 60 ans.

2.3. Cas de my¢lofibroses primitives dans I’arc alpin
2.3.1. Informations générales des cas de myélofibroses primitives de 1’arc alpin

Sur I’ensemble des 882 dossiers examinés et suivis dans 1’arc alpin, 32 diagnostics de
myélofibrose primitive (MFP) de novo ont été retenus par les médecins.

L’age moyen au moment de 1’analyse est de 64.33 ans avec un écart-type de 13.86 ans, se
dispersant entre un minimum de 31 ans et un maximum de 84 ans. On peut donc supposer
que 1’age moyen au diagnostic est inférieur a 64.33 ans. En effet, la prescription de
JAK2V617F a parfois été réalisée apres la découverte de I’hémopathie.

Dans notre population, une prédominance masculine est observée (sex ratio=2.55). 5 patients
atteints de MFP (15.6%) sont décédés et seulement 16% n’ont pas présenté de complications
au cours de I’évolution de leur pathologie. Le Tableau 12 montre les complications observées
chez 31 patients atteints de myeélofibrose. Les complications concernant une patiente atteinte
également d’un lymphome non hodgkinien a grandes cellules ainsi que les complications

infectieuses éventuelles n’ont pas été relevées.
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Complications

Patients (effectif,

pourcentage)

Leucémies aigués

Complications cardiovasculaires

Signes biologiques (anémie, thrombopénie, bicytopénie...)

Complications thromboemboliques

Cachexie

Ascite

Pas de complication
Hémochromatose secondaire

Complications hémorragiques

5 (16%)
4 (12.9%)
23 (74%)
5 (16%)
3 (9.7%)
1 (3.2%)
5 (16%)
1 (3.2%)
1 (3.2%)

Tableau 12: Complications observées chez 31 patients atteints de myélofibrose primitive dans I'arc
alpin. Les patients peuvent avoir des complications mixtes.

Le Figure 21 détaille les prescriptions des patients atteints de MFP a 1’exclusion des prises en

charge des transformations leucémiques. L’hydroxyurée est la thérapeutique conventionnelle

administrée en premiere intention (48.1%). En parallele, 5 (18.5%) patients ont subi une

splénectomie. Des traitements symptomatiques ont pu étre adjoints a la prise en charge tels

que la transfusion, ou la prise d’EPO recombinante. Aucun des patients de I’arc alpin n’a été

traité lors du dernier suivi par du lénalidomide, du thalidomide ou un inhibiteur de JAK2.

14.8%

3.7%

3.7%

3.7%

7.4%

11.1%/

3.7%

3.7%

48.1%

B Hydroxyurée
Corticoides
Anagrélide

H Greffe

® Noréthandrolone

H Danazol
Traitement
symptomatique seul

Pas de ttt

Pipobroman

Figure 21: Prise en charge chez 27 patients atteints de MFP de I’arc alpin.
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2.3.2. Cytogénétique et statut mutationnel dans les MFP de I’arc alpin

Le pourcentage de myélofibrose JAK2V617F mutée chez les 32 patients de 1’arc alpin est de
59.4%. Les mutations de MPL se sont avérées négatives chez les 6 patients explorés. En
complément, nous avons réalisé la recherche de mutation de MPL chez 4 patients atteints de
MFP JAK2-. 3 patients sur les 4 étaient porteurs d’une mutation soit 9.4% si on considére
I’ensemble des 32 MFP.

La Figure 22 montre le résultat des caryotypes réalisés dans I’arc alpin dans le cadre des
my¢élofibroses primitives. 13% des patients n’ont pas eu de caryotype prélevé au moment du
diagnostic et chez 9% des patients, le caryotype a été stocké mais n’a pas été mis en culture.
Pour un patient, la ponction médullaire a été infructueuse. 14 (44%) patients atteints de
myeélofibrose primitive avaient un caryotype normal. Des anomalies clonales variées ont été
retrouvées chez 31 % des patients dont 6 délétions 20q, 1 délétion 5q associée a une trisomie
21, 1 délétion 13q, 1 trisomie 8, 1 délétion 9q. Il est toutefois difficile de comparer les
résultats de la littérature avec nos données devant le faible nombre de patients atteints de

my¢élofibrose primitive diagnostiqués dans 1’arc alpin et ayant eu un caryotype.

B Normal
Non prélevé
Echec
H Non techniqué
Del 20q
Trisomie 8
M Del 9¢q
Trisomie 21 et del 5q

Del 13q

13%

Figure 22: Etude cytogénétique des myélofibroses primitives de I'arc alpin
2.3.3. Application des critéres de I’OMS 2008

Les critéres de I’OMS pour affirmer une my¢élofibrose primitive ont ét¢ définis dans la partie
bibliographique de ce mémoire. Pour 9 patients, les informations du diagnostic n’ont pas pu
étre récupérées (diagnostic initial hors de 1’arc alpin, non consultation du dossier papier...)

Vingt patients respectaient enticrement les critéres de I’OMS avec en particulier la réalisation
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d’une BOM. Seuls 2 patients ne respectaient pas les critéres de I’OMS. Chez I'un d’eux, un
traitement par AVK n’avait pas permis de réaliser la biopsie ostéomédullaire. Le second
patient n’avait pas eu de recherche de bcr-abl et/ou de caryotype. Une patiente respectait les
criteres de ’OMS mais était peut-étre une myélofibrose post-polyglobulie de Vaquez. Lors
d’une intervention chirurgicale d’un thymome, un taux d’hémoglobine a 190g/1 est découvert.
Cependant, la polyglobulie n’est alors pas étayée. Par la suite, un lymphome a grandes
cellules a été également diagnostiqué chez la patiente. Le myélogramme réalisé est un échec.
Une BOM est réalisée en bilan d’extension montrant un aspect de myélofibrose. La mutation
JAK2V6B17F est alors prescrite et revient positive. L’hémoglobine est alors normale, il n’y a
pas de myélémie. Une splénomégalie est palpable. Le taux des LDH est élevé mais

difficilement interprétable compte tenu de 1’intercurrence du LNH.

3. Cas d’¢érythrocytoses idiopathiques

Pour certaines érythrocytoses, aucune cause étiologique n’est identifiée. Ces érythrocytoses ni
primitives, ni secondaires constituent le groupe des érythrocytoses idiopathiques (EI). Dans
notre étude, 19 cas ont été classés comme tels. La moyenne d’age au moment du prélévement
est de 56.85 ans (écart-type=12.68 ans). Une forte prédominance masculine est ici observée
(sex ratio=5.33). La mutation JAK2V617F n’a été détectée chez aucun patient. Des prurits a la
balnéation, des érythroses faciales ainsi que des céphalées étaient des symptémes
fréqguemment retrouvés dans cette population. La prise en charge est majoritairement
effectuée par saignées ou érythraphéreses plus ou moins associées a de ’aspirine a faible dose
(78.9%). Un patient est traité par de faibles doses d’aspirine seule (5.3%). Dans 10.6% des
cas, un suivi biologique est réalisé sans traitement. A noter, qu’un patient, (5.3%) tolérant mal
les saignées, bénéficie d’un traitement par cytoréducteur (hydroxyurée) malgré I’absence de

confirmation d’un processus clonal.

Chez ces 19 cas, nous avons recherché si les criteres de I’OMS permettaient bien d’exclure
une polyglobulie de Vaquez (Tableau 13). En I’absence de critéres mineurs en faveur d’une
maladie de Vaquez, 8 cas (42%) considérés comme érythrocytose idiopathique par les
cliniciens respectaient les criteres OMS infirmant la polyglobulie de Vaquez. Deux cas étaient
douteux entre une érythrocytose idiopathique et une polyglobulie de Vaquez devant des
discordances entre les analyses réalisées. Les mutations de 1’exon12 ont été recherchées chez
7 patients et se sont toutes avérées négatives. 9 cas necessiteraient la réalisation de 1’exon 12

et/ou de critére(s) mineur(s) pour exclure formellement une polyglobulie de Vaquez.
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Criteres OMS majeures en faveur d’'une PV Critéres OMS mineurs en faveur d'une PV o Nombre d'arguments ) ‘
. . Complications en faveur d'une PV Résultat selon 'OMS
Patient Hémoglobine VG Exon 12 Culture BOM EPO
1 Non* Non Neg Négatif En faveur N Aucunes 1 El
2 / Oui NF Positif NF 1 Aucunes 2+/-3 ElI/IPV
3 Oui Oui NF Négatif Pas en faveur (en 1998) l Thrombose 2 Selon exon 12
4 Oui NF NF Positif NF N ? 2 Selon exon 12
5 Oui NF NF Négatif NF N ? 1 Selon exon 12
6 / Oui NF NF 1 érythroblastique N Aucunes 1 Selon exon 12
7 Non* Oui NF NF NF N ? 1 Selon critéres mineurs
8 Oui / NF Négatif NF #x* T Aucunes 1 El
9 / Oui NF Discordance® En faveur N Aucunes 2+/-3 El/PV
10 Oui / Neg Négatif NFP 1 Thrombose 1 El
11 / Oui Neg Négatif NF N Aucunes 1 El
12 / Oui NF Négatif NF N Aucunes 1 Selon exon 12
13 Oui / Neg Négatif 1 érythroblastique N Aucunes 1 El
14 Oui Oui NF Négatif NF N Thrombose 1 Selon exon 12
15 / Oui NF Positif (EEC) 1 érythroblastique 1 Aucunes 2 Selon exon 12
16 / Oui NF Négatif Pas en faveur N Aucunes 1 El
17 / Oui Neg Positif (EEC) Non informatif N ? 2 Selon BOM
18 Oui oui® Neg Négatif 1 érythroblastique 1 Aucunes 1 El
19 Non" Oui Neg Négatif En faveur N Aucunes 2 El

Tableau 13: Résultats des analyses réalisées afin d’exclure une polyglobulie de Vaquez. VG=Volume globulaire isotopique, Neg= Négatif, N= Normal, NF=Non
Fait *Polyglobulie mais Hb<185g/l chez ’lhomme et <165g/I chez la femme **2 dosages ont été réalisés : 'un {,, le second normal ***Aspect d’hyperplasie
érythroblastique au myélogramme %2 cultures ont été réalisées : la 1% négative, la 2"* positive? Myélogramme non concordant ®2 VG ont été réalisés chez
le patient a 10 ans d’intervalle le 1¥<36ml/kg, le 2”d>36ml/kg. YPolyglobulie associée a carence martiale.
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4. Cas non répertoriés comme néoplasmes myéloprolifératifs Philadelphie négatif.
4.1. Exclusion du diagnostic de NMP Ph-

Chez trois cent soixante dix patients, le diagnostic de NMP Ph- n’a pas été retenu.
Schématiquement, ces patients peuvent étre classés en 2 groupes selon le point de départ de

leur investigation biologique.

4.1.1. Patients avec manifestations cliniques

Cent quarante trois recherches de JAK2V617F et/ou cultures de progéniteurs ont eté réalisées
a la suite des manifestations cliniques (thromboses, ischémie digitale, embolie pulmonaire,
syndrome de Budd chiari...). Soixante dix neuf recherches de mutation JAK2V617F étaient
associées a une demande de cultures de progéniteurs. Les cent quarante deux recherches de
JAK2V617F (142/142) étaient négatives. Un patient n’a pas eu de JAK2V617F. Les mutations

de MPL ou de I’exon 12 de JAK2 n’ont été recherchées en routine chez aucun de ces patients.

En application des criteres OMS 2008, en I’absence d’une hyperplaquettose supérieure a
450G/I, le diagnostic de thrombocytémie essentielle peut étre exclu sans arriére pensée. Nous
avons donc vérifié les 143 hémogrammes de patients pour lesquels le diagnostic de NMP a été
exclu. Trois hémogrammes n’ont pas été trouvés dans les dossiers informatiques. Sept
patients présentaient une thrombocytose au moment de la manifestation clinique. Chez trois
patients, 1’étiologie de la thrombocytose réactionnelle avait pu étre identifiée et le traitement
de sa cause avait fait régresser celle-ci. Un quatriéme patient présentait un contexte
inflammatoire chronique avec augmentation de la CRP et hyperferritinémie. Cependant, une
régression de la thrombocytose n’avait pu étre observée en 1’absence de traitement étiologique
efficace chez ce patient et la persistance de I’inflammation. Chez les 3 autres patients, la
recherche de mutation JAK2V617F et la culture de progéniteurs étaient négatives. Parmi ces
patients, les manifestations cliniques étaient parfois atypiques notamment un syndrome de
Budd Chiari, une thrombose de la veine centrale de la rétine. L’absence de contexte
inflammatoire et de carence en fer était confirmée pour 2 patients, et non recherchée pour le
3™ Pour 1’un des patients, la thrombocytose était constante depuis 2005. Chez 3 patients,
d’autres examens (ferritine, CRP, suivi, éventuellement BOM) auraient probablement du étre
réalisés pour trouver la cause de thrombocytose réactionnelle éventuelle ou pour exclure avec

certitude une TE. Nous avons pu obtenir I’ADN de 5 patients au diagnostic douteux. La
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recherche de mutations de MPL était ininterprétable pour 2 patients, négative pour 2 autres et
positive pour I’un d’eux.

En paralléle, I’observation des hémogrammes a montré une polyglobulie supérieure aux
valeurs normales définies selon les sexes mais inférieure aux valeurs seuils établies par la
classification OMS chez 3 patients. Les cultures de progeniteurs réalisées chez les 3 patients,
sont positives chez deux d’entre eux. Pour I'un d’eux, une formation des progéniteurs
érythrocytaires a été observée dans la moelle, et des colonies mégacaryocytaires dans le sang
pour le second. Cependant, aucune autre exploration (VG, dosage d’EPO, exon 12...) n’a été
réalisée.

4.1.2.Patients avec anomalies de I’hémogramme

Deux cent vingt sept patients présentaient des anomalies de I’hémogramme telles des
polyglobulies, des thrombocytoses mais également des hyperéosinophilies, des
hyperleucocytoses, des anémies, des bicytopénies pouvant étre associées a une splénomégalie

et d’éventuels symptdmes d’hyperviscosité sanguine.
4.1.2.1. Les polyglobulies

Concernant les 157 patients explorés pour polyglobulie, 71 cas ont montré une normalisation
de I’hémoglobine et/ou un VG isotopique normal sans traitement de type cytoréducteur ou
saignée mais parfois avec un traitement spécifique de la cause étiologique (traitement de la
tumeur rénale, réhydratation, appareillage d’un syndrome d’apnée du sommeil...).
L’¢élimination de la polyglobulie de Vaquez semble sensée. D’autant plus, elle est associée a

I’absence de mutation JAK2V617F.
Parmi les 86 patients chez qui la polyglobulie persistait, on comptait 12 femmes.

Sept femmes avait un taux d’hémoglobine >165g/l ou un VG>120% correspondant a un
critere majeur défini par I’OMS 2008. Ainsi I’exclusion d’une PV dans ces cas nécessite soit
la négativité des autres criteres majeurs (JAK2V617F et exon 12) associée a la négativité des 2
criteres mineurs (EPO, culture ou BOM) soit la négativité des 3 critéres mineurs. Hors,
aucune recherche de mutations de I’exon 12 de JAK2 n’avait été réalisé chez ces patientes.
Une seule patiente avait eu les 3 critéres mineurs réalisés dont une BOM sans aspect typique
de PV. Le dosage de I’érythropoiétine, réalisée chez ces sept femmes polyglobuliques, était
normal. La culture de progéniteurs, réalisée chez 5 patientes, était négative. Ainsi, I’exclusion

de la PV selon les criteres de I’OMS 2008 était sous réserve de la réalisation de la recherche
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de mutations de I’exon 12 de JAK2 chez 6 patientes polyglobuliques selon I’OMS et d’un

autre critére mineur chez 2 d’entre elles.

Concernant les 5 patientes polyglobuliques mais dont le taux d’hémoglobine ne dépassait pas
le seuil de 165g/1, le taux d’érythropoiétine était effondré chez 2 d’entre elles. Chez ces 2
patientes, I’hémoglobine était respectivement de 160 et 163 g/l, le volume globulaire
isotopique n’avait pas été réalisé. Les cultures de progeniteurs étaient négatives. Un doute
peut subsister quand au diagnostic de ces 2 patientes devant un taux d’érythropoiétine

subnormal et 2 criteres majeurs de polyglobulie pas totalement écartes.

De la méme maniére chez les 74 hommes, 37 patients avaient une hémoglobine supérieure a
185¢/l ou un volume globulaire isotopique supérieur a 120%. La recherche de mutations de
I’exon 12 de JAK2 a été pratiquée chez 2 patients et retrouvée négative. De plus,
I’érythropoiétine normale et la culture de progéniteurs négative ont permis de conclure a une
absence de NMP Ph- chez ces 2 patients. L’érythropoiétine a été dosée chez 34 patients,
aucun taux inférieur a la normale n’a été observé. La BOM réalisée chez 5 patients montrait
une hyperplasie érythroblastique unique ou un aspect normal de la moelle. Chez 25 patients
les cultures de progéniteurs ont été réalisées. On note la présence d’une pousse spontanée de
colonies de mégacaryocytes dans le sang chez I’un d’eux et de colonies érythrocytaires dans
la moelle d’un autre patient polyglobulique. Ainsi au total, le diagnostic de PV a été exclu
chez 6 patients selon I’OMS. Chez les autres polyglobuliques, subsistait un doute en 1’absence
de résultat sur la mutation exon 12 et/ ou un critéere mineur (EPO, culture de progéniteurs,
BOM).

Chez 37 patients masculins, I’hémoglobine observée ne dépassait pas 185g/1.
L’érythropoiétine n’a pas été réalisée chez 8 patients. Trois présentaient des taux inférieurs a
la normale. La culture de progéniteurs a été réalisée chez 25 patients et 2 patients présentaient
une pousse des mégacaryocytes dans le sang. Chez ces 3 patients présentant un critére mineur,

la mutation de I’exon 12, le volume globulaire isotopique ni la BOM n’avaient été réalisées.
4.1.2.2. Lesthrombocytoses

Parmi les 49 patients explorés pour thrombocytose, tous ont eu une recherche de mutation
JAK2V617F. Vingt six ont eu de maniere simultanée une culture de progeniteurs. Le dossier
complet n’a pas été consulté pour 1 patient. Pour 30 patients, les criteres OMS permettent

d’exclure un diagnostic de TE. En effet, les patients ont eu soit une normalisation plaquettaire
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(traitement d’une carence en fer, d’une maladie autoimmune, diminution de 1’inflammation
aprés une chirurgie lourde...) soit une exploration de la moelle qui n’a pas révélé d’aspect

anormal.

Pour dix huit patients, le diagnostic final selon les critéres de I’OMS reste incertain. Pour 14
patients, le diagnostic de TE a été exclu sur la base de I’absence de mutation JAK2V617F et
d’une culture négative. Par contre, aucune cause secondaire (inflammation, fer..) n’avait été
identifiée. Quatre patients n’avaient pas eu de dosage de ferritine et trois patients n’avaient
pas eu de marqueur de I’inflammation (CRP ou VS). De plus, en cas d’ hyperplaquettose
secondaire détectée, une normalisation plaquettaire doit étre obtenue apres traitement. En
effet, ’OMS précise qu’une hyperplaquettose réactionnelle n’exclut pas une TE associée.
Neuf patients n’ont pas eu de suivi a la suite de I’hypothése réactionnelle de leur
thrombocytose. Sur ces 18 patients, aucun n’a bénéficié d’'une BOM malgré 1’intérét
diagnostic de cet examen. Deux patients présentaient une culture positive sans mutation de
JAK2V617F.

Les 21 patients explorés sur la base d’anomalie(s) de 1’hémogramme (hyperéosinophilies,

bicytopénies...) n’ont pas été étudiés quant a I’application des critéres OMS.

4.2. Cas de diagnostic non posé

Pour 13 patients, le diagnostic final n’avait pas été posé a la date de fin de recueil. Le nombre
de thrombocytoses sans JAK2V617F en suivi parmi ces cas (9/13) montre bien la difficulté

pour poser un diagnostic de certitude en I’absence de test sensible et spécifique de la TE.

4.3. Mutations JAK2V617F et autres hémopathies

Soixante dix patients ont eu une recherche de mutation JAK2V617F et/ou une culture de
progeniteurs hématopoiétiques afin d’écarter un NMP ou afin de caracteriser leur hémopathie.
Le Tableau 14 montre le résultat de la mutation JAK2V617F et/ou de la culture de
progeniteurs. On note que 2 des 14 LMC diagnostiquées avaient des plaquettes isolées au
diagnostic ou associées a une hyperleucocytose a 21G/I sans myélémie. Avant leur diagnostic,
quatre syndromes lymphoprolifératifs ont été suspectés de NMP Ph- car révélés pour 2 d’entre

eux par une thrombocytose, ou par une splénomégalie ou encore une hyperéosinophilie.
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Culture de progéniteurs

Mutation JAK2V617F , v pos
hématopoiétiques
+ (%) - | NR | Total +(%) - | NR | Total
LMC 00%) |11 | 3 14 | 8(100%) | O 6 14

NMP Mastocytose | 0 (0%) 1 0 1 0 (0%) 1 0 1

NMP éo 0 1 0 1 / / 1 1

SMD 3(15%) | 17 | 0 | 20 |1(125%)| 7 | 12 | 20

LAM et Sarcome 1(12.5%) | 6 0 7 0(0%) 2 5 7

myéloide
LMMC 2(20%) | 8 0 10 1(50%) | 1 8 10
RARS-T 3(75%) | 1 0 4 1(25%) | 3 0 4
NMP/SMD

LMCa 0(0%) 1 0 1 0(0%) 1 0 1
Autres 2(100%) | O 0 2 1(100%) | O 1 2
SLP 0(0%) 4 0 4 0(0%) 1 3 4

Pathologies 5 5
lymphoides MM 0 (0%) 2 2 4 0(0%) 3 1 4
LAL 0(0%) 2 0 2 / / 2 2

Tableau 14: Récapitulatif des résultats de la mutation JAK2V617F et des cultures de progéniteurs en
fonction des hémopathies. NMP Néoplasme myéloprolifératif ; SMD syndrome myélodysplasique ;
SLP Syndrome Lymphoprolifératif ; MM Myélome multiple ; LAL Leucémie aigué Lymphoblastique ;
LAM : Leucémie aigué myéloblastique; LMC Leucémie Myéloide Chronique; LMCa Leucémie
Myéloide Chronique atypique; RARS-T Anémie réfractaire avec sidéroblastes en couronne et
thrombocytose marquée ; NMP éo : Néoplasme a éosinophiles, non documenté en mutations FGFRI,
PDGFRA, PDGFRB ; NR : Non réalisé.
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5. Place de la culture de progéniteurs hématopoiétiques dans le diagnostic des NMP
Philadelphie négatif

5.1. Apports de la culture des progéniteurs hématopoiétiques vis-a-vis du statut
mutationnel JAK2V617F

5.1.1. Dans la polyglobulie de Vaquez

La formation endogéne de colonies érythroides ou mégacaryocytaires sur la moelle et/ou le
sang a eté recherchée chez 102 patients. La pousse spontanée des colonies hématopoiétiques
est présente chez 89 patients atteints de PV soit 87.26%, indépendamment du type de
prélévement ou du type de pousse. Ce pourcentage est de 83.64%, 90.48%, 100% et 81.82%
respectivement pour les sites du CHU de Grenoble, de Chambéry, d’Annecy et de I’'IDH.

En outre, nous avons recherché a déterminer la concordance entre la présence d’une culture
positive et la présence d’une des mutations JAK2 (JAK2V617F et JAK2 exon 12). 101
patients ont eu les 2 recherches. La proportion de mutation JAK2 positive et de pousses de
progéniteurs hématopoiétiques dans cette population sont respectivement de 90.1% et de
87,13%. On n’observe pas de différence significative entre la capacité in vitro de former des
colonies endogénes et la présence de mutation dans les génes codant pour JAK2 (test de Mac

Nemar pour des séries appariées, p value=0.60) parmi cette population.

5.1.2. Dans la thrombocytémie essentielle

La culture de progeniteurs érythrocytaires et mégacaryocytaires a été réalisée chez 190
patients sur des prélevements de moelle et/ou sang. Une formation spontanée des colonies
érythrocytaires et/ou mégacaryocytaires a été retrouvée chez 81.6% (155/190) des patients.
Chez ces 190 patients, la proportion de patients JAK2V617F mutés est de 67.9% (129/190).
La proportion de pousse des progéniteurs hématopoiétiques chez les patients atteints de TE est
significativement supérieure a la proportion de patients JAK2V617F positif (test de Mac
Nemar, p value<0.05 au risque 0=0.05). 41 patients (21.6%) n’ayant pas la mutation
JAK2V617F détectée sont positifs en culture sur sang et/ou moelle. 20 patients (10.5%)
atteints de TE sont négatifs a la fois en culture et en JAK2V617F.

5.1.3. Dans la myélofibrose primitive

La culture de progéniteurs a été réalisée chez 15 patients atteints de myélofibrose primitive.

La proportion de myélofibrose JAK2 positive dans cette population est de 53.3% (8/15) tandis
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que la proportion de cultures de progéniteurs positives est de 60% (9/15). Cependant, aucun

test statistique n’a pu étre réalisé devant les petits effectifs des discordants.

5.2. Facteurs de variabilité de la pousse endogéne de progéniteurs hématopoiétiques
5.2.1. Influence du type de prélevement

Parmi les 102 PV pour lesquelles une pousse spontanée hématopoiétique a été recherchée,
44 patients ont eu a la fois une culture sur moelle et sur sang, 16 patients uniqguement sur la
moelle et 42 uniquement sur le sang. Seuls les résultats des patients ayant eu les 2 types de
prélevements ont été comparés. La formation de colonies endogénes hématopoiétiques,
indépendamment du type de progéniteurs observés, ne dépend pas significativement du type
de prélévement (respectivement 79.54% et 81.8% dans le sang et la moelle, test de Mac
Nemar, p value=1 au risque 0=0.05). Toutefois, lors d’une pousse a la fois dans la moelle et le
sang, le calcul de la probabilité exacte du test de Mac Nemar montre une tendance non
significative de la formation de colonies érythrocytaires supérieure dans la moelle (45.2%) par
rapport au sang (22.6%) (p value=0.07 au risque 0=0.05). Au contraire, on n’observe pas de
différence significative de formation de progéniteurs mégacaryocytaires entre la moelle
(90.3%) et le sang (100%) (Test de Mac Nemar, p value=0.24 au risque a=0.05).

Parmi les 190 patients atteints de TE ayant eu une culture de progéniteurs hématopoiétiques,
76 ont eu une recherche a la fois sur le sang et sur la moelle osseuse. La comparaison de ces 2
types de prélevement montre une différence significative de pousse des colonies (test de Mac
Nemar, p value<0.05 au risque 0=0.05). En effet, 81.6% des cultures montrent une formation

in vitro dans le sang contre 67.1% sur prélevement de moelle osseuse.

Concernant les myélofibroses primitives, aucune analyse statistique du type de prélévement
n’a pu étre réalisée devant les petits effectifs. En effet, seuls 3 patients ont eu des

prélevements a la fois dans la moelle et le sang.

5.2.2. Colonies spontanées mégacaryocytaires versus erythrocytaires
5.2.2.1. Dans la polyglobulie de Vaquez

Parmi les 102 patients atteints de PV dont la recherche de colonies spontanées
hématopoiétiques a été réalisée, nous avons cherché a savoir si la formation in vitro de
colonies spontanées était de type megacaryocytaires ou érythroides ou les deux. Au total, 86

préléevements de sang et 60 de moelle ont été réalisées. Chez les 44 patients qui ont eu les 2
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prélevements, le sang et la moelle sont positifs chez 31 patients. Le Tableau 15 montre un

récapitulatif des pousses observées en fonction du prélevement de moelle ou de sang.

Sur les 102 patients, 31.4% (32/102) montrent une pousse érythrocytaire quel que soit le type
de prélevement. Dans le sang, les progéniteurs mégacaryocytaires poussent significativement
mieux que les progéniteurs érythrocytaires (respectivement 71/86 (82.5%) et 8/86 (9.3%), test
de Mac Nemar, p value<0.05). On remarque qu’avec les techniques utilisées, aucune pousse
spontanée de progéniteurs uniquement érythrocytaires n’a été retrouvée dans le sang chez les
patients atteints de polyglobulie de Vaquez. Dans la moelle, on observe 66.67% de pousses
mégacaryocytaires et 48.3% de pousses érythrocytaires. Cette différence de pousses de
progéniteurs est a la limite de la significativité (test de Mac Nemar, p value=0.06).

Type de Moelle positive Sang positif Moelle et sang Somme

prélevement uniquement uniquement positifs

Type de Résultat | Résultat

progeéniteurs moelle sang

positifs

Tableau 15: Répartition du type de pousses spontanées de progéniteurs hématopoiétiques en
fonction du type de prélevement chez les patients atteints de PV.

D’autre part, le Tableau 16 montre le type de pousses de progéniteurs hématopoiétiques
observées en fonction du site de suivi des patients et du type de prélevements. On note que les
prélévements positifs uniqguement en progéniteurs érythroides, proviennent majoritairement de
patients suivis au CHU de Grenoble. Parmi les cultures positives en moelle, on note que
70.37% des patients provenant du CHU de Grenoble montre une pousse en progeniteurs
érythroides pure ou associée a une pousse en mégacaryocytes, contre 45% chez les patients

provenant des autres sites (IDH, CH Chambéry, CH Annecy). Cependant le test du x2 ne
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montre pas de différence significative de la pousse en progéniteurs érythrocytaires en fonction
du site de prélevement (p-value=0.14 au risque a=0.05). Concernant les cultures positives
dans le sang, on n’observe pas de différence significative de pousse globale de progéniteurs
hématopoiétiques entre le CHU de Grenoble et les autres sites de I’arc alpin (test du XZ, p
value=0.1 au risque 0=0.05). Toutefois, une tendance est observée et mériterait d’étre

approfondie.

Sites de ’arc alpin Annecy Grenoble Chambéry

Résultats des cultures . sSomme

Tableau 16: Répartition du type de pousses spontanées de progéniteurs hématopoiétiques en
fonction du type de prélevement et du site de prélevement chez les patients atteints de polyglobulie
de Vaquez. M : Moelle ;Sg :Sang

5.2.2.2.Dans la thrombocytémie essentielle et la myélofibrose idiopathique

La Tableau 17 montre la répartition des types de colonies responsables de la positivité in vitro
dans la thrombocytémie essentielle en fonction du prélevement. Les 201 prélévements positifs
ont été étudiés correspondant a 155 patients. En effet, 46 patients ont un résultat de culture
positif dans la moelle et dans le sang.

Nous avons comparé les différents types de pousses selon les types de prélevements.
Concernant la moelle, une différence de pousse significative est observée (test de Mac Nemar,
p value<0.05). En effet, parmi les 113 prélevements de moelle réalisés, 57 (50.4%) étaient
positifs grace a une pousse spontanée uniquement mégacaryocytaires, 19 (16.8%) étaient liés
a une pousse des composants mégacaryocytaires et érythroblastiques et 2 cas (1.77%)
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montrait une formation spontanée uniquement de colonies érythroblastiques. Concernant le
sang, de la méme maniere, les cultures positives sont liées majoritairement & une pousse de
mégacaryocytes (80.4%) par rapport aux colonies érythroblastiques (8.5%) (test de Mac
Nemar, p value<0.05). De la méme maniere que pour les polyglobulies de Vaquez, avec les
techniques utilisées, aucune pousse spontanée de progéniteurs érythrocytaires n’a été

retrouvée dans le sang.

Nous avons sélectionné un sous groupe de 35 TE ne possedant pas la mutation JAK2V617F
mais présentant une pousse de progéniteurs mégacaryocytaires. La proportion de mutation
MPL dans ce sous groupe est de 40% (14/35) pour une fréquence moyenne de 3% des TE
(136). Ainsi, la culture de progéniteurs pourrait permettre de cibler les recherches de mutation
de MPL.

Concernant les myélofibroses primitives, seules des pousses meégacaryocytaires ont été

observées de maniére indépendante du type de prélevements.

Type de Moelle positive Sang positif Moelle et sang Somme

prélevement uniquement uniquement positifs

Type de Résultat | Résultat

progeéniteurs moelle sang

positifs

Tableau 17: Répartition du type de pousses spontanées de progéniteurs hématopoiétiques en

fonction du type de prélévement chez les patients atteints de TE

5.2.2.3. Dans les érythrocytoses idiopathiques

Parmi les 19 érythrocytoses idiopathiques, 17 patients ont eu des analyses de cultures de
progéniteurs hématopoiétiques dont 11 a la fois dans la moelle et le sang, 3 uniquement dans
la moelle et 3 uniquement dans le sang. 4 (23.5%) patients ont montré une pousse spontanée
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dont 2 sur un prélevement de moelle et 2 au niveau du sang. Aucune colonie érythrocytaire
pure ou associée a une pousse mégacaryocytaire n’a €té¢ observée dans le sang. Au contraire,
les 2 moelles positives montraient une pousse érythrocytaire pure. Au niveau de la moelle, les
formations érythrocytaires étaient significativement plus importante dans la polyglobulie de
Vaquez (48.3%) par rapport a I’érythrocytose idiopathique (14.3%) (test du xz, p value=0.04,

au risque 0=0.05).

5.2.3. Culture de progéniteurs versus diagnostic posé

Pour certains patients, une formation endogéne de progéniteurs a été retrouvée positive en
I’absence de diagnostic de NMP Ph-. L’analyse de ces cas a permis d’identifier 3 situations
différentes : les hémopathies hors NMP Ph-, les manifestations cliniques, les anomalies de

I’hémogramme.

5.2.3.1. Les hémopathies hors NMP Philadelphie négatif

En effet, la formation spontanée in vitro de progéniteurs hématopoictiques n’est pas
spécifique des NMP Philadelphie négatif classiques et peut s’observer dans d’autres

hémopathies comme cela a déja été décrit dans la littérature (226, 227).

Dans notre étude, 14 leucémies myéloides chroniques ont eu une recherche de JAK2V617F
parmi lesquels 9 cas ont eu parallelement une culture spontanée prescrite. 3 patients ont eu
une culture a la fois dans le sang et dans la moelle. 100% des cultures ont montré une
formation spontanée de progéniteurs hématopoiétiques in vitro dans la moelle et dans le sang
chez ces patients porteurs du transcrit bcr-abl. Aucune formation spontanée érythroblastique

n’a été observée sur les 9 prélévements sanguins.

De plus, parmi les néoplasmes myélodysplasiques/ myéloprolifératifs, 1 de LMMC sur les 2
montrait une pousse de progéniteurs mégacaryocytaires a la fois dans le sang et dans la
moelle. On note que la LMMC proliférante in vitro était également JAK2V617F positive. De
plus, ’OMS 2008 définit une entité provisoire appelée anémie réfractaire avec sidéroblastes
en couronne et thrombocytose marquée (RARS-T) (29) comme appartenant aux néoplasmes
myélodysplasiques/myéloprolifératifs. Parmi les 4 RARS-T de I’arc alpin, 3 étaient porteuses
de la mutation JAK2V617F et une seule a montré une pousse de progeéniteurs
mégacaryocytaires sur la moelle osseuse. Un cas de NMP/SMD inclassable montrait la
présence de la mutation JAK2 V617F de maniére simultanée a une pousse sanguine de

progéniteurs mégacaryocytaires.
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Six syndromes myélodysplasiques ont eu une recherche de JAK2V617F associée a une
recherche de progéniteurs spontanés dans la moelle et/ou le sang. La présence de la mutation
JAK2V617F a été retrouvée chez 2 patients. Chez un patient, elle était concomitante a la
pousse spontanée mégacaryocytaire sur le sang. A l’inverse, aucune pousse spontanée ni

mutation JAK2V617F n’ont été détectée parmi les 6 autres patients.
5.2.3.2. Les accidents thrombo-emboliques

Sept patients sur les 80 patients ayant eu des cultures et une exclusion de NMP Ph- (8.75%),
avec un tableau clinique d’accidents vasculaires, Se caractérisaient par une culture de
progéniteurs positive dans la moelle ou le sang, en I’absence de mutation JAK2V617F. Les
manifestations cliniques étaient 2 cas d’infarctus splénique, une thrombose porte, une
thrombose porte et mésentérique, 2 thromboses veineuses périphériques compliquées
d’embolies pulmonaires, et une ischémie digestive. Les 2 patients positifs dans la moelle
montraient des colonies érythroblastiques pures et les 5 autres patients présentaient des
pousses mégacaryocytaires sanguines. Deux patients avaient une polyglobulie inférieure aux
valeurs seuils définies par I’OMS. Aucune mesure du volume globulaire, ni recherche de
mutation de 1’exon 12, ni dosage d’érythropoiétine n’avaient été réalisés pour confirmer ces 7
faux positifs. Un patient avait une thrombocytémie associée a une CRP augmentée.

L’évolution dans le temps de cette thrombocytémie n’est pas connue.

5.2.3.3.Discordance clinico-biologique

Cette situation regroupe les patients présentant une formation endogéne de colonie mais pour
lesquels un diagnostic de NMP, d’autres hémopathies ou d’El n’a pas été retenu.

Quinze patients sur 153 (9.8%) avaient montré une pousse de colonies érythroblastiques et/ou
mégacaryocytaires associée a une anomalie de 1’hémogramme. Parmi ces patients, 8
présentaient une polyglobulie, 4 une thrombocytose, un patient présentait une bicytopénie.
Sur les 4 « faux positif » de culture dans un contexte de thrombocytoses, 2 faux positif étaient
confirmés devant une normalisation sans traitement des plaquettes pour I’'un et une BOM
réalisée qui n’était pas en faveur pour I’autre. Les 2 autres patients ne répondaient pas aux
crittres de I’OMS. Une carence martiale pouvait étre suspectée chez 1’'une des patientes
devant une anémie microcytaire associée a cette forte thrombocytémie & 1000G /1. Un suivi
n’a pu étre fait. Les deux possibilités sont un faux positif ou une TE associ¢e a une carence
martiale. La pousse spontanée sanguine était toutefois tres faible avec une seule colonie de

mégacaryocytes ce qui serait plus en faveur d’un faux positif du a une thrombocytémie
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réactionnelle. Cependant, aucune des hypotheses ne pourra étre confirmée car la patiente est a
ce jour decédée. Le deuxiéme patient est un patient de 41 ans, de sexe masculin présentant
une splénomégalie associé a une thrombocytose. La ferritine était normale et le statut
inflammatoire n’est pas connu. Aucune BOM ou exploration supplémentaire n’ont été

réalisées. Trois colonies mégacaryocytaires poussaient dans le sang périphérigue.

Parmi les 8 patients polyglobuliques dont le diagnostic de NMP Ph- n’a pas été retenu, aucune
recherche de mutations de I’exon 12 n’a été réalisée. Un patient montrait une pousse
érythrocytaire dans la moelle tandis que les 7 autres montraient une pousse mégacaryocytaire
dans le sang. Quatre patients avaient un tres faible taux de pousse correspondant a une colonie
pour 200000 CMN. Pour ces 4 patients, le dosage d’EPO était normal. Deux patients ont vu
une normalisation de leur taux d’hémoglobine, les 2 autres ne dépassaient pas les seuils de
I’OMS. La BOM n’avait pas été effectuée. Les arguments semblent étre en faveur de faux
positif sous réserve de la mutation de 1’exon 12. Sur les 4 autres patients susceptibles d’étre
des faux positifs, 2 respectaient un critére majeur de I’OMS devant leur taux d’hémoglobine
ou la mesure de leur VG. Leur taux d’érythropoiétine était normal. L’un d’eux avait bénéficié
d’une BOM d’aspect non caractéristique d’une PV selon I’OMS. Ainsi de la méme maniére,
I’ensemble des arguments semblent étre en faveur de faux positif sous réserve de la mutation
de I’exon 12. Les 2 patients polyglobuliques avec un taux d’hémoglobine inférieur & celui
requis par I’OMS devraient également étre confirmés par la recherche de mutations de 1’exon
12.

La patiente, présentant une bicytopénie et dont le diagnostic de NMP Ph- n’a pas été retenu,
n’a pas eu de recherche de mutation JAK2V617F et présentait une pousse érythrocytaire

médullaire. La patiente &gée n’est plus revenue en consultation depuis 1’analyse.

5.2.4. Analyses de culture de progéniteurs réalisées en doublon

La culture de progéniteurs a parfois été réalisée plusieurs fois pour un méme patient a des
temps différents. Vingt trois patients ont eu des cultures de progeniteurs au moins deux fois
dont 5 patients en triple et deux en quadruple. Seules les analyses utilisant le méme milieu de
culture ont été comparées, un patient atteint de NMP a donc été exclu. Quatorze patients sont
atteints de NMP et/ou NMP/SMD. Deux patients diagnostiquées comme atteints
d’érythrocytose idiopathique et 6 patients comme non porteurs d’hémopathie. On note 3
discordances (21.4%) sur 15 patients atteints de NMP ou NMP/SMD et 6 discordances (40%)

chez les patients non atteints de NMP Ph -. Cependant, 1’incertitude de la technique ne peut
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étre appréciée dans cette étude en raison d’un recrutement insuffisant. De plus, les diagnostics
évoqueés peuvent étre eux méme biaisés par ses discordances. En outre, le temps écoulé entre
les 2 prélevements discordants est en moyenne de 2 ans (de 1 mois a 7 ans). Ainsi, une
probable évolution de la maladie, de la clinique ou 1’adjonction de traitements éventuels

peuvent modifiés les résultats observés entre les 2 prélevements.
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Partie 4 : Discussion et Perspectives

Huit cent quatre vingt deux patients provenant de I’arc alpin (CH d’Annecy, CH de
Chambéry, CHU de Grenoble et Institut Daniel Hollard) ont eu une prescription de cultures de
progéniteurs et/ou une recherche de mutation JAK2V617F au laboratoire d’Hématologie du
CHU de Grenoble entre le 1% Janvier 2007 et le 31 Décembre 2010. Parmi cette population,
410 sujets ont eu un diagnostic de NMP Ph-: 141 PV, 234 TE, 32 MFP et 3 NMP
inclassables. L’age au moment de 1’analyse, le sexe, les complications potentiellement liées a
la maladie, la derniére prise en charge mise en place ont été recensées. Il apparait néanmoins
difficile de rapporter ces données a la période d’évaluation. En effet, certains patients ont
bénéficié de la recherche de mutation JAK2V617F plusieurs années apres leur diagnostic. De
la méme maniere, aucune analyse de prévalence et d’incidence n’a pu étre réalisée devant le

biais de sélection des patients.

Dans I’arc alpin, les 141 polyglobulies de Vaquez analysées montrent une légére
prédominance masculine (sex ratio M/F=1.56). L’age moyen de notre population est de 66.03
ans mais ne correspond pas tout a fait a 1’dge au moment du diagnostic. 57% des patients ont
eu des complications. Les complications hématologiques touchent 4.5% des patients, avec
1.5% de myélofibroses post-PV et 3% de transformations leucémiques et/ou
myélodysplasiques. Il est toutefois délicat de relier ces données a la période de suivi et aux
traitements antérieurs éventuels utilisés. Quarante quatre pour cent des patients ont eu un
accident thrombotique artériel ou veineux et 7.5 % un accident hémorragique séveére.
L’hydroxyurée est le traitement majoritairement prescrit (80.9%) suivi du pipobroman
(10.7%). L’interféron alpha pégylé, ne possedant pas I’AMM, reste peu prescrit dans cette
indication (0.8%). Malgré une recommandation de prescription pour toutes les PV quel que
soit le risque, seuls 58.8% des patients dans la population étudiée sont traités par antiagrégant
plaquettaire. On peut noter que 34 patients sur les 120 patients traités par molécules

potentiellement leucémogenes (hydroxyurée, pipobroman) avaient moins de 60 ans.

Deux cent trente quatre diagnostics de TE ont été retenus dans I’arc alpin. On note une
prédominance féminine (sex ratio M/F=0.65) concordante avec les données de la littérature.
Les complications thrombotiques observées touchent 32.4% des patients. L’acutisation est
une complication rare (0.4%) dans notre population et 3% des patients atteints de TE ont
évolué en myélofibrose post-TE. L hydroxyurée est le traitement de référence prescrit dans

61.4% des cas. Comme pour la PV, I’interféron alpha pegylé est peu prescrit (0.5%) et 34.1%
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des patients traités par hydroxyurée ont de moins 60 ans. Un traitement antiagrégant

plaquettaire est prescrit dans 73.2% des cas, seul ou en association avec un cytoréducteur.

Les 32 myélofibroses primitives sont majoritairement de sexe masculin (sex ratio M/F=2.55).
Une forte proportion d’acutisation en LAM (16%) et de décés (15%) est observée.
L’hydroxyurée est utilisée chez 48.1 % des patients. Le pourcentage de JAK2 mutée dans les
32 MFP de I’arc alpin est de 59.4%. En parallele, on constate que 31 % des patients portaient
au moins une anomalie caryotypique. Toutefois, les données sont peu extrapolables aux

données internationales devant le petit nombre de patients atteints.

Dans notre etude, nous nous sommes particulierement intéressés aux différents marqueurs
biologiques exploitables dans le diagnostic des NMP Ph-. Entre autres, la place de la mutation
JAK2V617F et de la culture de progéniteurs hématopoiétiques dans I’arc alpin ont été

analysées en fonction du diagnostic posé.

Dans notre population, 91.43% des patients PV sont en moyenne JAK2V617F+, ce qui
correspond aux pourcentages moyens de la littérature. La population mutée au niveau de
I’exon 12 de JAK2 est peu représentée (0.7%, contre 1% a 5% dans la littérature). A ’inverse,
le pourcentage de TE porteuse de la mutation JAK2V617F est de 68.8%. Cette donnée semble
légérement supérieure aux données internationales qui sont plutot de 1’ordre de 50% a 60%
(95). De plus, on constate des variations significatives selon les sites. En effet, les
pourcentages sont respectivement de 59.45%, 55.1%, 68.58% et 77.8% pour le CH d’Annecy,
le CH de Chambéry, I’Institut Daniel Hollard et le CHU de Grenoble. Plusieurs hypothéses
peuvent étre émises pour expliquer la fréquence élevée de TE JAK2 mutées dans notre étude :
des PV ont été possiblement classées a tort en TE, des TE JAK2- ont été écartées sans

respecter les critéres de I’OMS, ou la technique utilisée est trés sensible.

Deux arguments sont en faveur de la premiere hypothése. Dans notre population atteinte de
TE, 4 patients montraient des taux d’hémoglobine supérieure au seuil défini par I’OMS. Cinq
patients, présentant une carence martiale ou un VGM microcytaire associé(e) a la mutation

JAK2V617F, n’avaient pas été supplémentés en fer.

Cependant, I’explication du pourcentage ¢élevé de JAK2V617F semble mixte. En effet, chez
21 patients, un diagnostic de TE a été écarté mais restait incertain selon les critéres de ’OMS
et 9 patients présentant une thrombocytose sans mutation JAK2V617F sont en errance

diagnostique. La recherche de mutation MPL réalisée chez 4 patients, dont le diagnostic de
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NMP n’a pas été retenu, était positive pour 1'un d’entre eux. La difficulté pour poser un
diagnostic de TE est liée a I’absence de marqueur sensible et spécifique d’une thrombocytose
clonale. La mutation JAK2V617F offre une aide au diagnostic de TE et permet un gain de
temps dans D’affirmation du processus clonal. En 1’absence de marqueur de clonalité, le
diagnostic d’exclusion est délicat et plus long avec un risque de patients perdus de vue plus
important. De plus, les patients, présentant une thrombocytose a I’hémogramme, ne sont pas
toujours suivis par des hématologues. Par exemple, ils sont parfois pris en charge par des
chirurgiens vasculaires ou des hépatogastroentérologues en cas d’ischémie digestive ou de
thrombose mésentérique plus intéressés a juste titre par les complications, mettant parfois en
jeu le pronostic vital, que par 1’étiologie. L’¢tat inflammatoire associé a ces manifestations
cliniques peut faire penser a une thrombocytose réactionnelle. De plus, des TE ont été exclues
par ’absence de mutation JAK2V617F associée a I’absence de culture de progéniteurs. Or
dans notre population, 10.5% des TE sont négatives a la fois en JAK2V617F et en culture

(pourcentage probablement sous estimé).

Cependant, une ¢étude frangaise réalisée sur la région Cote d’Or, montre également une forte
proportion de TE mutée (76% JAK2V617F+ réalisée sur 79 TE) (8). Leurs hypothéses sont
basées sur le faible nombre de TE dans leur étude ainsi que sur la performance de leur
technique de détection de JAK2V617F (PCR allele spécifique avec des amorces différentes de
celles utilisées sur Grenoble), réalisée avant tout traitement cytoréducteur. En effet, des
différences de détection de JAK2V617F semblent notables selon la technique utilisée (228).
La purification des polynucléaires pour la recherche de la mutation augmente certainement la
sensibilité de la technique de PCR utilisée a Grenoble en diminuant la dilution des
polynucléaires par les cellules non mutées. Cette étape préanalytique permet certainement
I’identification de TE avec de tres faible charge d’alléles mutés malgré I’absence de technique

de PCR quantitative.

Concernant la culture de progéniteurs hématopoiétiques, une formation endogene de colonies
érythroides et/ou mégacaryocytaires est observée dans 87.26% (89/102) des PV,
indépendamment du type de prélevement. Toutefois, une pousse endogene de CFU-E n’est
observée que dans 31.4% PV. Or, selon les critéres de I’OMS, seule une formation spontanée
in vitro de progeniteurs érythroides est considérée comme critere diagnostique. Dans la
littérature, une formation spontanée de progéniteurs érythroides est décrite dans 67% a 100%
des PV (181, 217, 229). Ces différentes études étaient réalisées sur relativement peu de

patients (effectif de 20). De plus, peu d’études ont été réalisées depuis la découverte de
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JAK2V617F et 1’apparition des criteres OMS 2008. Deux équipes ont montré 100% de
pousses spontanées de BFU-E, cultivées en milieu composé de méthylcellulose, chez les 42 et
les 22 PV analysées (230, 231). Une corrélation est également observée entre la formation de
colonies endogénes érythroides (94.1%) et la mutation JAK2V617F chez 51 PV (232). Le
laboratoire du CHU de Grenoble utilise une technique francaise standardisée appliquée par les
sites francais réalisant des cultures de progéniteurs (217). Le laboratoire participe a des
comparaisons interlaboratoires organisées dans le cadre de programmes d'évaluation externe
de la qualité depuis 1999. Les résultats de I'évaluation externe de la qualité sont surveillés et
ne montrent pas de dérives par rapport aux autres centres, ce qui ne suggere pas une origine
technique a cette sensibilité trés moyenne. Toutefois, d’autres milieux commerciaux devront
étre testés afin d’optimiser la pousse de progéniteurs érythroblastiques. On peut noter qu’il
n’existe pas de contrdle de qualité de pousses spontanées. A I’inverse, la pousse de colonies
mégacaryocytaires observée (81.4%) dans notre population de PV semble plus importante que
dans d’autres études (de 36% a 59%) (230).

Afin d’optimiser la prescription, nous nous sommes intéressés a I’influence de différents
parametres sur la pousse de progéniteurs dans la PV. Avec la technique actuellement utilisée,
la moelle et le sang donnent le méme résultat si on considére I’ensemble des progéniteurs
hématopoiétiques (p value=1). Toutefois, si on s’intéresse aux colonies spontanées
érythroides, le prélevement de moelle semble mieux adapté que le sang, bien que la différence
ne soit pas significative (p value=0.11). Les colonies mégacaryocytaires poussent mieux que
les colonies érythroblastiques que ce soit dans le sang ou dans la moelle (respectivement p
value = 0.05 et 0.06).

Pour les patients atteints de TE et de MFP, nous avons retrouvé une formation endogéne de
colonies érythroides ou mégacaryocytaires respectivement chez 81.6% et 53.3% des patients
atteints. Plus précisement, on observe 81.1% (154/190) de pousses megacaryocytaires sur
I’ensemble des patients ayant eu une culture realisée dans les TE et seulement 13.7% (26/190)
de pousses spontanées érythrocytaires. Dans notre population de TE, quel que soit le type de
prélevement, les progéniteurs mégacaryocytaires poussent mieux que les progéniteurs
érythroides spontanés (p value<0.05). Dans la littérature, le pourcentage de formation
endogene de progéniteurs érythrocytaires est de 57.5% dans le TE et de 69.2% dans les MFP
(232). Les progéniteurs mégacaryocytaires spontanés sont décrits dans 78% des TE dans le
sang et dans 88% dans la moelle (218). Ces données confirment bien un probléme technique

concernant la pousse érythrocytaire. Une étude francaise, utilisant la technique standardisee

94



utilisée au CHU de Grenoble, montre 7.7% de formation in vitro d’EEC et 93.3% d’EMC
dans les TE étudiées (25), suggerant un probléme a échelle nationale. Avec la technique
actuelle, le prélévement de sang pousse significativement mieux que la moelle dans les TE (p
value<0.05).

Notre étude nous a également permis de déterminer la place des différents marqueurs
biologiques. Dans la PV, nous avons retrouvé une concordance entre la mutation JAK2V617F
et la pousse spontanée de progéniteurs. A I’inverse, dans la TE, la pousse de progéniteurs
hématopoiétiques se révele étre plus sensible que la mutation JAK2V617F (p value<0.05).
Toutefois, la formation spontanée de progéniteurs sanguins notamment mégacaryocytaires a
été décrite comme non spécifique car possiblement retrouvée dans les thrombocytoses
réactionnelles (218). De plus, des formations spontanées de progéniteurs ont été décrites dans
des cas de SMD, de LMMC, de RARS-T, de LMC et de NMP/SMD inclassables. Dans notre
étude, nous avons comptabilisé les faux positifs, a I’exclusion des autres hémopathies et des
érythrocytoses idiopathiques, selon le contexte clinique. Parmi les 80 patients suspects de
NMP Ph- devant la découverte de manifestations cliniques, ayant eu une recherche de culture
et dont le diagnostic de NMP Ph- n’a pas été retenu, 7 patients (8.75%) ont eu une culture
positive (2 pousses érythroblastiques et 5 pousses mégacaryocytaires). Toutefois, un doute
subsiste quant a I’exclusion de NMP Ph- chez ces patients, d’autant plus que le manque de
spécificité des EEC n’est, & notre connaissance, pas décrit. Parmi les 153 patients suspects de
NMP Ph- devant une perturbation de I’hémogramme, 15 (9.8%) ont montré une pousse de
colonies érythroblastiques et/ou mégacaryocytaires. Sur ces 15 pousses, 2 étaient des pousses
érythroblastiques médullaires et 13 étaient des pousses mégacaryocytaires sanguines.
L’exclusion avec certitude de NMP Ph- était confirmée pour 2 thrombocytoses mais restait

douteuse pour les autres patients.

Dans notre étude, la culture de progeniteurs hématopoiétiques a donc montré un intérét
particulier notamment dans les TE, ou elle est plus sensible que JAK2V617F. Bien que cette
analyse ne constitue pas un argument au sens de ’OMS en faveur d’'une TE, nous avons
montré qu’elle constitue une véritable aide a la recherche de mutations clonales telles que
MPL. En effet, un sous groupe de thrombocytoses sélectionnées sur la présence de pousses
spontanées de progéniteurs mégacaryocytaires en I’absence de la mutation JAK2V617F,
montre une fréquence de 40.90% (18/44), comparée a une fréguence moyenne décrite de 3%
dans les TE et de 15% dans les MFP. De plus, cette recherche ciblée nous a permis de prouver
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le caractere clonal d’une thrombocytose chez un patient dont le diagnostic de NMP Ph- avait

été écarté.

Dans notre étude, nous avons également remarqué que les critéres OMS ne sont pas toujours
adoptés par DI’ensemble des cliniciens, hématologues et autres spécialités. En effet,
respectivement 77%, 25%, 87% des patients atteints de PV, de TE ou de MFP respectaient
intégralement les critéres de I’OMS 2008. On remarque que la présence d’une polyglobulie
associée a la présence de la mutation JAK2V617F n’est pas suffisante pour respecter les
criteres de ’OMS. En effet, d’apres ’OMS, la PV doit respecter 3 critéres pour étre affirmée.
La nécessité de ces 3 criteres semble avoir pour but de pallier aux éventuelles lacunes de la
mutation JAK2V617F. En effet, les éventuels faux positifs existent dans la population saine
avec des pourcentages variables selon les études de 0.2% a 9.6% (107, 110). De plus, la
présence de 3 critéres permet d’assurer les éventuels problémes de sensibilité. En effet, la
technique de recherche de JAK2V617F n’est pas standardisée et 1’étape de purification des
polynucléaires n’est pas réalisée par tous les laboratoires. Des différences de sensibilités
existent entre les différentes techniques (qualitative, en temps réel, pyroséquencage, sur sang
total, sur les granuleux...) probablement a I’origine de la forte variation du pourcentage de PV
JAK2V617F+ (103, 228, 233). La sensibilite de la PCR ARMS, utilisée au laboratoire du
CHU de Grenoble, est déterminée a partir de dilutions de lignées érythroleucémiques HEL et
est estimée a 0.5%. Toutefois, la sensibilité de cette technique (PCR ARMS utilisant les
mémes amorces) a également été décrite a 2% (6). Dans notre étude, 2 patients ont montré un
manque de sensibilité de la technique. Toutefois, peu de patients ont eu plusieurs fois la
recherche de statut mutationnel JAK2V617F. Ainsi, la réalisation en paralléle d’un critére
mineur (dosage de I’EPO ou culture de progéniteurs) semble étre pertinente chez les patients

suspectés atteints de PV.

On peut également souligner le manque de précision des critéres de I’OMS concernant la
définition de la polyglobulie (le premier des critéres majeurs). La diversité des examens
(Volume globulaire isotopique, hémoglobine avec différentes valeurs seuils, hématocrite...),
pouvant répondre au premier critére majeur sans hiérarchie entre eux, peut compliquer le
diagnostic. En effet, I’hémoglobine peut étre faussement élevée ou abaissée selon les
variations du volume plasmatique. Les valeurs seuils définies par I’OMS peuvent paraitre tres
élevées, dépistant difficilement les formes débutantes de PV. Dans notre population, certaines
PV JAK2 mutées, ne respectant pas ’OMS, n’ont pas de taux d’hémoglobine supérieure aux

valeurs seuils définies par I’OMS. Le VG reste tres intéressant pour affirmer une polyglobulie
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vraie (234) mais est controversé notamment pour des raisons de colt, de faisabilité et de
contraintes liées a la manipulation d’isotope. Ainsi, ’OMS a ajouté d’autres arguments
pouvant prouver l’augmentation de la masse globulaire érythrocytaire. L’adaptation a
I’altitude de résidence, a I’age et au sexe de la valeur seuil de I’hémoglobine permettrait certes
de gagner en précision mais il n’est pas réalis¢ en pratique courante. Pour cela, chaque
laboratoire devrait définir, par tranche d’age et par sexe dans I’ensemble des conditions
physiologiques les influencant, la valeur correspondante au 99°™ percentile pour
I’hémoglobine et I’hématocrite a partir d’échantillons significatifs de patients. Pour éviter la
réalisation d’un VG, ’OMS a ajouté une composante dynamique pour affirmer la
polyglobulie (augmentation spontanée de 2g/l par rapport aux valeurs antérieures et
Hb>170g/l pour les hommes et >150g/l pour les femmes). Cette composante dynamique
semble pertinente mais en 1’absence de dossier médical personnalisé, elle nécessite une
communication étroite avec le médecin traitant, qui possede les hémogrammes antérieurs.
Une proposition pour améliorer les critéres de I’OMS serait d’intégrer I’aspect caractéristique

de la BOM des PV porteuses de mutation de 1’exon 12 de JAK2 (premier critére mineur) ou

I’on ne retrouve pas d’hyperplasie des 3 lignées.

Dans le diagnostic de my¢élofibrose primitive, I’intérét de la LDH (critere mineur d’aprés
I’OMS) semble également discuté, car ’enzyme est possiblement positive dans les PV et les
TE (235). Bien que définis selon un consensus d’experts et de membres du comité consultatif
cliniqgue (CAC) (29), les critéres de I’OMS sont également controversés notamment sur la
distinction entre la TE et le stade préfibrotique de MFP, différenciable uniquement sur la
BOM (45). Dans notre étude, la BOM n’a pas été réalisée chez 69% des TE. L’age avancé du
patient restreint la réalisation de cet examen délicat et douloureux (p value<0.05). La présence
de la mutation JAK2V617F montre la méme tendance bien qu’a la limite de la significativité
(p value =0.07). Toutefois, la BOM offre plusieurs avantages. Lorsque la mutation
JAK2V6E17F est absente et que les causes secondaires de thrombocytose sont exclues, elle
permet de donner un argument histologique pour poser le diagnostic. En effet, bien que de
nombreuses mutations aient été décrites (Partie 1), celles-ci ne sont pas réalisées en routine et
le diagnostic de TE reste un diagnostic d’exclusion (thrombocytoses réactionnelles, MFP...).
En outre, la BOM permet d’écarter une MFP, quel que soit le statut mutationnel JAK2V617F.
En effet, il est bien précisé que les criteres mineurs définis par ’OMS peuvent étre discrets.
Ainsi, seule la BOM permettra de differencier la TE de la MFP, notamment au stade

préfibrotique. La BOM au diagnostic permet également de fournir une base pour une
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éventuelle comparaison en cas d’évolution. On comprend toutefois la réticence de certains
cliniciens notamment en cas de traitement antiagrégant plaquettaire et/ou d’anti-coagulant. De
plus, Iinterprétation demande des compétences particuliéres en anaptomopathologie
médullaire. Par exemple, il semble indispensable de connaitre les différences (subtiles) sur
I’entité « myélofibrose au stade préfibrotique ». Certains hématologues réticents a 1’OMS
appliquent les criteres de BCSH (British Commitee for Standards in Haematology) (156,
236). Ainsi, ils se passent de BOM en présence d’une thrombocytose avec mutation
JAK2V617F et réserves ferriqgues normales (VGM, ferritine) associées a 1’absence des 5
criteres suivants (anémie non expliquée, splénomégalie palpable>5cm, symptomes
constitutionnels, érythromyélémie, aspect de dysplasie sur le sang). Il appartient donc aux
cliniciens en collaboration avec 1’ensemble des spécialistes (anatomopathologistes,
biologistes...) de décider de la démarche & adopter en tenant compte également de 1’age du

patient et des possibilités thérapeutiques.

Une autre question se pose quant a la démarche a suivre devant les sujets présentant des
manifestations vasculaires. La recherche du statut mutationnel en JAK2V617F ne fait pas
partie des recommandations de la maladie thromboembolique veineuse (237). Elle doit étre
réservée au patient présentant un hémogramme suggestif ou dans les bilans étiologiques de
thromboses veineuses dites de sites « inhabituels » (systéme nerveux central, thrombose
porte...) (24, 238). En effet, la prévalence de la mutation JAK2V617F de I’ordre de 50%
(45% a 58% selon les études) dans les syndromes de Budd Chiari et d’approximativement
35% dans les thromboses portes (53, 55, 56) . Dans les thromboses veineuses de sites peu
communs, la mutation de JAK2V617F peut étre réalisée méme si 1’hémogramme ne présente
pas d’anomalies. Le diagnostic de ces formes inapparentes, occultes ou latentes (24, 57)
semblent d’autant plus important que ces patients appartiennent a la catégorie des risques
élevés. Concernant les bilans de d’infarctus cérébraux ou d’accidents ischémiques transitoires,
la recherche de mutation JAK2V617F est recommandée chez le sujet jeune en troisieme

intention par la Société Francaise de Neuro-Vasculaire (239).

L’intégration de I’ensemble de ces données clinico-biologiques nous a permis de proposer 3
algorithmes afin d’aider au diagnostic. Les 2 premiers concernent la prise en charge
biologique de patients présumés atteints de polyglobulie ou de thrombocytose, sans
manifestations cliniques. En effet, en vue d’un développement prochain de la recherche de
statut mutationnel de I’exon 12 de JAK2 au CHU de Grenoble et dans ce contexte d’efficience

des dépenses de santé, il semble nécessaire de définir des conditions d’utilisations notamment
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pour les NMP Ph-, pathologies chroniques diagnostiquées par des médecins dont la spécialité

n’est pas toujours I’hématologie .

Le troisitme correspond aux patients ayant présentés des manifestations vasculaires
inhabituelles (type syndrome de Budd Chiari...). Dans ces cas 14, il peut s’agir de PV ou de
TE ou rarement de MFP (240). 1l semble intéressant de rappeler qu’un taux d’EPO élevé
n’exclut pas une PV en cas de syndrome de Budd Chiari. En effet, chez 1’adulte, bien que
I’EPO soit physiologiquement synthétisee par le rein, une petite quantité est fabriquée par les
hépatocytes. En cas de syndrome de Budd Chiari, la nécrose hépatique serait a 1I’origine d’un

relargage d’EPO (233). Dans ce cas |3, le dosage de I’EPO apparait peu discriminant.

NON Hb>185g/l (1) ou >165g/1 (%) ﬁ oul
Polyglobulie et augmentation de Examen de 1% intention
maniére inexpliquée* de 2g/l par oul | *Hémogramme de contréle
rapport aux valeurs antérieures | JAK2V617F
(collaboration avec le MT) | *EPO*** (ou culture de progéniteurs® )
|
N [ T 1
ou JAK2V617F+ || JAK2V617F+ || JAK2VE17F- JAK2VE17F-
INDETERMINE EPO abaissé EPON EPO<5UI/ml EPO>5Ul/ml
I {ou culture+)
‘ En faveur Culture de
*Hémogramme de contréle d’ une PV progéniteurs
*Réalisation d'un VG T Selon Hémogramme
- de contrale
VG<25% I VG>25% Culture de _
| .. Siculture+ ou _
[ progeniteurs Hémogramme
L] L B
Suivi de 4 JAK2 Exon12 [
I"hémogramme PVselon | + | - N _ Exploration
parle MT 'OMS { d’une
} 7 Enfaveur ROM** polyglob.uhe
secondaire

r

+ | Culture de progéniteursY
Selon Hémogramme de controle

Figure 23 : Démarche diagnostique proposée devant la suspicion d’une polyglobulie de Vaquez.
Hb : Hémoglobine. VG : Volume Globulaire isotopique. MT : Médecin Traitant.

*excluant prise médicamenteuse (EPO recombinante, supplément en fer...)
**facultatif

***3 distance d’'un événement thrombotique hépatique ou rénal

“si polyglobulie découverte a la suite de thrombose hépatique ou rénal

® Hb tres élevée, Pq et GB normaux.

¥ si non réalisée au préalable
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Examens a réaliser en 1% intention
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Ferritine, CRP
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sApport en Fer
*Suivi de I’hémogramme:
Hb>185g/1 ()
ou =165g/1 (2)?
NON | OUl
l l
*Myélogramme PV
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- LDH, splénomégalie
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Mutation de A/PL®
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Figure 24 : Proposition d’'une démarche diagnostique devant une thrombocytose.
Pq : Plaquette. TTT : TraiTemenT. SMD : Syndrome MyéloDysplasique.

* Réalisation de la BOM selon les criteres de I’'OMS 2008 apres concertation avec I'anapathologiste.
** Apres concertation avec le biologiste.
***Collaboration avec le médecin traitant.
“ si culture spontanée mégacaryocytaire positive.
B Antécédent de splénectomie, intervention chirurgicale récente, « collagenose », cancer
métastatique, syndrome lymphoprolifératif.
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| Exploration de I'némogramme et de ses antériorités |

Hb<185g/I () ou Hb<165g/I (2) | Hb>185g/1 () ou >165g/1 (%) | Pg>450G/1
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Figure 25 : Proposition de démarche diagnostique devant une manifestation vasculaire atypique
(thrombose mésentérique...).
CSF : Formation Spontanée de Colonies. MT Médecin Traitant. SBD : Syndrome de Budd Chiari.
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These soutenue par : Julie Mondet

Titre : Caractérisation clinique et biologique d’une population de I’arc alpin présumeée
atteinte d’un néoplasme myéloprolifératif Philadelphie négatif : apport respectif des différents

marqueurs biologiques.

Les néoplasmes myeéloprolifératifs Philadelphie négatif (NMP Ph-) sont des hémopathies
clonales de la cellule souche hématopoiétique, caractérisées par la prolifération autonome
d’une ou plusieurs lignées myéloides (granuleuse, érythroblastique ou mégacaryocytaire) sans
blocage de maturation ni signe de myélodysplasie. Les NMP Ph- comptent principalement 3
entités clinicobiologiques : la polyglobulie de Vaquez (PV), la thrombocytémie essentielle
(TE), et la myélofibrose primitive (MFP) qui se caractérisent respectivement par une
augmentation significative de la masse sanguine, des plaquettes ou de la fibrose médullaire.
En 2005, une mutation somatique acquise du gene codant pour la tyrosine kinase JAK2 a été
décrite dans les NMP Ph- par 4 groupes scientifiques indépendants. Cette mutation ponctuelle
(G1849T) responsable de la substitution d’une valine par une phénylalanine en position 617
(JAK2V617F), entraine une activation constitutive de JAK2 responsable de la prolifération
autonome des progeéniteurs hématopoiétiques. Elle est présente dans pres de 90% des PV, et
approximativement 50% des TE et des MFP. L’Organisation mondiale de la santé (OMS) a
rapidement intégré la mutation JAK2V617F et d’autres anomalies moléculaires (MPL, JAK2
exon 12..) dans les critéres diagnostiques des NMP Ph- parmi des techniques plus anciennes
comme la culture de progéniteurs hématopoiétiques, la biopsie ostéomédullaire (BOM) ou le
dosage de I’érythropoiétine.

Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude rétrospective des résultats de 882 cultures de
progeniteurs et/ou de recherches de la mutation JAK2V617F prescrits pour des patients suivis
dans I’un des 4 sites de 1’arc alpin (CH d’Annecy et de Chambéry, CHU de Grenoble, Institut
Daniel Hollard) entre le 1% Janvier 2007 et le 31 Décembre 2010. Ce recensement nous a
permis d’établir les caractéristiques épidémiologiques, cliniques et biologiques de la
population de NMP Ph- de I’arc alpin et de redéfinir I’intérét diagnostique des différents
marqueurs biologiques.

La fréquence de JAK2V617F a été établie chez 410 patients NMP Ph- (141 PV, 234 TE, 32
MFP et 3 NMP indéterminé), ainsi que dans I’ensemble de la population étudiée (n=873).
Dans les PV, une corrélation significative entre la mutation JAK2V617F et la pousse de

progeniteurs a été observée. A l’inverse dans les TE, la pousse des progeéniteurs
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hématopoiétiques s’est révélée plus sensible que la mutation JAK2V617F (respectivement
81.6%, 67.9%, p value<0.05). De plus, I’intérét respectif de 1’analyse des progéniteurs
érythroides ou mégacaryocytaires, du sang ou de la moelle, a pu étre précisé en fonction du
diagnostic présumeé.

Sur le plan clinique, nous avons montré que 1’application des critéres de I’OMS 2008 pouvait
faire discuter le diagnostic initial de certains patients et redéfinir la place des analyses
complémentaires (BOM, recherche des mutations de MPL et de I’exon 12 de JAK2, EPO)
dans la stratégie d’investigation. Nous avons pu ainsi sélectionner un sous groupe de 44
patients, avec thrombocytose sans mutation JAK2V617F mais présentant une pousse
spontanée de progéniteurs mégacaryocytaires, pour lequel la recherche de mutations de MPL
était positive dans 40.90% des cas (18/44), comparée a une fréquence moyenne décrite de 3%
dans les TE et de 15% dans les MFP. De la méme fagon, I’intérét diagnostique des mutations
de I’exon 12 de JAK2 chez les patients polyglobulies JAK2V617F négatif a été confirme.
Enfin, I’intégration de ’ensemble de ces résultats biologiques et cliniques nous a permis de
définir un algorithme de prescription biologique pour le diagnostic des patients avec suspicion
de NMP Ph-.

VU ET PERMIS D’IMPRIMER

A Grenoble, le 10 Octobre 2011

Professeur Christophe RIBUOT Professeur Pascal MOSSUZ

Pr MGSSUZ Pascal
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