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Introduction

Depuis 2005 et la découverte de la mutation JAK2 V617F, le diagnostic et la
stratification des néoplasies myéloprolifératives (NMP) ont été revus si bien que la génétique
a une place a part entiere dans la classification de ces maladies. Selon la classification des
tumeurs hématologiques de I’organisation mondiale de la santé de 2016, les néoplasies
myéloprolifératives sans chromosome Philadelphie ou BCR ABL négatives regroupent un
ensemble de maladies hématopoiétiques clonales comprenant la polyglobulie de Vaquez
(PV), la thrombocytémie essentielle (TE) et la myélofibrose primitive (MFP) ; font partie de
ce groupe d’autres entités plus rares que nous n’allons pas aborder.

Les confirmations biologiques de ces NMP, reposent parmi les critetres OMS 2016 sur la
détermination du statut mutationnel de trois genes: JAK2 (Janus kinase 2), MPL
(myeloproliferative leukemia) et CALR (calréticuline). La mutation somatique V617F de la
tyrosine kinase JAK2 est retrouvée dans plus de 95% des patients atteints de polyglobulie de
Vaquez et chez 50% a 65% des patients atteints de thrombocytémie essentielle et de
myélofibroses primitives. Depuis peu, il a ét€ mis en évidence des doubles mutations JAK2
V617F associées a CALR ou MPL.

De part ces anomalies mutationnelles, ces NMP sont caractérisées par la prolifération
excessive et incontrolée d’une ou plusieurs lignées myéloides ce qui provoque comme
répercussions cliniques une augmentation du risque thrombotique artériel et veineux ainsi que
du risque hémorragique. Les thromboses sont donc une complication courante des NMP qui

entrainent une augmentation de la mortalité des patients atteints de ces maladies.

Nous voulons analyser s’il existe ou non une influence de la charge allélique
mutationnelle JAK2 V617F sur I’apparition de thromboses veineuses et/ou artérielles au
diagnostic de la maladie et au suivi des patients. Cette question, montre des résultats
contradictoires dans les dernieres publications. Notre étude rétrospective porte sur 452

patients JAK?2 positifs de I’APHM répertoriés entre 2011 et 2018.

Apres quelques généralités sur les NMP et un rappel physiopathologique, nous
abordons 1’épidémiologie et les caractéristiques des thromboses au cours des NMP, les bases
physiopathologiques des thromboses et les facteurs de risques thrombotiques au cours de ces

maladies. Nous présentons ensuite les résultats généraux de notre étude, 1’étude des facteurs
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de risques thrombotiques puis les résultats concernant 1’influence de la charge allélique
mutationnelle JAK2 V617F sur I’apparition de thromboses veineuses et/ou artérielles au

diagnostic de la maladie et au suivi des patients.
En deuxiéme partie d’étude nous abordons les caractéristiques des thromboses

veineuses cérébrales et embolies pulmonaires dans les NMP et leurs épidémiologies a

I’APHM.
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Partie I : Généralités sur les néoplasies myéloprolifératives

A.Définition des néoplasies myéloprolifératives

Tout d’abord nous devons distinguer la leucémie myéloide chronique avec chromosome
de Philadelphie des autres néoplasies sans chromosome Philadelphie. Parmi les NMP Phi -
nous identifions par ordre de fréquence la TE, la PV, la MFP et d’autres entités plus rares
comprenant la leucémie a polynucléaires neutrophiles, la leucémie chronique a éosinophiles et

les NMP inclassables.

Le terme de NMP regroupe un ensemble de pathologies caractérisées par une prolifération
excessive de précurseurs hématopoiétiques dans la moelle osseuse et par une production

excessive de cellules sanguines matures.

B. Physiopathologie

1. Physiopathologie commune

En 2005, I’identification de la mutation JAK?2 a fourni une base moléculaire commune
a ces différentes maladies. Elles sont toutes caractérisées par I’acquisition d’une mutation au
sein d’une cellule souche multipotente hématopoiétique ce qui aboutit a une prolifération
clonale anormalement élevée de cellules myéloides. Les mutations acquises conferent alors
aux cellules mutées une indépendance et une hypersensibilité des progéniteurs vis a vis des
cytokines. Trois mutations principales sont impliquées dans la physiopathologie de ces NMP :
il s’agit des mutations du gene de la Janus kinase 2 (JAK2), du geéne de la calréticuline
(CALR), et du gene de la « myeloproliferative leukemia » (MPL). La principale mutation
retrouvée en terme de fréquence est la mutation JAK2 V617F. La mutation au niveau de
I’exon 12 JAK?2 est retrouvée dans 2% des PV. 10 a 15% des TE et 5 a 10% des MFP ne

présentent aucune de ces anomalies moléculaires et sont dits triples négatifs. (Figure 1)
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Polyglobulie de Vaquez ~ Thrombocytémie essentielle Myéofibrose primitive

JAK2 exon 12
= 29

CALR
20-35%

Figure 1 : Répartition des principales mutations retrouvées dans les NMP Phl-

a. Rappel physiologique : le gene JAK?2 et le role de la voie
JAK/STAT

La myéloprolifération est controlée par I’axe cytokines/ récepteurs aux cytokines au
niveau de la voie JAK/STAT. La protéine JAK?2 est une protéine a activité tyrosine kinase de
la famille JAK (Janus activated kinase) indispensable a la signalisation cellulaire des
cytokines et aux facteurs de croissance comme I’EPO, responsable de la survie et de la
prolifération cellulaire. Elle est constituée d’un domaine JH1 (JAK Homology domain 1) et
d’un domaine JH2 (JAK Homology domain 2), JH2 étant le régulateur négatif de I’activité
kinase de JHI1. Le role de la protéine JAK?2 est de permettre la stabilisation et 1’ancrage a la
surface cellulaire de trois récepteurs : EPO-R, MPL et G-CSF-R. La fixation des trois
cytokines (EPO, TPO et G-CSF) a leurs récepteurs va entrainer 1’activation de JAK?2 par
autophosphorylation et le recrutement de molécules de signalisation impliquées dans les voies
STAT, MAPK et PI3K (1). Les voies STAT et MAPK sont impliquées dans la prolifération,
la différenciation et la survie cellulaire. La voie PI3K, quant a elle, joue un role dans la survie

et le controle du stress cellulaire. La régulation négative du signal s’effectue par auto-
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inhibition de JAK2 par le domaine appelé pseudo kinase, conduisant a la terminaison du
signal et D’internalisation du récepteur. Ainsi toutes ces voies de signalisation sont

susceptibles d’étre impliquées dans la physiopathologie des NMP.

b. La mutation JAK2 V617F

Cette mutation acquise au niveau d’une cellule souche hématopoiétique résulte d’un
changement d’une guanine en thymidine, entrainant la substitution d’une valine par une
phénylalanine en position 617 dans le domaine pseudokinase JH2 de la protéine JAK2. Il en
résulte une activation constitutive de la protéine JAK2, indépendamment de la liaison du
facteur de croissance au récepteur (2). La mutation JAK2 V617F induit en 1’absence de
cytokine une activation des voies de signalisation en aval STATS/3/1, MAPK et PI3K (3)
(Figure 2).
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Figure 2. Mutation JAK2 V617F

a) Perte de 1’auto-inhibition de I’activité kinase de JAK2 exercée par le domaine pseudo-kinase.
b) La mutation JAK2 V617F provoque une activation constitutive des voies STAT, PI3K, MAPK en
I’absence de cytokine induisant une prolifération et une survie anormale.

Pasquier, 2015 (4).

L’expression de JAK2 V617F dans les modeles murins a permis de prouver que la
mutation JAK?2 est suffisante pour induire un syndrome myéloprolifératif chez la souris et
qu’elle a un caractere oncogénique. Certains auteurs ont démontré chez la souris que lorsque
JAK?2 V617F est exprimé a 1’état homozygote, il existe un phénotype de type PV et a 1’état
hétérozygote un phénotype de type TE (5).
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C.Evolution et pronostic

Ce sont des cancers rares car leurs incidences sont inférieures a 6 pour 100 000
personnes par an. Une récente étude (6) fournit les estimations d’incidences suivantes : PV de
04228, TE de 0,38 a1,7et MFP de 0,1 a 1,0 pour 100 000 personnes par an. L’age médian
au diagnostic de la PV est de 65 ans, de 68 ans pour la TE et de 70 ans pour la MFP.

Chez les patients non traités, la morbidité et la mortalit¢ de la PV et de la TE sont
principalement liées aux complications thrombotiques. Chez les patients traités,
I’augmentation du risque de déces est liée au risque évolutif : transformation en myélofibrose
secondaire, transformation en syndrome myélodysplasique (SMD) et leucémie aigué
myéloide (LAM). Dans la PV, le risque de progression en MF secondaire a été reporté dans 9
a 21% des patients et la progression en LAM chez 3 a 10% des patients (7) (8). Les facteurs
de risque de transformation inclus 1’age avancé et la leucocytose (9) (10). L’ effet de la charge
allélique JAK2 V617F sur I’évolution de la maladie n’est pas clairement établi (11).

Dans la TE, la transformation en MF secondaire est plus faible de I'ordre de 3 a 4% des
patients (12).

La médiane de survie pour les PV et les TE non compliquées est estimée a 14 ans et 20
ans respectivement. Elle est plus faible pour la MFP, estimée a 6 ans (8) (Figure 3). Plusieurs
scores pronostiques ont été développés afin de stratifier les patients atteints de MFP et
d’adapter leurs prise en charge thérapeutique : I’'IPSS (international scoring system) (13) puis
le DIPPS (dynamic international prognostic scoring system) (14) et enfin le DIPPS-plus (15).
Ce dernier prend en compte huit facteurs : I’age supérieur a 65 ans, un taux d’hémoglobine <
100 g/L, une hyperleucocytose > 20 G/L, un taux de blastes supérieur a 1%, la présence de
signes généraux, des anomalies de mauvais pronostic au caryotype, une dépendance
transfusionnelle et un taux de plaquettes < 100 G/L. Récemment le GPSS (16) (genetic-based
pronostic scoring system) associe aux facteurs cliniques, hématologiques et cytogénétiques,

des criteres moléculaires notamment la mutation CALR et ASXL1.

19



Survival (percent)

Survival

s J — ET
- — P
— PMF
o |
@
o
©
Expected survival
ET vs Expected p < 0.001
o
<
Median survival = 19.8 yrs \
& - ETvsPVvs PMFp<0.001
Median survival = 5.9 yrs Median survival = 13.7 yrs
e T T T T
0 10 20 30 40

Number at Risk Years

292 207 85 11 1

267 153 34 7

267 37 3

Figure 3 : Courbes de survie des patients atteints de TE (rouge), de PV(vert) et de MFP
(bleu). Tefferi 2014 (16)

D.Tableau clinique et biologique

1. La polyglobulie de Vaquez

La PV touche essentiellement la lignée érythroide. Les patients sont souvent
diagnostiqués de maniere fortuite sur des anomalies de ’hémogramme. L’examen clinique
retrouve 1’existence de signes généraux dans 80% des cas (17) (asthénie, impact sur la qualité
de vie, insomnies), des signes d’hyperviscosité (céphalées, vertiges, troubles visuels,
acouphenes), des signes microvasculaires (migraines, paresthésies, érythromélalgies), une
érythrose cutanéo-muqueuse d’apparition progressive touchant principalement le visage et les
mains, un prurit a I’eau (aquagénique), une splénomégalie. Dans certains cas le diagnostic est
évoqué devant des complications majeures comprenant la thrombose et les signes d’évolution
en myélofibrose.

La principale anomalie biologique retrouvée est la polyglobulie. L’augmentation de
I’hémoglobine (>165 g/L. chez I’homme et > 160 g/L chez la femme) et/ ou de I’hématocrite

(>49% chez 'homme et > 48% chez la femme) doit faire évoquer le diagnostic apres
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élimination des autres causes de polyglobulies secondaires que nous ne détaillerons pas. Une
hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles et une thrombocytose modérée peuvent étre
associées a la polyglobulie. Le taux d’érythropoiétine (EPO) circulant est normal ou bas en

principe.

2. La thrombocytémie essentielle

La TE touche essentiellement la lignée mégacaryocytaire. Les patients sont en général
asymptomatiques au diagnostic, I’examen clinique révele une splénomégalie dans un tiers des
cas. Le diagnostic peut également étre évoqué devant des complications hémorragiques et des
thromboses.

La principale anomalie biologique retrouvée est une thrombocytose. L’augmentation
du taux de plaquettes > 450 G/L doit faire évoquer le diagnostic apres élimination des autres
causes de thrombocytoses secondaires que nous détaillerons pas. La mutation JAK2 est

retrouvée dans 50 a 60% des cas de TE (18) (Figure 1).

3. La myélofibrose primitive

La MFP est la forme la plus sévere des trois maladies. Elle est caractérisée par une
prolifération anormale de lignées myéloides et par des anomalies de différenciation des
mégacaryocytes responsables de la fibrose médullaire. Les patients sont rarement
asymptomatiques et présentent des signes généraux (fievre, sueurs nocturnes, altération de la
qualité de vie). Il existe une splénomégalie dans 90% des cas environ. La fibrose médullaire
provoque en partie 1’apparition de cytopénies se traduisant par un syndrome anémique,
hémorragique ou infectieux.

Les anomalies biologiques retrouvées sont multiples: anémie normocytaire,
normochrome, arégénérative, taux de leucocytes et de plaquettes variables. L’analyse du
frottis peut mettre en évidence 5-15% de myélémie, quelques blastes circulants (2 a 3%), des
érythroblastes circulants (2 a 20%), des dacryocytes et des anomalies de la lignée
mégacaryocytaire (micromégacaryocytes, macrothrombocytes dégranulés).

La mutation JAK?2 est retrouvée dans 50 a 60% des cas (18) (Figure 1).
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4. Criteres diagnostiques

La classification OMS des NMP a été revue en 2016 (Tableau 1). Les mutations

JAK2, CALR et MPL font partie des criteres diagnostiques majeurs des TE et des MFP. Le

diagnostic de PV repose sur I’association des 3 criteres majeurs ou des 2 critéres majeurs et

du critere mineur en I’absence de mutation JAK?2. Le diagnostic de TE requiert les 4 criteres

majeurs ou les 3 premiers criteres majeurs et le critere mineur. Pour la MFP, le diagnostic

requiert 3 criteres majeurs et au moins un critére mineur.

Type de Polyglobulie de Thrombocytémie essentielle Myélofibrose primitive
NMP Vaquez

Criteres | 1) Hémoglobine > 1) Plaquettes > 450 G/L 1) Présence d’une

majeurs | 165 g/L chez 2) Biopsie médullaire avec prolifération
I’homme ou prolifération de la lignée mégacaryocytaire avec atypies
hématocrite > 49% mégacaryocytaire avec une cellulaires, accompagnée d’une
Hémoglobine > 160 | augmentation du nombre de fibrose réticulinique et/ou
g/L chez la femme formes matures de grande taille collagéne de grade 2 ou 3
ou hématocrite > avec un noyau hyperlobé. Pas 2) Pas de criteres OMS de PV,
48% d’augmentation significative des | TE, LMC, SMD ou autre
2) Biopsie lignées granuleuse et hémopathie myéloide
médullaire : érythroblastique et tres rarement | 3) Présence d’une mutation de
Hypercellularité augmentation minime de la JAK2, CALR or MPL ou si
touchant les 3 fibrose réticulinique (grade 1). absence, présence d’un autre
lignées 3) Absence des critéres marqueur clonal*, ou absence
3) Présence de la diagnostiques de LMC, PV, de cause de fibrose médullaire
mutation JAK2 MFP, SMD ou autre néoplasie secondaire**
V617F ou JAK?2 myéloide
exon 12 4) Mutation de JAK2, CALR ou

MPL
Criteres | Taux sanguin d’EPO | Présence d’un marqueur de Présence d’au moins un des
mineurs | subnormal clonalité ou absence d’étiologie trois critéres suivants, confirmé

de thrombocytose
réactionnelle

par 2 déterminations :

a. Anémie sans autre étiologie
b. Leucocytose > 11 G/L

c. Splénomégalie palpable

d. LDH > normale

e. Erythro-myélémie

Tableau 1 : Criteres OMS diagnostiques 2016 des néoplasies myéloprolifératives

* En cas de MFP « triple négative », la recherche d’un autre marqueur clonal doit étre réalisée (mutations les
plus fréquentes: ASXL1, EZH2,TET2, IDH1/IDH2, SRSF2, SF3B1. ** Eliminer une fibrose médullaire
secondaire (infection, maladie auto-immune, maladie inflammatoire chronique, une hémopathie lymphoide,

cancer avec métastases, toxicité)
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Nous allons aborder en partie II I’épidémiologie et les caractéristiques des thromboses au

cours de ces maladies.

Partie II : Les événements thrombotiques dans les néoplasies
myéloprolifératives

A.Epidémiologie des thromboses au diagnostic et au suivi des
NMP

1. Prévalence et incidence des thromboses dans les NMP

La prévalence des thromboses au diagnostic et leur incidence au cours des NMP ont
été évaluées dans de nombreuses études rétrospectives. La prévalence des thromboses au
diagnostic dans les PV varie de 20 a 39% alors qu’elles sont plus faibles dans les TE
puisqu’elles varient de 7 a 26% (19). Globalement 2/3 de ces thromboses ont une localisation

artérielle et 1/3 une localisation veineuse.

Au cours du suivi des NMP I'incidence annuelle des événements thrombotiques varie
de 0,74 a 10 pour 100 patients années en fonction du type de maladie (19).
Pour la PV, les deux études les plus importantes comprenaient 1213 et 1638 patients. Dans la
premiere étude rétrospective, apres un suivi médian de 5,3 ans, 230 patients (19%) ont
présenté une complication thrombotique (artérielle dans 57% des cas), avec un taux
d'incidence global de 3.4 pour 100 patients-années (20). Dans la deuxieme étude prospective,
apres un suivi moyen de 2,7 ans, l'incidence des événements cardiovasculaires (déces et

événements thrombotiques non mortels) était de 5,5 pour 100 patients-années (7).

Pour la TE, dans une étude rétrospective multicentrique récente portant sur 891
patients atteints de TE défini par 'OMS, le taux annuel d'événements mortels et non mortels
était de 1,9 pour 100 patients-années. L'incidence d'événements thrombotiques artériels non
mortels (1,2 pour 100 patients-années) €tait supérieure a l'incidence de thrombose veineuse

(0,6 pour 100 patients-années) (21).
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En ce qui concerne la MFP, la fréquence des événements thrombotiques a été moins
étudiée compte tenu de la rareté de la maladie ; une des études de Barbui et al de 2010 portant
sur 707 patients atteints de myélofibrose rapporte une prévalence de thrombose au diagnostic
de 9,5% et une incidence d’événements thrombotiques de 1,75 pour 100 patients-années ce
qui est comparable aux événements observés dans la TE (22). La thrombose artérielle est plus
fréquente que la thrombose veineuse, avec des taux d’incidence respectif de 1,7 et 0,6 pour

100 patients-années.

2. Les thromboses artérielles

Elles constituent la principale cause de mortalité associée a la PV et a la TE et touchent
principalement les grosses arteres cérébrales et cardiaques. Les stratégies thérapeutiques

visent a prévenir ces thromboses artérielles.

a. Les accidents vasculaires cérébraux et les accidents ischémiques transitoires

Ils sont parmi les plus fréquents dans I’ensemble des accidents cérébraux-vasculaires
des patients NMP. Cependant 1'accident vasculaire cérébral révélant la NMP est rare. Selon
E.Ong et al (23) les accidents cérébraux vasculaires révélant la NMP étaient présents dans
43% de la population d'étude avec une majorité (environ 63%) d’accidents vasculaires
cérébraux suivi d’accidents ischémiques transitoires (23%) et des thromboses veineuses
cérébrales (11%). Sur les 35 patients NMP inclus dans leur étude ayant été révélés par des

accidents cérébraux-vasculaires, 34% avaient une PV, 60% avaient une TE.

b. Les infarctus du myocarde

L’occlusion des arteres coronaires a rarement été décrite chez les patients atteints de
TE ou de PV. Moins de 30 cas d’infarctus du myocarde survenus chez des patients TE ont été
rapportés dans la littérature. Une étude de Rossi (24) sur 170 TE trouve une prévalence de
94%.

L’équipe de Muendlein et al (25) a voulu déterminer la fréquence de la mutation JAK?2
V617F dans une cohorte de 1589 patients subissant une angiographie coronarienne (afin
d’évaluer leurs maladies coronariennes). Ils ont trouvé une prévalence de 1,32% de la
mutation JAK2 V617F chez ces patients.

La thrombose d’une artere coronaire serait le mode de survenue le plus fréquent en cas

de TE, et semble toucher préférentiellement 1’artere interventriculaire antérieure. Une des
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raisons serait liée a une pression systolique importante et a une contrainte de cisaillement
élevée, ce qui la rend vulnérable aux dommages endothéliaux (26). D’autres théories sont
évoquées comme I’augmentation de I’activité procoagulante des plaquettes et leur activation

entrainant des I€sions endothéliales irréversibles.

c. Les ischémies périphériques

Les troubles de la microcirculation responsables de manifestations ischémiques sont
fréquentes dans les NMP et sont plus couramment observés dans la TE. Ils touchent la
microcirculation artérielle périphérique : peau, cerveau, territoires coronariens et abdominaux
(27). L’érythromélalgie est la manifestation la plus fréquente, favorisé par un hématocrite >

0,45 et des plaquettes > 400 G/L (28).

3. Les thromboses veineuses de localisation fréquente

a. Les thromboses veineuses profondes des membres inférieurs et les embolies

pulmonaires

Contrairement aux thromboses veineuses splanchniques, la recherche de la mutation
JAK2 n’est pas indiquée chez les patients ayant fait des thromboses veineuses profondes ou
des embolies pulmonaires sans autres arguments cliniques pour une NMP.

Une étude francaise de 2017 s’est concentrée sur une revue de littérature concernant le
dépistage des mutations de la NMP dans les cas de TVP et d’embolies pulmonaires. Les
études n’ont pas toujours clairement séparés la TVP de I’EP. Au total 2,1% des patients
atteints de TVP/EP ont été identifiés comme JAK?2 positifs (29). La charge allélique a été
quantifiée pour 21 cas avec une valeur médiane de 3.4%. La plupart des patients ne
présentaient pas de caractéristiques de NMP et le taux de récurrence était un élément
important puisque 68% des patients ont subi plus d’un événement thrombotique.

La TVP et I’EP sont des sites thrombotiques veineux fréquents dans la population
générale et le dépistage des mutations JAK?2 dans ces situations est improductif avec moins de
2% de positivité (30). Les auteurs concluent que le dépistage dans les TVP et EP doit étre

effectué au cas par cas et surtout en présence d’anomalies de I’hémogramme.
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4. Les thromboses yeineuses de localisations plus rares

a. Les thromboses veineuses splanchniques

Les thromboses veineuses splanchniques sont les plus fréquemment observées dans les
NMP et comprennent le syndrome de Budd-Chiari, les thromboses veineuses portales,
spléniques et mésentériques. Dans une méta-analyse (31) de 1062 patients atteints de
syndrome de Budd-Chiari et de 855 patients avec thromboses veineuses portales, la
prévalence estimée de la mutation JAK2 V617F est de 30 a 50% et de 15 a 30%
respectivement. Au niveau du sous type de NMP, il faut noter que la polyglobulie de Vaquez
était plus fréquente dans les syndrome de Budd-Chiari que dans les thromboses veineuses
portales de maniere significative. Le dépistage JAK2 V617F chez les patients atteints de SBC
sans criteres hématologiques de NMP a permis de diagnostiquer une NMP sous-jacent dans
17,1% des patients dépistés et 15,4% des patients dépistés pour la thrombose veineuse portale.
Dans une autre étude, parmi 120 patients atteints de thromboses veineuses splanchniques sans
NMP déclaré, la mutation était présente chez 21,5% des patients (32). Ces résultats
confirment le fait que le bilan diagnostic d’une thrombose veineuse splanchnique doit inclure
la recherche de la mutation JAK2 V617F indépendamment des signes biologiques en faveur

d’une NMP telle qu’une polyglobulie ou une thrombocytose.

b. Les thromboses veineuses cérébrales

La prévalence de la mutation JAK2 V617F chez des patients atteints de thromboses
veineuses cérébrales n’est pas complétement connue. Les quelques études qui ont étudié la
relation entre la mutation JAK2 V617F et la TVC retrouve des prévalences de la mutation
variant de 0% a 14%. Cependant, a l'exception de 2 études portant sur plus de 100 sujets, les
séries de patients ont été relativement petites.

Une des études récentes a évalué la prévalence globale de la mutation JAK2 V617F
chez des patients atteints de thrombose veineuse cérébrale sans NMP connus. Avec un
nombre total de 1019 patients atteints de TVC, la prévalence globale est de 3,9%. Les auteurs
ont également étudié la prévalence de la mutation JAK2 V617F dans un groupe de 125
patients atteints de TVC et rapporte une prévalence de la mutation JAK2 V617F de 5,6% sans

NMP connue auparavant (33).

26


http://www.rapport-gratuit.com/

c. Les thromboses veineuses rétiniennes

L’occlusion de la veine rétinienne est une complication relativement rare des NMP. La
plupart des études publiées sont essentiellement des cas rapportés dans la littérature. Une
lettre a 1’éditeur rapporte une fréquence de 0.2% de mutation JAK2 dans les thromboses

rétiniennes (34).

Voici un tableau récapitulatif de la fréquence de la mutation JAK?2 dans les différents types de

localisations thrombotiques :

Thromboses Prévalence de la mutation Equipe et année

JAK?2 au diagnostic de

thrombose

Syndrome de Budd-Chiari* 30 a50%
Thromboses veineuses 15230% Smalberg 2012
portales
AVC 4.3% E.Ong 2016
TVC 3.9% Lamy 2017
TVP et EP 2.1% Ianotto 2017
IDM 1.32% Muendlein 2014
Thromboses veineuses 0.2% Langabeer 2019
rétiniennes

Tableau 2 : Fréquence de la mutation JAK2 dans les différents types de localisations

thrombotiques

* Syndrome de Budd-Chiari :Obstruction d’au moins une des 3 veines sus-hépatiques par une thrombose.

5. Les thromboses récidivantes

Il existe peu de données dans la littérature sur les thromboses récidivantes apres
I'événement initial, qui ont souvent conduit au diagnostic de NMP. La survenue de
thromboses récidivantes a été spécifiquement évaluée dans une étude rétrospective portant sur
494 patients (235 PV et 259 TE) ayant des antécédents de thromboses (35). 166 patients
(33.6%) ont eu une récidive thrombotique, avec une incidence de 7,6 pour 100 patients-

années, principalement au cours des deux premieres années suivant le diagnostic. Les
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thromboses récidivantes concernent dans 61% des cas des vaisseaux artériels et dans 39% des
cas des vaisseaux veineux. En analyse multivariée, un age supérieur a 60 ans était associé a
une récidive (HR = 1.67, 95%CI = 1.19-2.32). Le sexe, le type de NMP (TE ou PV) et la
présence de facteurs de risques cardiovasculaires n’ont pas impacté le risque de thromboses
récidivantes. Le traitement par cytoréducteur est associ€ a une diminution du taux de récidive
thrombotique (HR= 0.53, 95%CI = 0.38-0.73). L’utilisation d’un traitement cytoréducteur
avec un agent antiplaquettaire a permis de réduire le risque de récidive par rapport a la
cytoreduction seule (HR=0.56, 95%CI = 0.24-0.85) et aux antiagrégants plaquettaires seuls
(HR=0.67, 95%CI=0.41-0.99). 1I est a noter que pres de 40% des récidives sont survenues
chez des patients chez qui les objectifs du traitement cytoréducteur n’avaient pas été atteints

ou qui ne suivaient pas de traitement antithrombotique approprié.

B. Physiopathologie générale des thromboses au cours des NMP

Divers mécanismes complexes sont impliqués dans la pathogénese de la thrombose
chez les patients atteints de NMP. La mutation JAK2 V617F, les anomalies quantitatives et
qualitatives des cellules sanguines et le dysfonctionnement endothélial contribuent a la
physiopathologie de la thrombose. A cela se rajoute des facteurs propres a chaque individu
qui augmentent ce risque de thrombose comme 1’4ge, les antécédents de thromboses, les

facteurs de risques cardiovasculaires.

L’explication la plus ancienne a ces phénomenes de thromboses dans les NMP est
I’augmentation des cellules sanguines. Plusieurs mécanismes ont été proposés par lesquels la
mutation JAK2 V617F contribue a la pathogénese de la thrombose. L’activation des
leucocytes et la formation d’agrégats leucocytes plaquettes représentent aujourd’hui les étapes

importantes de la pathogénese de la thrombose chez les patients atteints de NMP.

1. Les leucocytes

Le role exact de ces cellules n’est pas complétement élucidé mais elles ont été
reconnues comme une partie intégrante dans la pathogénese d’une thrombose. Les leucocytes
présentent plusieurs anomalies qui contribuent a la génération d’un thrombus. Ils liberent des

enzymes protéolytiques et des substances réactives a I’oxygene qui endommagent les cellules
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endothéliales et activent ensuite la cascade de la coagulation (36). La surexpression de CD11b
a leur surface conduit a une formation accrue d’agrégats leucocytes-plaquettes, participant
aux processus de thromboses (37). Un autre mécanisme implique directement les
polynucléaires neutrophiles en formant des NETs (Neutrophils Extracellular Traps) qui

provoquent in vivo des thromboses chez la souris mutée JAK2 V617F (38).

2. La polyglobulie et I’augmentation de I’hématocrite

L’augmentation de I’hématocrite contribue au développement de la thrombose chez les
patients atteints de NMP. Le maintien d’un hématocrite inférieur a 45% sous traitement
permet une réduction de l’incidence des thromboses dans la PV (39). L’érythrocytose
provoque une stase du sang, des lésions endothéliales et une hypercoagulabilité. Un
hématocrite élevé déplace les plaquettes vers les marges du vaisseau sanguin et facilite ainsi

'adhésion des plaquettes au vWF et au collagene (40).

3. Thrombocytose et activation des plaquettes

La thrombocytose n’est pas corrélée au risque de thrombose chez les patients atteints
de NMP (41). En fait, la thrombocytose > 1500 G/L chez les patients atteints de NMP
augmente le risque de saignement di a une forme acquise de la maladie de Von Willebrand
(42). Le fait qu’il n’y ait pas de preuve d’augmentation du risque de thrombose lié aux
thrombocytoses réactionnelles en elles-mémes montre que le chiffre de plaquettes ne peut
expliquer a lui seul le risque de thrombose. Elles participent entre autre a 1’agrégation des

leucocytes, a I’activation de la coagulation et a la formation de microparticules (43).

4. Role des cellules endothéliales

Le nombre de cellules endothéliales circulantes est en corrélation avec le nombre
d'épisodes thrombotiques chez les patients atteints de thromboses veineuses et ces cellules

sont significativement plus élevées chez les patients atteints de NMP (44).

En identifiant la mutation JAK2 V617F dans les cellules endothéliales de patients

atteints de NMP avec des thromboses associées, certains auteurs (45) indiquent le rdle
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possible d'un dysfonctionnement endothélial dans la formation de thrombus en particulier

dans les syndromes de Budd Chiari (46).

5. Les microparticules plaquettaires

Les patients atteints de NMP et de thromboses ont un nombre plus élevé de
microparticules circulantes dans le sang, suggérant un rdle des microparticules dans la
pathogenese des événements thrombotiques (47). Par exemple les microparticules ont une
activité pro coagulante dépendant des phospholipides plus élevé dans les TE JAK2 par
rapport aux témoins JAK?2 négatifs (48). Les microparticules pourraient contribuer a la
thrombogénese via plusieurs mécanismes comme 1’activation de la voie extrinséque de la
coagulation (49) ou par [D'interaction des microparticules avec les plaquettes activées pour

augmenter leur agrégation et la formation de thrombus (43).

C.Facteurs de risques thrombotiques dans les NMP

Les facteurs de risques de thromboses dans les NMP peuvent a la fois étre li€s au
patient, au sous-type du NMP et au type de thromboses artérielles et veineuses. Leurs
identifications précises sont limitées par les études disponibles qui sont principalement des
études rétrospectives ou cas témoins. D’autre part les auteurs ne distinguent pas toujours la
thrombose artérielle de la thrombose veineuse. Nous avons fait le point sur ces différents

facteurs de risques.

1. Facteurs de risques li€s aux patients

a. Le sexe

Selon 1’étude ECLAP (50) les hommes atteints de PV avaient connu plus
d’événements thrombotiques artériels au diagnostic, en particulier d’infarctus du myocarde
par rapport a leurs homologues féminins (11.3% vs. 5.8%, p<0.0001). La thrombose dans les
sites veineux splanchniques ou cérébrals sont a I'inverse plus fréquente chez la femme au

moment du diagnostic (11.4% vs.7.9%,p =0.016).
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Les facteurs de risques spécifiques au sexe féminin tels que 1’hormonothérapie ont été
évalués dans une étude rétrospective portant sur 305 femmes atteintes de TE. Le traitement
hormonal substitutif n’est pas associé a un risque accru de thromboses artérielle ou veineuse,
alors que la contraception orale peut augmenter le risque de thrombose veineuse, en

particulier dans les sites splanchniques (7% vs 2% , p=0,03) (51).

b. L’age et les antécédents de thrombose

L’age et les antécédents de thrombose font parti actuellement de la stratification des
PV et des TE pour estimer le risque de thromboses artérielles et adapter le traitement (52).
Pour les personnes agées de plus de 65 ans avec des antécédents de thromboses, I’incidence
est de 10,9 pour 100 patients années contre 2,5 pour 100 patients-années pour les sujets agés
de moins de 65 ans sans antécédents de thromboses (7). Une autre étude a révélé que 1'age et
les antécédents de thromboses sont des facteurs de risque indépendants d'événements
thrombotiques artériels, mais la signification statistique n’a pas été atteinte pour les
événements thrombotiques veineux (21). Le role de ces facteurs de risque dans la MFP est

moins bien établi.

c. Les anomalies du bilan de thrombophilie

Des résultats contradictoires ont €t€é rapportés concernant l'impact de plusieurs
caractéristiques thrombophiliques, notamment la prothrombine G2021A, le facteur V Leiden
et les anticorps antiphospholipides (53). Les patients 4gés de moins de 60 ans avec des
anomalies du bilan de thrombophilie (y compris I'hyperhomocystéinémie) présentaient un
risque de récidive thrombotique plus élevé que ceux sans thrombophilie (35) ce qui suggere

un effet synergique du NMP sur le risque de récurrence thrombotique.

d. Risques cardiovasculaires

Plusieurs équipes dont Landolfi et al (54) et Carobbio et al (21) ont évalué les facteurs
de risques cardiovasculaires tels que 1’hypercholestérolémie, 1’hypertension artérielle, le
tabagisme et le diabete. Dans I’étude de Landolfi (54), un tiers des 169 PV avaient un ou

plusieurs facteurs de risques cardiovasculaires. Le tabagisme est associé de maniere
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significative a une augmentation du risque d’événements thrombotiques artériels dans les PV

(54) et les TE (21). L’association rapportée concerne les événements artériels et non veineux.

2. Facteurs de risques liés a la maladie

a. Les globules blancs et les plaquettes

La leucocytose est apparue comme un facteur potentiel du risque thrombotique, contrairement
a la thrombocytose. Chez les patients PV de I’étude ECLAP (54), un taux de leucocytes
supérieur a 15 G/L est associ€é a un risque significativement plus important de thromboses
majeures (surtout infarctus du myocarde) par rapport a un taux inférieur a 10 G/L (HR=2.84;
95% CI, 1.25-6.46, p=0.017).

Dans une cohorte de 776 TE (55), le risque de thromboses artérielles et veineuses n’était pas
significativement associé au taux de plaquettes ou au niveau d’hémoglobine alors qu’il
existait une association significative entre les leucocytes et le risque de thrombose (p= 0.03).
Dans une autre étude portant sur 891 patients atteints de TE, une leucocytose supérieure a 11
G / L était associée de maniere significative a une thrombose artérielle (HR 1.7, 95% 1.01-

2.72,p=0.044) (21). Nous pouvons noter que les seuils sont assez variables entre les études.

La thrombocytose extréme réduit le risque de thromboses artérielles dans la TE (HR
0.42 95%CI 0.22-0.78, p = 0.007) (21). Cet effet protecteur pourrait étre secondaire a un
déficit acquis du facteur Von Willebrand (56), également considéré comme un facteur de

risque de saignement.
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Voici un récapitulatif des facteurs de risques de thromboses artérielles et veineuses rencontrés

danslaPVetlaTE:

Thromboses artérielles Thromboses veineuses
Facteurs de PV TE PV TE
risques
Facteurs de
risques v v _ -
cardiovasculaires
Age > 60 ans 4 4 v -
Antécédents de 4 4 v -
thromboses
Sexe masculin v - - 4
Leucocytose v v - -

(>15G/L) (>11 G/L)

Tableau 3 : Facteurs de risques de thromboses artérielles et veineuses décrits dans la

littérature pour la PV et la TE d’apres Casini et al (19).
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b. La charge allélique JAK2 V617F

Apres la découverte de la mutation JAK2 V617F en 2005 par 1’équipe de Baxter et al
(87), les chercheurs se sont rapidement intéressés a la corrélation génotype - phénotype. La
charge allélique est en corrélation avec des phénotypes hématologiques distincts. Les patients
TE et PV homozygotes JAK2V617F présentent un taux d’hématocrite et de leucocytes
significativement plus élevé au moment du diagnostic, un taux de plaquettes plus bas et une
incidence accrue de prurit et de splénomégalie (58) (59). Les patients avec une MFP
homozygotes pour la mutation JAK2 sont également associés a une splénomégalie plus
importante, une leucocytose plus élevée et un plus grand besoin en traitement cytoréducteur

(60).

La corrélation entre la charge allélique et le risque thrombotique est discutée dans la

littérature. Pour cette raison nous avons fait une étude monocentrique sur cette question.

D. Thérapeutique

1. Stratification du risque

Actuellement dans les NMP, les facteurs prédictifs de thromboses reconnus sont 1’age
supérieur a 60 ans, les antécédents de thromboses veineuses et artérielles et la présence de la
mutation JAK2 V617F (61) (62). Récemment, un groupe international d'experts a proposé un
score pronostic « IPSET » pour la thrombose chez les patients atteints de TE (63) (Tableau 4).
L’hyperleucocytose n’a pas été incluse car elle correspondait a un risque de thromboses

artérielles uniquement.

Facteurs de risques Score*
Age > 60 1
Facteurs de risques cardiovasculaires 1
Antécédents de thromboses 2
JAK2 V617F 2

*Score = 0-1 : Faible risque ; Score = 2 : Risque intermédiaire ; Score =3 : Risque élevé

Tableau 4 : score IPSET : Estimation du risque de thromboses dans la TE
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2. Stratégies thérapeutiques

Dans la PV, le principal objectif est de maintenir I’hématocrite < 45% par des
saignées, diminuant le risque de mortalités cardiovasculaires Marchioli (39). Pour les PV a
bas risque (4ge < 60 ans, pas d’antécédents de thromboses), les saignées sont associées
systématiquement a 1’aspirine faible dose alors que pour les PV a haut risque un traitement
cytoréducteur (Hydrea®) est mis en place. Pour les TE le schéma thérapeutique est
globalement le méme allant d’un traitement par aspirine faible dose uniquement pour les TE a
bas risque a l’association aspirine et hydrea® pour les TE a haut risque. L’objectif du
traitement cytoréducteur par hydrea est de diminuer la morbi-mortalité et de prévenir les

complications thrombotiques et hémorragiques.

3. Anti JAK2

Le ruxolitinib ou Jakavi® est un inhibiteur de la signalisation JAK/STAT et de la
prolifération cellulaire. Il est indiqué dans la myélofibrose primitive et dans les myélofibroses
secondaires a la PV et a la TE. Récemment le Jakavi® s’est montré efficace dans les PV
intolérantes ou résistantes a 1’hydroxyurée dans deux études cliniques de phase 3, en
améliorant le contrdle de 1’hématocrite et la réduction de la splénomégalie (RESPONSE 1
(64) et RESPONSE 2 (65)). Le ruxolitinib a également permis une réduction jusqu’a 40% de
la charge allélique JAK?2 chez les patients PV (66). Dans la TE, le ruxolitinib n’a pas montré
de bénéfice par rapport au meilleur traitement disponible chez les patients intolérants a

I’hydrea® (67).

L’efficacité révolutionnaire de la monothérapie par les inhibiteurs de tyrosine kinase
dans la LMC n’a pas été reproduite par le JAKAVI® dans les NMP. De nouveaux traitements

spécifiques anti JAK2 comme le gandotinib sont en cours d’essai (68).
Dans I'optique de pouvoir mieux répondre a la question concernant le lien entre la

charge allélique et la thrombose, nous avons entrepris de mener une étude rétrospective sur

une population de patients JAK?2 positifs entre 2011 et 2018.
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Partie III : Etude rétrospective de 452 patients de ’APHM

A.Matériel et méthode

1. Objectifs de I’étude

Nous avons réalisé une étude rétrospective, monocentrique sur 452 patients entre 2011
et mai 2018 et une étude sur 583 recherches de la mutation JAK2 correspondant a 490
patients JAK?2 négatifs et 93 patients JAK?2 positifs entre mai 2017 et mai 2018. Les objectifs

principaux sont présentés en figure 4a et 4b.

a. Objectif principal

L’objectif principal de 1’étude est le suivant :
- Evaluer l'influence de la charge allélique de la mutation JAK2 V617F sur les
événements thrombotiques au diagnostic et sur les événements thrombotiques

récidivants au suivi des patients.

b. Objectifs secondaires :
Les objectifs secondaires sont les suivants :

- Evaluer a titre « exploratoire » la présence de facteurs de risques de thromboses au
moment du diagnostic de la NMP.

- Déterminer la fréquence de la mutation JAK2 V617F sur un an entre mai 2017 et mai
2018 dans deux groupes de patients : I’un atteint de thromboses veineuses cérébrales
et I’autre d’embolies pulmonaires.

- Comparer les caractéristiques cliniques et biologiques de 2 groupes de patients atteints
de thromboses veineuses cérébrales (I'un JAK2 V617F positifs sans NMP déclarée et
I’autre JAK2 V617F négatif) afin de rechercher un groupe a risque susceptible d’avoir
la mutation JAK2 V617F.

- Comparer les caractéristiques cliniques et biologiques de 2 groupes de patients atteints
d’embolies pulmonaires (I’un JAK2 V617F positifs sans NMP déclarée et 1’autre
JAK2 V617F négatif) afin de rechercher un groupe a risque susceptible d’avoir la
mutation JAK2 V617F.

- Comparer les caractéristiques cliniques et biologiques entre les groupes TE JAK?2 et

TE doubles mutées JAK2 MPL ou CALR.
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2. Sélection des patients

Tous les patients inclus dans I’étude ont été sélectionnés a partir de la base de donnée
du service de Biochimie - Biologie moléculaire du Professeur Gabert a I’Hopital Nord. Les
principaux services cliniques concernés sont: hématologie clinique (Pr Costello), médecine
interne (Pr Harle), laboratoire d’hémostase spécialisé (Pr Morange).

Les criteres d’inclusions principales étaient la présence de la mutation JAK2 V617F et
I’absence du chromosome de Philadelphie. Les patients doubles positifs JAK2 V617F et MPL
WS515L ou CALR ont également été inclus.

Les criteres d’exclusions étaient les patients avec données cliniques non renseignées et les
« doublons » c'est-a-dire la mutation JAK 2 redosée chez les mémes patients durant la période
d’étude.

Le nombre de patients JAK2 V617F positifs entre 2011 et mai 2018 est de 622 (soit
16%) sur un total de 3904 demandes. Apres exclusion de 170 patients pour données
manquantes, 1’étude s’est portée sur 452 patients de I’APHM. Le diagnostic final de
polyglobulie de Vaquez, thrombocytémie essentielle a été établi par les réunions de
concertations pluridisciplinaires des médecins. Les mutations JAK?2 retrouvées dans d’autres
hémopathies comme les syndromes myélodysplasiques, la LMMC, lymphomes et leucémie
aigues ont été classées dans une catégorie a part : « NMP inclassables ». Nous avons rajouté
une autre entité: « thromboses isolées » c’est a dire, une mutation JAK2 V617F retrouvée
isolément chez des patients avec des complications thrombotiques associées a une numération

formule normale.

Pour déterminer la fréquence des thromboses sur 1 an au sein de ces NMP, nous avons
sélectionné le nombre total de demandes JAK?2 entre mai 2017 et mai 2018.

Les objectifs de I’étude sont représentés sur la figure n°1.

Les données propres aux patients tel que I’age, le sexe, les données de la numération
formule sanguine, I’évolution en myélofibrose et les facteurs de risques cardiovasculaires
(tabac, hypertension artérielle, diabete, dyslipidémie) ont été relevés au moment du dosage de

la mutation JAK2 V617F.
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3. Définition des événements thrombotiques artériels et veineux

Les complications thrombotiques au diagnostic et dans les antécédents de moins de 3
ans ont été répertoriées en thromboses artérielles et veineuses a partir des conclusions
médicales des cliniciens. Nous avons relevé :

- Les thromboses veineuses profondes des membres inférieurs (TVPMI)

- Les thromboses veineuses portales, mésentériques, hépatiques et syndrome de Budd
Chiari regroupés sous le terme général de thromboses veineuses splanchniques
(TVSPLAN)

- L’embolie pulmonaire (EP)

- Les thromboses veineuses cérébrales (TVC)

- Les thromboses veineuses rétiniennes (TVRET)

- L’infarctus du myocarde (IDM)

- L’accident vasculaire cérébrale (AVC)

- L’accident ischémique transitoire (AIT)

- Les thromboses artérielles des membres inférieurs et supérieurs (TAMI et TAMS)

- Les ischémies périphériques des membres inférieurs ou supérieurs (ISCH)

Les thromboses veineuses superficielles et les complications hémorragiques n’ont pas été

recueillies au diagnostic et au suivi des patients.
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Figure 4b : Objectifs de I’étude

et sélection des patients
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les EP
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des thromboses JAK2- avec les thromboses isolées JAK2+
pour les TVC et les EP?
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4. Analyse statistique

Les variables continues ont été décrites par leur moyenne, écart-type ou par la
médiane encadrée de la valeur minimum et maximum. Les variables catégorielles ont été
décrites par leur effectif et pourcentage. Les variables continues ont été comparées par le test
non paramétrique U de Mann Withney. Les variables catégorielles ont été comparées par le
test du chi-deux ou par le test exact de Fisher, selon les conditions d’applications. L’analyse
statistique descriptive des variables continues a été réalisée par le Service de Biostatistique
(BIOSTIC) du Professeur Giorgi de I’APHM.

Pour évaluer l’influence de la charge allélique JAK2 sur les événements
thrombotiques, plusieurs modeles statistiques multivariés ont été adoptés pour 1’analyse des
données.

Premierement, nous avons réalisé plusieurs régressions logistiques multivariés et
proposer deux modeles statistiques « exploratoires ». Le premier modele a été réalisé sur les
facteurs de risques de thromboses totales (artérielle et veineuse) sur I’ensemble des patients
JAK2 et le deuxieme sur les facteurs de risques de thromboses artérielles dans la TE. Nous
avons inclus dans chacun des modeles en plus de la charge allélique JAK2, différents facteurs
de confusion ou covariables telle que le sexe, 1’age, le taux de plaquettes, d’hémoglobine, de
globules blancs et les facteurs de risques cardiovasculaires (HTA, diabete, dyslipidémie,
tabac). Les parametres jugés intéressants d’apres les données de la littérature et/ou présentant
un p < 0,30 en analyse univari€e ont servi a la conception des modélisations par régression
logistique pour mesurer la force des associations. La performance des modeles de régression
logistiques a été évaluée par la réalisation de courbes ROC, le calcul de leur surface sous la
courbe (AUC) ou un modele est considéré comme ajusté aux données si I’AUC dépasse 0,7
ainsi que la minimisation du critere d’information d’Akaike (AIC). La validité du modele a

été évaluée par I’analyse graphique des résidus et leurs homogénéités.
y

Deuxieémement, pour évaluer I’influence de la charge allélique JAK2 sur les récidives
d’événements thrombotiques, des courbes de Kaplan Meier ont été réalisées. Le test de
logRank a été utilisé pour comparer les courbes de survie. Un modele de Cox a été utilisé
pour tester I’impact de différentes covariables (age, sexe, type de NMP, facteurs de risques

cardiovasculaires, traitement antiagrégant et cytoréducteur) sur le risque de thrombotique. La

41



performance du modele a été évaluée par la recherche du critere d’information d’Akaike

minimal.

Tous les tests ont été considérés comme statistiquement significatifs pour p < 0,05.
Nous avons réalisé les graphiques et 1’ensemble des modeles statistiques (régressions
logistiques et modele de COX) avec le logiciel Rstudio (Version 1.1.463 2018, librairies
utilisées : diplyr, ggplot2, gggally, finalfit, ROCR, survival, survminer).

5. Analyse moléculaire :

a. Extraction de ’ADN :

L’ADN génomique a été isolé a partir de 200 uL de sang total avec le kit « EZ1 DNA
Blood 200 pL (Qiagen, Les Ulis, France) » en utilisant I’appareil EZ1 Advanced XL de
Qiagen conformément aux recommandations du fabricant. L’ADN a été quantifié avec un
spectrophotometre NanoDrop 8000 (Thermo FISHER Scientific, Saint Herblain, France) et

dilué a 10 ng/mL dans de I’eau stérile sans DNase et RNase.

b. Quantification JAK2 V617F par PCR quantitative en temps réel

Pour la quantification de la mutation JAK2 V617F, nous réalisons une PCR
quantitative en temps réel par fluorescence utilisant un couple d’amorce spécifique du

fragment d’ADN d’intérét et une sonde d’hydrolyse TagMan-MGB.

Tous les patients sont testés en double a I’aide du systtme de PCR en temps réel
Mx3000P (Agilent Technologies, Les Ulis, France). La PCR quantitative a été réalisée avec
50 ng d’ADN génomique dans un master mix PCR TagMan Universal (Life Technologies,
Villebon Sur Yvette, France). Les concentrations des amorces sens et anti-sens et de la sonde

utilisées pour la quantification des alleles JAK2 V617F étaient les suivantes (cf figure 5).

Pour vérifier I’absence d’inhibiteur au cours de la technique, une PCR quantitative du
gene albumine est réalisée conjointement. L’amplification du gene de I’albumine en tant que
contrdle interne a été réalis€ée avec 300 nmol/L. de chaque amorce (amorce sens et amorce

anti-sens) et 200 nmol/L de sonde (6VIC-AACAGGCGACCATGC-MGBBFNQ).
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Les conditions du profil thermique étaient de 95 ° C pendant 10 minutes, de 45 cycles a 95°C

pendant 30 secondes et a 60°C pendant 1 minute.

ANALYSE Mode opératoire Concentration | Nombre de bases
de I'analyse Finale / Marquage

JAK2V617F FW AGCTTTCTCACAAGCATTTGGTT 600nM
Quantification
du géne 22ANAPO6M151 RV JAK2V617F RV G TACTTACTCTCGTCTCCACAAAA 300nM 27
JAK2 V617F
Pr JAK2V617F P AATTATGGAGTATGTTTCTG 200nM 5'FAM — 3’'MGB

FW: Amorce Forward (Sens) - RV: Amorce Reverse (Antisens) - Pr: Probe (Sonde)

Préparation du mélange d’amorces & sonde concentré 20X pour la PCR quantitative jak2 V617F

Concentration | Concentration Volume Volume
Initiale Finale pour 100pL pour 500uL

100 uM 124 60 pl

100 M 6 uM 6ul 30

100 uM 4uM 4l 20p!
78 uL 390 pL

Figure 5 : Concentrations des amorces sens et anti-sens et de la sonde utilisées pour la

quantification des alleles JAK2 V617F

c. Interprétation de I’analyse sur le MX300P

Les nombres de copies JAK2 V617F et Albumine ont ét€ obtenus a partir d'une courbe
standard de calibrateur de plasmide produit au sein du laboratoire. C’est le principe de la
quantification absolue (mode « Standards multiples »). Elle utilise une courbe standard pour
quantifier le nombre de cibles présentes dans un échantillon sanguin. Une série de dilutions
d’échantillon standard (plasmide) dont le nombre de copies de la séquence cible est connue,
est amplifiée pour générer une courbe standard.

* Calibrant plasmide ALBUMINE (10°, 10* et 10° copies)
* Calibrant plasmide JAK2 V617F (10°, 10°, 10* et 10 copies)
Il existe une relation linéaire entre la quantité de molécule cibles a I’origine présente

dans 1’échantillon et le Ct obtenu pour cet échantillon (Figure 6)
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Figure 6 : Représentation de la courbe standard pour quantifier le nombre de copies de

séquence cibles connues (ici calibrant plasmide JAK2V617F)

Une courbe standard du logl0 de la concentration de la cible en fonction du Ct est
alors générée. A partir de cette courbe, la quantité de la séquence cible d’un échantillon

inconnu peut étre déterminée en fonction du Ct obtenu sur la machine.

Pour corriger les variations de qualité / quantité d’ADN, les résultats d’amplification
de la PCRq ont été exprimés comme un ratio du nombre de copies d’ADN/ nombre de copie

gene de controle. Le seuil de qualité pour la PCRq du gene albumine est de 10 000 copies.
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Les courbes d’amplification ne doivent pas montrer la présence d’inhibiteurs de PCR
caractérisée par une valeur de Ct tardive ou une diminution de fluorescence au plateau de la

PCR d’au moins 3 fois par rapport a la valeur de la fluorescence au plateau maximal attendu.

Le rapport de charge mutationnelle de JAK2 V617F a été calculé en utilisant le
nombre de copies d'ADN selon la formule JAK2 V617F / Albumine.

Les courbes des patients sont interprétées en comparant la courbe du controle négatif a
0% d’alleles mutés et le point le plus bas de la courbe standard du calibrant plasmide JAK2
V617F soit 10 copies ou 0,1% d’alleles mutées. Les patients au-dessus de 10 copies sont
considérés comme positifs, ceux entre 10 et 40 copies sont considérés comme faiblement
positifs et les patients entre 0 et 10 copies sont considérés comme douteux et a recontrdler en

doublant la quantité d’ADN (Figure 7).

2 4 L] 8 10 2 " 1 18 kel 2 24 2 = kel 2 2l » ] 0 @< “ @ % 0
Cycles

Figure 7 : Représentation de la courbe d’un patient (en vert) positif pour la mutation
JAK?2 en fonction du controle négatif a 0% d’alléle muté (courbe rouge) et du controle a

0,1% d’alléles mutées (courbe bleu)
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B. Résultats

1. Description de la population

a. Caractéristiques des patients de I’étude.

A partir de 3904 demandes entre 2011 et 2018, le nombre de patients JAK2 positifs
est de 622 ce qui correspond a 16%. Apres avoir exclu 170 patients avec données cliniques
incompletes, nous avons pu répertorier 452 patients dont 224 atteints de TE (49,6%), 149
patients avec PV (33%), 30 avec MFP (6,6%), 35 thromboses isolées avec la mutation JAK2
VO617F (7,7%) et 14 autres correspondant aux NMP inclassables (3,1%) et comprenant 6
syndromes myélodysplasiques, 6 leucémies myélomonocytaires chroniques et 2 leucémies
aigues. La population est composée de 229 femmes et de 223 hommes.

La figure 8 représente la répartition des différents sous-types de population JAK?2 positifs et

le tableau 5, les caractéristiques des patients JAK?2 positifs.

NMP . Thrombocytémie essentielle . Polyglobulie de Vaquez . Thromboses isolees D MFP NMP inclassables

Figure n°8 : Répartition des patients JAK?2 positifs a ’APHM entre 2011 et 2018.
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L’age moyen du diagnostic de la mutation JAK2 dans la population générale de
I’étude est de 65 ans. Nous observons également sur la figure 9 que le pic de découverte se
situe entre 60 et 80 ans avec un nombre non négligeable de patients découverts entre 40 et 60
ans. Le groupe le plus jeune correspond a celui des thromboses isolées et les 2 groupes les

plus agés sont les NMP inclassables et les myélofibroses primitives.

Répartition des ages dans la population d'étude
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Figure n°9 : Répartition des dges dans la population d’étude

Dans le groupe des TE et des thromboses isolées, il y a une nette prédominance du
sexe féminin alors que la majorité des patients sont de sexe masculin pour la PV, la MF et les
NMP inclassables. Nous pouvons voir que la plupart des patients évoluant vers une
myélofibrose secondaire étaient atteints de la PV au départ. A noter que les patients doubles

mutés JAK2/MPL ou JAK2/CALR sont presque exclusivement des TE (8 patients sur 9).
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Caractéristiques Polyglobulie de = Thrombocytémie Myélofibrose NMP inclassables Thromboses
Vaquez essentielle primitive isolées
Nombre n, (%) de 149 (33) 224 (49.6) 30 (6.6) 14 (3,1) 35(7.7)
patients
Sexe ratio M/F, n 94/55 91/133 17/13 10/4 11/24
Age, médiane,
années
Total 65 (10-93) 67 (27-93) 74 (37-89) 80 (55-90) 56 (14-85)
Homme 65 (10-93) 66 (27-89) 73 (56-86) 82 (55-88) 58 (14-80)
Femme 67 (36-92) 67 (34-93) 74 (37-89) 78 (74-90) 55 (17-85)
Hémoglobine 172.5 (98-225) 140 (72-195) 106,5 (56-132) 108.5 (71-167) 135 (92-164)

médiane, g/L

Hématocrite
médiane

Globules rouges
médiane, T/L

Globules blancs
médiane, G/L

Plaquettes médiane,
G/L

Charge allélique
JAK2 V617F
médiane, %

Type de Mutation,
n, %

JAK2 V617F
Double mutés JAK2
V617F et CALR
exon9

Double mutés JAK2
V617F et MPL
exonl(

Evolution en
Myelofibrose
secondaire, n

Déces, n

0.52 (0.32-0.7)

6.115 (2.67-10.1)

11 (0.4-40)

398 (57-1303)

27.89 (0.05-82)

148 (99.3)

1(0.7)

9(6)

0.42 (0.21-0.58)

4.8 (1.95-7.36)

9.9 (2.6-46)

640 (30-2300)

10.7 (0.05-89.29)

216 (96.4)

2(0.9)

6(2.7)

3(13)

EAC))

0.33 (0.32-0.7)

4 (1.84-53)

10.75 (1.5-36)

285.5 (19-864)

25.18 (1.57-99.32)

30 (100)

5(16.7)

0.34 (0.22-0.2)

3.745 (2.22-5.74)

8.4 (1.5-42.9)

205 (47-1359)

11 (0.11-65.90)

14 (100)

L(7)

1(7)

0.41 (0.27-0.48)

4.72 (3.03-5.55)

7.3 (4-18.8)

296 (180-424)

0.79 (0.06-20.84)

35 (100)

1(2.8)

Tableau 5 : Caractéristiques des patients JAK?2 positifs
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b. Répartition des patients en fonction de la charge allélique JAK2 V617F

Pour notre population de JAK2 positifs, la médiane et la moyenne de la charge
allélique JAK2 est de 13,52% (0,05 — 99,32) et de 20.41% + 20,22 respectivement. (Figure
10a)
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Figure n°10a : Médiane et moyenne de la charge allélique JAK2 de la population de

P’étude

De maniere générale, la présence d’une charge allélique > 25% oriente plutdt vers une
PV et une MFP alors qu'une charge allélique < 25% oriente plus vers une TE (p< 0.001)
(Figure 10b). Avec le faible nombre de cas pour les NMP inclassables, nous ne pouvons pas
présager de les classer en fonction de la charge allélique. En revanche les 35 thromboses

isolées correspondent presque exclusivement a des faibles charges alléliques JAK2 < 5%.
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Figure n°10b : Répartition des patients JAK2 V617F en fonction de la charge allélique
par pathologie.

Les patients PV avec une charge allélique > 50% ont un taux de leucocytes
significativement plus haut que les patients avec une charge allélique < 50% (p =0.0007). Les
patients TE avec une charge allélique > 50% ont un taux de leucocytes significativement plus

haut que les TE avec une charge allélique < 50% (p = 0.004). (Tableau 6). Aucune différence
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significative n’a été observé sur I’hématocrite et les plaquettes en fonction de la charge

allélique pour les TE et les PV.

Polyglobulie de Vaquez Thrombocytémie essentielle
JAK?2 < 50% JAK?2 > 50% p value JAK?2 < 50% JAK?2 > 50% p value
Patients, n 113 (76.5) 36 (23.5) - 218 (97.3) 6(2.7) -
(%)
Leucocytes 9.8 (34-284) 16.3 (6.9-44) <0.01 9.65 (2.6-46) 14.9 (10-19) 0.004

médiane, G/L

Hématocrite, 052 (0.32-0.7)  0.515(0.32-0.66) 0257  0.42 (0.24-0.58) 0.36 (0.24-0.49) 0.37
médiane

Plaquettes, 385 (129-1174) 460 (57-1303) 0268 645 (179-2300) 827 (398-1981) 0.58
médiane G/L

Tableau 6 : Caractéristiques biologiques des 224 TE et des 149 PV en fonction de la
charge allélique JAK2 V617F

Au cours de notre étude rétrospective, 9 cas de PV ont évolué vers la myélofibrose
secondaire. Les cas de MF post PV ont tous été définis avec une progression documentée vers
une fibrose réticulinique et/ou collagene de grade 2-3 a la biopsie ostéo-médullaire. 7 patients
sur 9 avec une charge allélique JAK2 > 50% au début de 1’étude ont évolué vers la
myélofibrose secondaire alors que 2/9 avec une charge allélique <50% ont évolué vers la MF
secondaire. Ces myélofibroses post PV sont en moyenne survenues 3.4 ans apres le dosage de

la mutation JAK2 V617F initiale. (Figure 11 et 12)

Rappori- gfdféfff.é‘d?f?? ﬂ;}
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Patients JAK2 V617F avec

polyglobulie de vaquez
(n=149)
Charge allélique Charge allélique
JAK2 < 50% (n=113) JAK?2 = 50% (n=36)
Evolution en Evolution en
Myélofibrose Myélofibrose
secondaire secondaire
(n=2) (n=7)
p =0.0007

Figure n°11 : Répartition des myélofibroses secondaires en fonction de la charge

allélique JAK2
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Sur la figure 12, la charge allélique JAK2 des MF post PV est significativement plus
élevée que la charge allélique des PV (p=0.00017).

SMP B3 Pv B3 Myelofibrose post PV

Wilcoxon, p = 0.00017
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Figure n°12 : Répartition des polyglobulies de Vaquez et myélofibrose post PV en
fonction de la charge allélique JAK2

c. Répartition des événements thrombotiques

Sur les 452 patients identifiés en tant que NMP (PV, TE, MF, inclassables) et non
NMP (thromboses isolées), les renseignements cliniques d’événements thrombotiques au
diagnostic ou dans les antécédents de moins de 3 ans étaient disponibles pour 397 patients.

Sur les 397 patients, la plupart (57,7%) n’ont pas présenté de thromboses au
diagnostic ou dans les ATCD de moins de 3 ans. Sur les 42% de patients ayant thrombosé au
diagnostic ou dans les ATCD de moins de 3 ans, la répartition des thromboses étaient
globalement la méme avec une légere prédominance de thromboses veineuses (21,3%) par
rapport aux thromboses artérielles (16,7%). 17 patients soit 4,3% ont présenté une association

de thromboses artérielles et de thromboses veineuses. (Figure 13)
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Concernant les sous-types des maladies, il y a eu 100% de thromboses pour le groupe
des thromboses isolées, 40% pour les TE, 36% pour les PV, 35% pour les MFP et 30,7% pour
les NMP inclassables.

‘Catégories’ I TA+ TV [ Thromboses veineuses - Thromboses artérielles || Absence de Thromboses

Figure n°13 : Répartition des événements thrombotiques par territoire artériel et

veineux sur les 397 patients
TA = thrombose artérielle, TV= Thrombose veineuse
Les territoires les plus communément touchés sont les thromboses veineuses des
membres inférieurs (22,3%), les AVC (19%), les thromboses veineuses splanchniques (13%)

et les embolies pulmonaires (12%). Les thromboses veineuses cérébrales touchent 4.8% des

patients (Figure14).
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Figure n°14 : Répartition des événements thrombotiques par territoire par ordre
décroissant de fréquence.

TVPMI = thrombose veineuse profonde des membres inférieurs, AVC= accident vasculaire cérébrale,
TVSPLAN= thrombose veineuse splanchnique, EP= embolie pulmonaire, IDM= infarctus du
myocarde, ISCH= ischémie, TAMI= thrombose artérielle membres inferieurs, TVC= thrombose
veineuse cérébral, AIT= accident ischémique transitoire, TVRET= thrombose veineuse rétinienne,
TAMS = thrombose artérielle des membres supérieurs.

*Les AVC retrouvé dans les conclusions médicales ont tous été classé comme thromboses artérielles.
Les TVC ont toute été définis comme thromboses veineuses par les conclusions des IRM.

Si nous nous intéressons de plus pres aux thromboses veineuses, la majorité d’entre
elles soit 66% surviennent de maniere isolée. Par exemple parmi les 30 thromboses veineuses
splanchniques, 71% d’entre elles surviennent isolément contre 29% qui surviennent associées
a d’autres localisations veineuses comme les TVPMI ou les EP.

Parmi les patients ayant eu des thromboses veineuses multiples, 19/28 patients soit

67% avaient eu au moins une TVPMI.
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2. Quelle est I'influence de la charge allélique sur les thromboses ?

a. Influence de la charge allélique JAK?2 au diagnostic sur les thromboses initiales
et études des facteurs de risques thrombotiques.

1. Analyse des événements thrombotiques totaux sur la population
JAK?2 positifs

Pour connaitre le risque potentiel de la charge allélique sur les événements
thrombotiques, ’événement présence ou absence de thromboses au diagnostic a été testé par
un test d’indépendance du chi deux. Nous avons par la suite effectué un modele de régression
logistique « exploratoire » du risque de thromboses en fonction d’autres variables explicatives
ou covariables telles que 1’age, le sexe, I’hémoglobine, les plaquettes, les globules blancs, la
charge allélique JAK2 et les facteurs de risques cardiovasculaires (HTA, tabac, diabete,
dyslipidémie).

Nous observons significativement moins de thromboses au diagnostic pour les patients
avec charge allélique > 25% observé dans le test du Chi deux (OR=0.63, IC95% = 0.40-0.99,
p = 0.04) (Figure 15), effet qui disparait en régression logistique multivariée (OR=0.74,
IC95%= 0.45-1.22, pvalue = 0.244) (Figure 16).

Seul le taux de plaquettes et le tabac sont restés statistiquement significatifs en analyse
multivariée. Les patients JAK2 positifs avec un taux de plaquettes < 450 G/L ont présenté un
risque beaucoup plus important de thromboses par rapport a la population avec un taux de
plaquette > 450 G/L (OR=2.04, IC95%=1.28-3.27, p=0.003). Les patients fumeurs ont un
risque plus élevé de faire une thrombose (OR= 1.73, IC95%=1.05-2.88, p=0.033). Les autres
variables testées dans le modele a savoir le sexe masculin, 1’age >60 ans, le taux
d’hémoglobine >165g/L, le taux de globules blancs > 11G/L, I’hypertension artérielle, le
diabete, la dyslipidémie ne sont pas statistiquement significatifs au risque de 0,05% et ne
peuvent donc pas étre considérés comme des facteurs prédictifs du risque de thrombose pour
les NMP en général (Tableau 7). Il s’est avéré que notre modele avait une AUC < 0.7 donc
pas bien performant. Cela s’explique par le fait que nous avons confondu les thromboses
artérielles et les thromboses veineuses sur tout NMP confondu. Nous avons donc par la suite
effectué une régression logistique séparément sur les thromboses artérielles et les thromboses

veineuses sur les PV et les TE.

56



Test de Chi deux

p value = 0,04
100
2 Thromboses

g . Non

ﬁ . Oui
50
0

>25

<25
% Charge allélique JAK2 V617F

Figure 15 : Présence ou absence de thromboses au diagnostic en fonction de la charge

allélique <25% ou >25%
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Facteurs associées au Régression logistique Régression logistique multivariée
risque de thromboses univariée

chez les patients JAK?2

positifs

OR IC (95%) p-value OR 1C (95%) p-value

Age > 60 ans 0.73 045-1.18 0.194 - - -
Sexe masculin 1.01 0.64-1.58 0.973 - - -
JAK?2 >25% 072 044-117 0.185 0.74 045-1.22 0.244

Hémoglobine > 165 g/L. 097  0.58-1.61 0.898 - - -
Plaquettes < 450 G/L 206  1.30-3.27 0.002 2.04 1.28-3.27 0.003

Leucocytes > 11 G/L 1.12  0.71-1.76 0.629 - - -
Tabac 1.85 1.13-3.04 0.014 1.73 1.05-2.88 0.033
Hypertension .12 0.71-1.77 0.629 - - -
Diabéte 1.03 0.51-2.06 0.931 - - -
Dyslipidémie 128 0.73-2.26 0.383 - - -

Tableau 7 : Résultats de I’analyse par régression logistique des événements
thrombotiques totaux au diagnostic de la mutation JAK?2 ou dans les antécédents de
moins de 3 ans en fonction des covariables : Age, sexe, charge allélique JAK2,

hémoglobine, plaquettes, globules blancs, tabac, hypertension, diabete, dyslipidémie.
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ii.  Analyse des événements thrombotiques totaux dans les TE et les PV

Nous avons effectué une régression logistique multivariée séparément sur les TE et les
PV. En analyse multivariée, pour la TE, seul I’hypertension artérielle s’est révélée €tre un
facteur de risque de thrombose (OR=2.39, IC 95%=1.09-5.43, p = 0.032) et nous observons
une tendance pour le tabac (OR= 2.27, IC 95% = 0.99-5.35, p = 0.056). Aucune des autres
variables (Age, Sexe, JAK2, hémoglobine, plaquette, globules blancs, diabete, dyslipidémie)
n’est restée significative au seuil de 5%. Pour la PV, seul le taux de plaquettes < 450 G/L est
resté statistiquement significatif au risque de 5% en analyse multivariée (OR= 3.04,

IC95%=1.21-8.15, p = 0.021).

iii.  Analyse des thromboses artérielles dans les TE et les PV

Nous avons ensuite séparé les thromboses artérielles et les thromboses veineuses pour
laPVetlaTE.

Les parametres potentiellement corrélés en analyse univariée (p < 0.30), suspectés ou
documentés dans la littérature comme pouvant étre des facteurs de risques de thromboses
artérielles dans la TE ont été intégrés dans un modele de régression logistique. Un modele
final a été sélectionné en fonction de ses capacités prédictives (aire sous la courbe ROC > 0.7,

AIC minimal).

Le sexe masculin s’est révélé €tre un facteur de risque de thromboses artérielles pour
la TE (OR=3.43, IC95%=1.41-8.89, p = 0.008) en plus de ’'HTA (OR= 3.32, IC95%= 1.25-
9.35,p=0.018). La leucocytose > 11 G/L s’est également révélée étre un facteur de risque de
thrombose artérielle dans la TE (OR=2.8,1C95%=1.12-7.27, p = 0.029) (Tableau 8).

Pour la PV, aucun facteur de risque de thromboses artérielles n’a été identifié.

59



Facteurs associées au
risque de thromboses

artérielles dans la TE

Age > 60 ans

Sexe masculin

JAK2 >25%
Hémoglobine > 165 g/L

Plaquettes < 450 G/L
Leucocytes > 11 G/L
Tabac

Hypertension
Diabete

Dyslipidémie

OR
0.8
22
1.32
5.02

1.65
2.28
2.56
2.37
0.44
0.87

Régression logistique

univariée

IC (95%)
0.36-1.83
1.01-4.90
0.5-3.22
1.41-
18.62
0.54-4.54
1.05-5.08
1.14-5.73
1.09-5.28
0.07-1.69
0.32-2.12

p-value
0.587
0.048
0.551
0.012

0.348
0.039
0.022
0.032
0.297
0.762

OR
0.38
343

4.35

248
2.8
1.32
3.32
0.25

Régression logistique

multivariée

IC (95%)
0.13-1.04
1.41-8.89

0.91-21.64

0.72-8.26
1.12-7.27
0.49-345
1.25-9.35
0.03-1.23

OR = Odd Ratio ; 95% CI = Intervalle de confiance a 95% de I’OR

p-value
0.062
0.008

0.065

0.139
0.029
0.573
0.018
0.126

Tableau 8 : Résultats de I’analyse par régression logistique des thromboses artérielles au

diagnostic de TE ou dans les antécédents de moins de 3 ans en fonction des covariables :

Age, sexe, charge allélique JAK?2, hémoglobine, plaquettes, globules blancs, tabac,

v.

hypertension, diabete, dyslipidémie.

Analyse des thromboses veineuses dans les TE et les PV

Aucun facteur de risque n’a été identifié concernant les thromboses veineuses dans la

TE. Pour la PV, seul le taux de plaquette < 450 G/L est resté statistiquement significatif au
risque de 5% en analyse multivariée (OR= 5.52, IC95% = 1.58-26.35, p = 0.014) pour les

thromboses veineuses.

60



b. Influence de la charge allélique JAK2 sur les récidives d’événements
thrombotiques des NMP.

Pour évaluer I'influence de la charge allélique JAK2 VO617F sur les événements
thrombotiques récidivants, I’étude s’est portée sur 112 patients dont le suivi a été fait a
I’APHM jusqu’en mai 2018, issus des 395 ayant eu un premier événement thrombotique au
diagnostic ou dans les antécédents de moins de 3 ans. Les deux groupes de patients ont été
faits en fonction du seuil de charge allélique de 25% dont nous avions trouvé une tendance
statistique plus haut avec les thromboses initiales au diagnostic. Le groupe 1 correspond a une
charge allélique JAK2 < 25% et le groupe 2 a une charge allélique JAK2 > 25%. Les
caractéristiques cliniques des deux groupes sont présentées dans le tableau 9. Le groupe 1 est

constitué¢ majoritairement de TE (p<0.01) et le groupe de 2, de PV (p<0.01).

Au cours du suivi des 112 patients, 27 « événements » ont été relevés correspondant a
6 déces et 21 événements thrombotiques récidivants dont 11 thromboses artérielles (4 IDM, 3

AVC et4 AIT) et 10 thromboses veineuses (5 TVPMI, 2 EP, 1 TVSPLAN, 2 TVC).

En ce qui concerne les traitements par antiagrégants plaquettaires, dans le groupe 1
(charge allélique <25%), au moins 38/79 patients soit 48% sont traités par aspirine au long
cours (kardegic®), et au moins 32/79 patients soit 40,5% patients sont traités par hydrea®.
Pour le groupe 2 (charge allélique >25%), au moins 9/33 patients sont traités par aspirine
(27,3%) et 17/33 patients (51,5%) sont traités par hydrea®. Au moins 23 patients soit 29.11%
sont traités par 1’association hydrea® et kardegic® dans le groupe 1 et au moins 5 patients
soit 15.2% sont traités par I’association hydrea® et kardegic® dans le groupe 2. Les patients
du groupe 2 ont présenté un nombre de thromboses récidivantes supérieur au groupe 1 (p =

0.01).
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Charge allélique <  Charge allélique > p value
25% 25%
Nombre de patients, n (%) 79 (70.5) 33 (29.5) -
Sexe masculin, n (%) 34 (43) 15(454) -
Type de NMP
TE,n (%) 45 (57) 8(24.2) <0.01
PV,n (%) 13 (17) 21 (63.6) <0.01
MFP,n (%) 2 (2.6) 4 (12) -
Thromboses isolées, n (%) 17 (21.5) 0 (0) -
Autres, n (%) 2 (2.6) 0 (0) -
Age médian au diagnostic, 63 (14-90) 68 (40-88) -
années
Antiagrégants au long cours 38 (48) 9 (27.3) -
(kardegic®),n (%)
Cytoréducteurs au long cours 32 (40.5) 17 (51.5) -
(hydrea®),n (%)
Association kardegic® et 23(29.11) 5(15.2) -
hydrea® au long cours, n (%)
Patients avec au moins une 10 (13) 11 (33.3) 0.01
thrombose récidivante, n (%)
Facteurs de risques 54 (68) 23 (69) -
cardiovasculaires, n (%)
Déces, n (%) 2(25) 4(12.1) 0.06

Tableau 9: Caractéristiques cliniques des 112 patients ayant thrombosé au diagnostic ou

dans les antécédents de moins de 3 ans, divisés en deux groupes : <25% et > 25% de

charge allélique

62



La courbe de Kaplan-Meier a été réalisée en prenant comme événements les récidives
d’événements thrombotiques, en fonction des 2 groupes et la différence est significative

(p=0.022) (Figure 16).

Les suivis médians (min-max) étaient équivalents entre les groupes, 27.00 mois (1.3-
92.00) pour le groupe 1 et 25.30 mois (0.30-78.50) dans le groupe 2 (p=0.430, test de Mann-
Whitney). La médiane de survie sans événements dans le groupe 1 (JAK2 <25%) est de 73.8

mois alors que dans le groupe 2 (JAK2>25%) elle est de 57.4 mois.

Sur notre modele de COX univarié, les patients avec une charge allélique > 25% ont
un rapport de risque 2,45 fois plus élevé de faire un événement thrombotique au cours du
temps (hazard ratio ou rapport des risques égales a 2.45, intervalle de confiance a 95% [IC]
1.1-5.43, p = 0,027) par rapport aux patients avec charge allélique < 25%. Les patients traités
par cytoreducteur (Hydrea®) sont associés a un risque de récidive similaire que celui des
patients non traités (HR univarié 0.79, IC 95% 0.35-1.8 p = 0.575) (Tableau 10). La présence
d’un traitement par antiagrégant plaquettaire (Kardegic®) est associée a un risque de récidive
similaire que chez les patients non traités (HR univarié 0.85, IC 95% 0.48-2.5 p = 0.85). De
méme les patients avec facteurs de risques cardiovasculaires sont associés a un risque de
récidive similaire que celui des patients sans facteurs de risques cardiovasculaires (HR
univarié 1.9, IC 95% 0.25-15 p = 0.53). Le type de NMP n’a pas d’influence sur la survenue
de thromboses récidivantes (HR univarié 1.6, IC 95% 0.74-3.5, p = 0.232).

En analyse multivariée selon 1’age et le sexe, la charge allélique JAK2 >25% est
associée de maniere indépendante a la survenue d'événements thrombotiques (hazard ratio
HR= 2.57 , intervalle de confiance a 95% [IC] 1.11-5.9, p = 0,027) par rapport aux patients
avec charge allélique < 25%. Il n’y a pas d’effet de 1’dge, du sexe sur la survenue

d’événements thrombotiques en analyse multivariée. (Figure 17)
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Figure 16 : Survie sans événement thrombotique (mois) selon la charge allélique JAK?2

V617F chez les 106 patients avec la mutation JAK2 V617F

Analyse univarié

Variable Reference =~ Modalitées HR 95% CI p-value
JAK?2 < JAK2 >
Groupe 25% 25% 2.45 [1.1-5.43] 0.027
Autres
Type de NMP TE (PV+MFP+ 1.6 [0.74-3.5] 0.332
Tisolées)
Age Age <60 Age >60 1 [0.97-1.03] 0.98
Sexe F M 1.97 [0.89-4.31] 0.092
Antiagrégants Non Kardegic® 0.85 [0.48-2.5] 0.85
Cytoréducteurs Non Hydrea® 0.79 [0.35-1.8] 0.575
FDRCV Non Oui 1.9 [0.25-15] 0.53

Tableau 10 : Modele de COX univarié sur les 106 patients JAK?2 positifs

HR : hazard ratio, 95% IC : intervalle de confiance a 95% , FDRCYV : Facteurs de risques

cardiovasculaires
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AIC: 200.24; Concordance Index: 0.69 0.5 W 2

Figure 17 : Modele de Cox multivarié sur les 106 patients JAK2 positifs

c. Influence de la charge allélique JAK2 sur les récidives d’événements
thrombotiques des PV.

Nous avons poursuivi ’analyse en fonction des sous-types de NMP et avons étudiés
les PV <25% et les PV > 25%.

La différence est aussi significative dans les deux groupes de PV (p = 0.047) au niveau
du test de Log Rank du Kaplan Meier. La médiane de survie sans événement thrombotique
dans le groupe 1 (JAK2 <25%) est de 73.8 mois alors que dans le groupe 2 (JAK2>25%) elle
est de 57.4 mois. (Figure 18)

En revanche en appliquant notre modele de COX, il y a une perte de la significativité
en analyse univariée et multivariée (HR=6.6, 95%IC =0.8-54.1, p value =0.079) (Tableau 11
et figure 19). Vu notre effectif faible (13 pour le groupe 1 et 21 pour le groupe 2), nous
pouvons difficilement conclure, si ce n’est une tendance a faire plus d’événements

thrombotiques au cours du temps chez les PV avec plus de 25% de charge allélique.
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Figure 18 : Survie sans événements thrombotiques (mois) chez les patients atteints de

PV en fonction de la charge allélique JAK2 V617F.

Analyse univarié

Variable Reference Modalitées HR 95% CI p-value
Groupe JAK2 < JAK2 > 6.36 [0.78-50.8] 0.083
25% 25%
Age Age < 60 Age >60 5.64 [0.71-45] 0.102
Sexe F M 1.47 [0.37-5.7] 0.58

Tableau 11 : Modele de COX univarié appliqué au sous groupe PV
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Figure 19 : Modele de COX multivarié appliqué au sous groupe PV

En raison du nombre de déceés important dans le groupe des TE >25% (4 déces), et du
nombre insuffisant de patients suivi pour les myélofibroses et les NMP inclassables, les

courbes de survies sans événements n’ont pas pu €tre réalisées pour ces sous-groupes.

3. Les thromboses veineuses cérébrales et les embolies pulmonaires

a. Fréquence de la mutation JAK2 pour les thromboses veineuses cérébrales,
splanchniques et embolies pulmonaires a I’APHM entre 2017 et 2018

Entre mai 2017 et mai 2018, nous avons répertorié au laboratoire de Biologie

moléculaire de 1’hopital Nord 583 demandes pour la recherche de la mutation JAK2 qui
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correspond a 93 patients JAK2 positifs et 490 patients JAK2 négatifs. Au cours de cette
période récente les données cliniques €taient disponibles pour 1’ensemble des patients JAK2

négatifs et positifs.

Sur les 31 thromboses veineuses splanchniques adressées au laboratoire pour une
recherche de mutation JAK?2 entre 2017 et 2018, 6 se sont avérées positives pour la mutation

JAK?2 soit une fréquence de 19%.

Sur 20 thromboses veineuses cérébrales adressées au laboratoire pour une recherche
de mutation JAK?2 entre 2017 et 2018, 3 se sont avérées positives pour la mutation JAK?2 soit

une fréquence de 15%.

Sur les 44 embolies pulmonaires adressées au laboratoire pour une recherche de
mutation JAK?2 entre 2017 et 2018, 6 se sont avérées positives pour la mutation JAK?2 soit une

fréquence de 13,6%.

b. Comparaisons cliniques et biologiques entre les groupes JAK2+ et JAK2- pour
les TVC et les EP

Les caractéristiques cliniques et biologiques des 11 cas de thromboses veineuses
cérébrales JAK?2 positifs durant la période d’étude sont présentées dans le tableau 12. Sur les
11 découvertes de NMP sur des thromboses veineuses cérébrales, 6/11 soit 54 % des patients
avaient une numération formule sanguine normale au moment du diagnostic et 6/11 patients

avaient une charge allélique < 3%.
Quant aux 30 thromboses veineuses splanchniques, 11/30 soit 37 % des patients
avaient une numération formule sanguine normale au moment du diagnostic et 7/30 soit 23%

avaient une charge allélique < 3%.
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Id Sexe  Age NMP Hb Plaquettes Globules Charge Facteurs de Autres Traitement Traitement
(g/L) (G/L) blancs allélique risques thromboses du NMP prophylactique
(G/L) JAK2 % thrombotiques veineuses thrombose
associées
1 F 46 TE 134 574 7.6 53 Mutation facteur ~ EP et TVPMI Hydrea® Previscan®
II hétérozygote
2 F 67 PV 166 685 15 2991 - - Hydrea® Xarelto®
Kardegic®
3 M 36 T 151 224 4.8 0.13 Déficit en AT III, TVPMI, - Xarelto®
isolées Déficit type IIRS Récidive de Previscan®
hétérozygote AT TVC apres récidive
4 F 80 T 139 189 5.6 142 - EP - Xarelto®
isolées Switch par
Eliquis®
5 F 62 T 138 331 18.8 0.1 Hyperhomocystéi - - Previscan®
isolées némie
6 F 30 T 130 297 8.4 0.79 OP, Mutation TVPMI - Xarelto®
isolées ¢.677C>T gene multiples et
MTHFR EP
7 M 28 TE 148 466 54 292 Hyperhomocystéi - Interferon Previscan®
-némie retard
8 M 64 TE 161 457 9.8 593 Mutation facteur - Hydrea® Kardegic®
II hétérozygote
9 M 14 TE 130 331 18 6.55 - - JAKAVI® Previscan®
10 M 59 TE 145 500 43 2.13 Déficit en facteur - Hydrea® Aspirine®
V hétérozygote
11 M 80 T 156 411 11 5.01 - EP et TVPMI - Previscan®
isolées

TVC, Thromboses veineuses cérébrales ; T isolées, Thromboses isolées ;OP, Oestroprogestatifs ;EP, embolie pulmonaire ;

AT , antithrombine ; TVPMI , Thromboses veineuses profondes des membres inférieurs

Tableau 12 : Caractéristiques des patients TVC et JAK2 V617F

Afin de détecter un sous-groupe a risque d’avoir la mutation JAK2 V617F, nous avons
comparé les caractéristiques cliniques et biologiques de deux groupes de patients (I’'un JAK2
positif sans criteres hématologiques pour une NMP issu du groupe « thrombose isolées »,

’autre JAK?2 négatif) pour les thromboses veineuses cérébrales et les embolies pulmonaires.
En analyse univariée, il n’a pas été observé de différence significative concernant le
sexe, les constantes de la numération formule sanguine et le bilan de thrombophilie entre les

deux groupes (Tableau 13).
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Seul la présence de thromboses veineuses associées a la TVC est significativement

associée a la mutation JAK2 V617F (p=0.02).

Parameétres Patients JAK?2 Patients JAK2 V617F Univariate
V617F positifs négatif p value
(n=5) (n=17)
Age, années, moyenne (SD) 57.6 (23.7) 4347 (14.2) 0.24
Médiane, %JAK2V617F 0.79 (0.06-5.01) 0 -
Sexe, Femme, n (%) 3 (60) 10 (59) 1
Patient avec thromboses veineuses 4 (80) 3(17) 0.02
associées, n (%)
Hémoglobine, g/L., mean (SD) 142.8 (10.52) 131.5 (24.21) 0.28
Globules rouges, T/L, mean (SD) 49 (0.4) 4.6 (0.7) 0.58
Hématocrite, %, mean (SD) 0.4 (0.03) 0.4 (0.06) 0.53
Globules blancs, G/L, mean (SD) 9.7 (5.6) 9.6 (8.4) 091
Plaquettes, G/L (SD) 296 (83) 284 (88) 0.81
Bilan de thrombophilie perturbé, n (%) 3 (60) 4 (23.5) 0.27
Oestroprogestatif chez la Femme, n (%) 1(33) 7 (70) 0.24

Tableau 13 : Caractéristiques cliniques et biologiques des thromboses veineuses

faveur d’un NMP) et sans mutation JAK2 V617F

cérébrales chez les patients avec mutation JAK2 V617F (sans criteres hématologiques en
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Pour les embolies pulmonaires la comparaison entre un groupe de patients JAK

V617F positif sans critere hématologique et un groupe de patient JAK2 négatif a été faite.

Il n’a pas été observé de différence significative concernant 1’age, les constantes de la

numération formule sanguine et le bilan de thrombophilie entre les deux groupes.

La présence du sexe féminin (p=0.0026) et de thromboses veineuses associées a

I’embolie pulmonaire sont significativement associée a la mutation JAK2 V617F (p=0.0088).

(Tableau 14)

Patients JAK2 V617F  Patients JAK2 V617F  p value

Parametres positifs (n=9) négatifs

(n=38)
Age, années, moyenne (SD) 63 (16) 57.5 (19) 0.51
Médiane, %JAK2V617F 1.42 (0.24-8.13) 0 NA
Sexe, Femme, n (%) 8 (89) 12 (32) 0.0026
Patients avec thromboses veineuses 8 (89) 18 (47) 0.0088
associées, n (%)
Hémoglobine, g/L., mean (SD) 136 (11) 140 (20) 0.7
Globules rouges, T/L, mean (SD) 4.7 (042) 4.6 (0.7) 0.8
Hématocrite, %, mean (SD) 0.40 (0.03) 0.41 (0.05) 09
Globules blancs, G/L, mean (SD) 8.212.7) 7.6 (3.1) 0.6
Plaquettes, G/L (SD) 276 (78) 285 (131) 0.7
Bilan de thrombophilie perturbé, n (%) 1/5 (20) 14/23 (60) 0.15

Tableau 14 : Caractéristiques cliniques et biologiques des embolies pulmonaires chez les

patients avec mutation JAK2 V617F (sans criteres hématologiques en faveur d’une

NMP) et sans mutation JAK2 V617F
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4. Comparaison clinique et biologique entre les TE JAK2 et les TE doubles mutés
JAK2 et CALR ou MPL

Nous avons voulu comparer les caractéristiques cliniques et biologiques des TE
mutées JAK2 V617F et les TE doubles mutées JAK2 V617F et MPL ou CALR.

Les patients TE doubles mutées JAK2 V617F et MPL ou CALR ont un taux de
plaquettes significativement plus élevé que les TE mutées JAK2 seul (p= 0.005). La charge
allélique est significativement plus basse chez les TE doubles mutées (p<0.001).

Nous remarquons également que [’absence d’événement thrombotique est
significativement associée a la présence d’une double mutation CALR ou MPL (p= 0.0019)

(Tableau 15)

Caractéristiques Thrombocytémie essentielle Thrombocytémie p value
JAK2 V617F essentielle JAK2 V617F
double muté CALR ou

MPL

Nombre n, (%) de 216 (96.4) 8(3.6)

patients

Sexe ratio M/F, n 90/126 1/7

Age, médiane, années

Total 67 68.5

Homme 66 78

Femme 67 68

Hémoglobine médiane,
g/L

Hématocrite médiane

141 (75-195)

0.43 (0.24-0.58)

120.5 (98-149)

0.37 (0.31-0.47)

Globules rouges médiane, 4.8 (1.95-7.36) 4.6 (3.5-5.6)

T/L

Globules blancs médiane, 9.75 (2.6-46) 11.5(8-13.9)

G/L

Plaquettes médiane, G/L 635 (179-2289) 1064 (470-2300) 0.005
Charge allélique JAK?2 11 (0.16-89.29) 0.32 (0.05-3.69) <0.001
V617F médiane, %

Evénements 78 (36) 1(11) 0.0019

thrombotiques au
diagnostic, n (%)

Tableau 15: Caractéristiques biologiques et cliniques des thrombocytémies essentielles

en fonction du profil mutationnel.
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Partie IV : Discussion

A. Objectif principal : Risque thrombotique et charge allélique JAK2 V617F

L’objectif principal de notre étude était de déterminer si la charge allélique JAK?2 avait
une influence sur le risque de thrombose au diagnostic et au suivi des patients JAK?2 positifs.
Nous avons fait une synthese des articles sur le lien entre le risque thrombotique et la charge

allélique JAK?2 présentés dans les tableaux suivants :
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Equipe et Revue Modeles Facteurs Risque thrombotique et charge allélique JAK2
statistiques confondant pris V617F pour la Polyglobulie de Vaquez
en compte
Au diagnostic Au suivi
Vannucchi et al | - Régression - Age, sexe, - Pas d’association entre | - Pas d’association
2007 (Blood) logistique ATCD de charge allélique JAK2 > | entre charge allélique
(58) multivariées thromboses, 50% et < 50% et le JAK2 > 50% et < 50%
- Kaplan Meier leucocytes (>15), | risque de thromboses au | et le risque de
Rétrospective, (Test Log Rank) hématocrite, diagnostic et au suivi thromboses au
n=323PV - Modeles de plaquettes, des PV (p > 0.05 log diagnostic et au suivi
COX multivariés | splénomégalie Rank) des PV (p > 0.05 log
Rank)
Tefferi et al - Tests non - Age, sexe, - Pas de différence
2006 (Cancer) paramétriques hémoglobine, significative entre
(69) (Mann Withney, | plaquettes, charge allélique JAK2
Retrospective, Kruskal Wallis) leucocytes >50% et < 50% et les Non étudié
n=63PV thromboses au
diagnostic dans les PV
(p=0.23)
Vannucchi et al | - Régression - Age, sexe, - Pas d’association entre | - RR thromboses au
2007 logistique hematocrite, charge allélique JAK2 suivi =7.1 (95% CI,
(Leukemia) (70) | multivariées leucocytes, compris entre 1-25%, 1.6-10.1), p =0.003)
Prospective, - Kaplan Meier plaquettes, LDH, | 25-50%, 50-75%, 75- chez les PV avec
n=173 PV (Test Log Rank) splénomégalie, 100% et le risque de charge allélique
type de traitement | thromboses au JAK2 > 75% par
(chimiothérapie) | diagnostic des PV rapport aux PV avec

charge allélique JAK2
<25%

Passamonti et al
2010

- Modeles de
COX multivariés

-Age, leucocytes
>11, plaquettes,

- Pas de différence
significative entre

- Pas de différence
significative entre

(Leukemia) (71) | - Kaplan Meier hémoglobine, charge allélique JAK2 charge allélique JAK2

Prospective, (Test Log Rank) ATCD de >50% et < 50% et les >50% et < 50% et les

n =338 PV thromboses, thromboses au thromboses au suivi

splénomégalie diagnostic dans les PV dans les PV (HR =1,

95% C10.9-1,p =
0.8)

Horvat 2019 - Tests non - Age, sexe, - RR thromboses

(Clinical paramétriques anomalie du bilan veineuse au suivi =

Lymphoma, (Mann Withney, | de thrombophilie, 19 (95%C10.4-9.3,p

Myeloma & Chi-deux) plaquettes, =0.03) chez PV >

Leukemia)(72) - Régression globules blancs, Non étudié 90.4% de charge

Prospective, logistique hémoglobine, allélique JAK2

n =258 multivariées FDRCV

134 TE

70 PV

Tableau 16 : Synthese des articles sur le risque thrombotique et la charge allélique
JAK2 V617F pour la PV uniquement
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Equipe et Revue Modeles Facteurs Risque thrombotique et charge allélique JAK2
statistiques confondants ou V617F pour la Thrombocytémie essentielle
covariables pris en Au diagnostic Au suivi
compte
Wolanskyj AP et al 2006 | - Modeles de - Age, Sexe, ATCD | - Pas de différence - Pas de différence
(Mayo Clinic COX de thromboses, significative entre significative entre
Proceedings) (73) multivariés leucocytes (>15 charge allélique JAK2 charge allélique
Rétrospective, - Kaplan Meier | G/L), FDRCV >50% et < 50% et les JAK2 >50% et <
n=322TE (Test Log Rank) thromboses au 50% et les
diagnostic dans les TE thromboses au suivi
dans les TE
Vannucchi et al 2007 - Régression - Age, sexe, ATCD | - Thromboses plus fréquentes au diagnostic et au
(Blood) (58) logistique de thromboses, suivi chez les TE homozygotes (>50%)
Rétrospective, multivariées leucocytes (>15 que chez les TE hétérozygotes (<50%) et les TE JAK?2
n=639TE - Kaplan Meier | G/L), hématocrite, sauvages. (HR =3.97,95%CI 1.34-11.7; p=0.013)
(Test Log Rank) | plaquettes, taille - Thromboses artérielles > thromboses veineuses au
- Modeles de rate diagnostic
COX - Autant de thromboses artérielles et de thromboses
multivariés veineuses au suivi
Antonioli 2008 Régression - Age, leucocytes, - Pas de différence significative
(Haematologica) (74) logistique hémoglobine, .
Rétrospective multivariée plaquettes entre la charge allélique et les
n=260TE thromboses totales au diagnostic
- Thromboses artérielles plus Non étudié
fréquente chez TE avec
charge allélique > 25% (RR=
3,95%CI 1.3-6.8, p=0.01).
De Stefano et al 2010 - Kaplan Meier | - Age, sexe, type de - Pas de différence
(Ann Hematology) (75) (Test Log Rank) | traitement, significative entre
Rétrospective, - Modeles de FDRCV, ATCD de charge allélique
n=143 TE COoX thromboses Non étudié JAK2 >50% et <
multivariés 50% et les
thromboses
récidivantes au suivi
dans les TE (HR=
2.94,95% C10.73-
11.78)
Zhao S 2016 - Régression - Age, sexe, - Thromboses
(International Journal of | logistique leucocytes, totales plus
Medical Science) (76) - Kaplan Meier | hémoglobine, taille fréquente chez TE
Rétrospective (Test Log Rank) | rate Non étudié avec charge
n=116TE - Modeles de allélique > 16.5%
n=54PV COX (HR =1,23,95%CI
multivariés 1.08-1.39, p= 0.02)
Horvat 2019 (Clinical - Tests non - Age, sexe, - Thromboses
Lymphoma, Myeloma & | paramétriques anomalie du bilan artérielles plus
Leukemia) (77) (Mann Withney, | de thrombophilie, fréquentes chez TE
Prospective, Chi-deux) plaquettes, globules Non étudié avec charge
n =258 - Régression blancs, allélique > 14.6 %
134 TE logistique hémoglobine, (RR=2.9,95%CI
70 PV multivariées FDRCV 1.2-6.8)

Tableau 17: Synthese des articles sur le risque thrombotique et la charge allélique pour la TE

uniquement
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Equipe et revue Modeles Covariables Risque thrombotique et charge allélique JAK2 pour les NMP
statistiques (TE et PV confondus)
Au diagnostic Au suivi

Carobbio et al - Modeles de | - Age, ATCD | Pas de différence Apres 5 ans : thromboses

2009 COX de thrombose, | significative entre charge (total = TA + TV) plus

(Experimental multivariés Leucocytes allélique JAK2 1-25%,26- | fréquente (TE + PV) a partir

Hematology) (78) | - Kaplan 50% et > 50% et la de JAK2 > 25% en analyse

Rétrospective, Meier (Test fréquence des thromboses multivariée (HR=1.74,

n =867 TE Log Rank) 95%CI 1.00- 3.5, p=0.01)

n=415PV

Borowczyk M et | - Régression | - Age, Sexe, - Charge allélique >20%

al 2015 logistiques ATCD de augmente le risque de TV

(Thrombosis multivariées | thromboses, en particulier le risque de

Research) (79) - Courbe leucocytes, thrombose veineuse Non étudié

Rétrospective ROC hémoglobine, | profonde au diagnostic

n=53PV hématocrite, (RR=7.4,95%CI 1.6-

n=114TE Plaquettes, 33.7,p = 0.004)

type de
traitement

Bertozi et al 2017 | - Modeles de | Age, - Charge allélique > 50 %

(Ann COX Hématocrite, - Pas de correlation entre la | augmente le risque de

Haematology)(80) | multivariés charge allélique et les thrombose (HR=3.58,

- Kaplan thromboses au diagnostic. 95%CI 1.42-9.03, p =0.007)

Rétrospective Meier (Test comparé a charge allélique <

n=121TE Log Rank) 25%

n=124 PV - Charge allélique > 75 %
augmente le risque de
thrombose (HR= 4.74,
95%CI 2.1-10.69, p = 0.0002)
comparé a charge allélique <
25%

Trifa Ap et al - Tests non - Age, Sexe, - Risque thrombotique

2018 (Bloods paramétrique | Leucocytes, (Thromboses totale= TA

cells molecules (Test exact FDRCV +TV) plus élevé au Non étudié

diseases) (81)

Rétrospective
n=316 PV
n =390 TE

de Fischer et
Mann
Withney)

diagnostic de NMP en
fonction de la charge
allélique (variable continu)

Tableau 18 : Synthése des articles sur le risque thrombotique et la charge allélique pour

les NMP en général
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Sur les 112 patients mutés JAK?2 étudiés et suivi jusqu’en mai 2018 (cf figure 1), nous
retrouvons un risque de récidives d’événements thrombotiques (thromboses artérielles et
veineuses) augmenté au dela de 25% de charge allélique JAK2 en analyse multivariée
(p=0.027). Ce résultat est en accord avec les articles de la littérature, (78) (80) étudiant la
survenue d’événements thrombotiques dans le suivi des NMP. L’étude de Carobbio (78)
montre un risque thrombotique total plus élevé a partir de 25% de charge allélique JAK2 chez
les TE et les PV confondus. L’équipe de Bertozzi (80) montre aussi qu’une charge allélique

supérieur a 50% dans les TE et PV augmente le risque de thrombose au suivi des patients.

Lorsque que nous nous intéressons précisément au suivi des PV, nos résultats ne
montrent pas de différence significative au risque de 5% en analyse multivariée. Nous
concluons seulement a une tendance a faire plus d’événements thrombotiques au cours du
temps chez les PV avec plus de 25% de charge allélique. Concernant les PV étudiées seules,
les résultats des études dans la littérature (58), (69), (70), (71), (72) sont tres hétérogenes sur
la question. L’étude prospective de Vannucchi (70) sur 173 PV conclue a un risque
thrombotique plus important chez les patients avec une charge allélique > 75% par rapport a
ceux ayant une charge allélique < 25%. Mais 1’étude prospective de Passamonti sur 338 PV
(71) ne montre pas de différence significative entre la charge allélique JAK2 > 50% et la
charge allélique JAK2 < 50%. De plus deux autres €tudes rétrospectives (58) (69) viennent
controverser nos résultats puisque qu’elles ne montrent aucune différence significative entre
la charge allélique et le risque thrombotique des PV.

Ces résultats contradictoires peuvent s’expliquer par des différences entre : le nombre
de patients, les techniques de PCR, les traitements utilis€s, les modeles statistiques employés

et par les covariables prises en compte qui sont tres disparates entre les études.

Nous n’avons pas pu évaluer le risque thrombotique chez les TE et les MFP. Dans la
TE, la charge allélique semble plus facilement étre associée a une augmentation des
thromboses artérielles au diagnostic et des thromboses veineuses et artérielles récidivantes
(58), (74), (76), (77). Seule 2 études (73), (75) ne retrouve pas de différence significative

entre la charge allélique et le risque thrombotique au diagnostic et au suivi des TE.

Dans la MFP, nous pouvons difficilement répondre a la question du lien charge

allélique/thrombose en raison des rares publications. Notre faible effectif ne nous a pas permis
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de répondre a la question. Seule une étude Barbui (22) a montré que la présence de la
mutation JAK?2 était indépendamment associée a une incidence accrue de thromboses.

Nous pouvons toutefois affirmer par nos résultats, que la plupart des PV qui ont
évolué en myélofibrose secondaire avaient toutes une charge allélique élevée au dela de 50%
et significativement différente de la charge allélique des PV qui n’avaient pas évolué en
myélofibrose secondaire. Ce résultat est en accord avec Vanucchi (58) et Bertozi (80) qui ont
confirmé que les PV avec une charge allélique > 75% voir > 50% avaient un risque jusqu’a 8
fois plus important de développer une myélofibrose secondaire. Une étude récente (82) a
montré que les patients TE et les patients en myélofibrose précoce avec une charge allélique >
50% avaient un risque plus important de transformation en myélofibrose secondaire

(HR=3.04, 95%Cl1=1.3-6.7).

Sur les 397 patients diagnostiqués entre 2011 et 2018, les résultats ne montrent pas de
différence significative sur le risque thrombotique et la charge allélique JAK?2 au diagnostic.
Seule I’étude de Carobbio (78) sur 867 TE et 415 PV vient conforter nos résultats puisque les
auteurs ne trouvent pas de différence significative entre la charge allélique et la fréquence des

thromboses au diagnostic.

Dans notre étude, nous remarquons qu’au diagnostic, la charge allélique JAK?2 n’est
pas associée au risque thrombotique contrairement au suivi ou elle représente un facteur de
risque de récidive a partir de 25%. Nous pouvons émettre plusieurs hypothéses a cette

discordance :

Premierement la forte sensibilité de notre méthode proche de 0,1% nous permet de
diagnostiquer des patients faiblement positifs ce qui induit un diagnostic tres précoce de la
maladie. En effet 7,7% des patients de notre cohorte (groupe des thromboses isolées) ont une
médiane a 0.79% de charge allélique JAK2. Ni la charge allélique ni 1’age ne sont associés a
la gravité de la thrombose puisque 1’on observe dans notre cohorte que, 54% des thromboses
veineuses cérébrales ont une charge allélique < 3% et que 23% des thromboses veineuses
splanchniques ont une charge allélique <3%. De plus une charge allélique <3% est difficile a
interpréter d’un point de vue clinique. On peut supposer que des facteurs génétiques en plus
de la faible charge allélique mutationnelle JAK2 soient nécessaires au développement
biologique du NMP. Par ailleurs la mutation JAK?2 seule, serait suffisante pour augmenter le

risque thrombotique via d’autres mécanismes soutenus par certains auteurs (83) (84) comme
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les cellules endothéliales qui portent la mutation JAK2 V617F et pourraient jouer un role

nouveau dans la physiopathologie de la thrombose.

D’autres études récentes (85) (86) ont démontré que des mutations somatiques
clonales comme JAK2 V617F, peuvent étre présentes dans le sang d'individus en bonne santé,
c’est ce que nous appellons les « CHIP » ou hématopoiese clonale de potentiel indéterminé.
L’équipe de Wolach et al (38) ont examiné l'association entre une CHIP JAK2 V617F
positive et les thromboses veineuses dans une cohorte comprenant des patients schizophrénes
et des témoins en bonne santé. Les patients avec CHIP associé a la mutation JAK2 V617F
étaient associ€s de maniere significative a des événements thrombotiques veineux notamment
des thromboses veineuses profondes et des embolies pulmonaires, survenus dans 25% des
cas. De méme dans les CHIP, les mutations JAK2 entraine un risque de coronaropathie
accrue, malgré I’absence du phénotype biologique du NMP (87). Ces résultats vont dans notre
sens et suggerent que les mutations JAK2 V617F, méme a faible charge allélique et en

'absence de signes de la NMP sont associées a un risque élevé d'événements thrombotiques.

Avec I’apport de techniques de type « Next Generation Sequencing » et de micro
puces a ADN, un nombre croissant d’anomalies génétiques a €té identifié dans des geénes
distincts de JAK?2 chez les patients NMP et qui pourrait expliqué en partie I’hétérogénéité de
ces maladies. Elles sont également retrouvées dans d’autres hémopathies malignes (SMD,
LAM). Ces mutations touchent les régulateurs épigénétiques (TET2, IDH1/2, ASLX1, EZH2,
DNMT3A), d’épissage (SF3B1, SRSF2, U2AF1) ou des facteurs transcriptionnels (P53,
RUNXI1, ETV6). Ces mutations supplémentaires peuvent induire sur la sévérité et la
transformation de la maladie comme EZH2, ASXL1, SRSF2 ou IDH1/2 et peuvent aussi
favoriser la progression de la TE ou la MF (88). Des études sont en cours pour comprendre
comment ces mutations cooperent pour favoriser le développement d’une NMP.

Plus récemment JAK2 V617F a pu étre identifié chez des sujets non atteints a une
fréquence de 0,2% (89). Les auteurs soutiennent que la prévalence de I'hématopoiese clonale
JAK2 V617F parmi les témoins représente probablement une combinaison de personnes ayant
un NMP non diagnostiqué, des personnes pouvant développer une futur NMP, et d’autres qui

ne développeront jamais un trouble hématologique.
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A notre connaissance, pour répondre a la question du lien entre charge allélique/
thromboses récidivantes, aucune étude n’a étudié conjointement les patients avec thromboses
JAK?2 isolées et les NMP classiques. D’apres nos résultats la charge allélique JAK2 > 25%

représente un facteur de risque de récidives thrombotiques selon les arguments suivants :

Premierement, la charge allélique est le seul facteur de risque de récidive retrouvé
dans notre étude parmi 1’age, le sexe, le traitement cytoréducteur, les facteurs de risques
cardiovasculaires, le traitement par kardegic® (anticoagulants non pris en compte) et le type
de NMP. Selon nos résultats, une forte charge allélique dans les TE et les PV est corrélée a
une myélopoiese plus importante induisant une hyperleucocytose ce qui est en accord avec
Vannucchi (90) ; cette hyperleucocytose étant un facteur de risque de thrombose artérielle

dans la TE (21).

Deuxieémement, les thromboses récidivantes avec une charge allélique > 25%
pourraient €tre liées a un mauvais contréle du traitement cytoreducteur. D’apres 1’étude de De
Stephano (35), les patients TE et PV ont présenté un risque de récidives thrombotiques
supérieur a 40% chez ceux qui avaient un traitement cytoréducteur mal équilibré. De plus,
d’apres Vannucchi (58), une forte charge allélique dans les TE et les PV est corrélée a des
perturbations plus importante de la NFS (notamment de 1’hyperleucocytose) au suivi malgré
le traitement cytoréducteur. On peut donc supposer dans notre population JAK2 >25% que
ces anomalies persistent au suivi, méme sous traitement cytoréducteur et qu’elles pourraient

contribuer, conjointement a une forte charge allélique au développement d’une thrombose.

B. Objectifs Secondaires:

1. Etude des facteurs de risque de thrombose

Le tabac et les plaquettes < 450G/L sont des facteurs prédictifs de thrombose retrouvés
au diagnostic des NMP dans notre étude. Le tabac est un facteur de risque cardiovasculaire de
thrombose artérielle décrit dans les NMP par certains auteurs (21). Plusieurs équipes dont
Landolfi (50) et Tefferi (91) ont montré que la thrombocytose n’est pas considérée comme un

facteur de risque de thrombose. Nos résultats vont dans le méme sens que Gugliotta (92) qui

80



observe que la fréquence de thromboses était significativement supérieure chez les patients
présentant un taux de plaquette < 700 G/L par rapport a ceux >700 G/L. Pris séparément, la
TE et la PV présentent des facteurs de risques différents en fonction des thromboses
artérielles et veineuses.

Le sexe masculin, la leucocytose >11 G/L et I’hypertension artérielle ont été identifiés
comme des facteurs de risques de thromboses artérielles dans la TE et pas dans la PV. Ces
résultats sont en accord avec 1’étude de Carobbio sur 891 TE (21). La différence entre les
facteurs de risques pour les thromboses artérielles et veineuses est liée a un role spécifique de
la leucocytose et des marqueurs inflammatoires dans les arteres. La présence de facteurs de
risques cardiovasculaires et I’hyperleucocytose dans la TE doivent étre pris en compte et une

approche thérapeutique plus agressive pourrait étre envisagée.

2. Etude des thromboses veineuses cérébrales et embolies pulmonaires

Nous avons voulu déterminer en seconde partie d’étude, la fréquence de la mutation
JAK2 V617F sur toutes les TVC et embolies pulmonaires adressées au laboratoire entre 2017
a 2018. Nous retrouvons une fréquence de la mutation JAK2 de 15% sur les TVC. Notre
fréquence a ’APHM est élevée comparé a la littérature, rapportant derniérement une
prévalence de 5,6% (33). Cette différence peut s’expliquer par notre faible effectif. Puis par la
sensibilité de notre technique qui est de 0,1% alors que celle utilisée par Lamy (33) sur les
thromboses veineuses cérébrales est de 1%. Les outils moléculaires que nous utilisons sont
également différents des autres auteurs (techniques commerciales/maisons, amorces sens et
anti-sens différentes, gene de ménage différent).

La fréquence de la mutation JAK2 atteint 13,6% pour les embolies pulmonaires. Ce
chiffre nous interpelle car la majorité des études étudiant cette question rapporte une
prévalence de moins de 2%. Une hypotheése pourrait étre en plus de la forte sensibilité de
notre méthode, la sélection des patients par les différents services spécialisés de 1’APHM
(médecine interne, centre de thrombophilie, service de neurovasculaire) qui demandent une
recherche de mutation JAK2 chez des cas ou la thrombose serait inexpliquée par les autres

facteurs de risques.

Un de nos objectifs secondaires €tait de détecter un sous groupe de patients a risque

d’étre porteur de la mutation JAK2 V617F. Nous avons comparé les caractéristiques cliniques
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et biologiques de deux groupes de patients atteints de TVC (I’un JAK?2 positif sans NMP
définis, ’autre JAK2 négatif) et de deux groupes de patients atteints d’embolies pulmonaires
(’'un JAK?2 positif sans NMP définis, 1’autre JAK2 négatif). Nos résultats montrent plus de
thromboses veineuses chez les TVC JAK2 positifs sans NMP définis par rapport aux TVC
JAK2 négatifs. Ce résultat rejoint ceux de Martinelli (94) qui montre que les NMP avec TVC
sont exposées a un nombre plus important de thromboses veineuses par rapport aux NMP
avec thromboses extra-cérébrales.

La haute fréquence observée et le risque élevé de thromboses veineuses justifie un
dépistage systématique JAK2 chez tous les patients atteints de thromboses veineuses

cérébrales méme en 1’absence de signes biologiques évidents de NMP.

Dans les TVC et les EP JAK2 mutés sans NMP définis, nous n’avions pas retrouvé de
différence significative sur les anomalies du bilan de thrombophilie par rapport aux groupes
des TVC et des EP JAK?2 négatif. Ce résultat est en accord avec Colaizzo (93) et Martinelli
(94) qui ont montré que les anomalies du bilan de thrombophilie retrouvées chez les patients
NMP sont moins fréquentes que ceux de la population générale. Bien que des facteurs de
risques thrombophiliques peuvent se rajouter augmentant le risque de récidive, leurs
prévalences sont plus élevées chez les patients non NMP suggérant une pathogénese

différente dans ce contexte.

3. Etudes des patients TE doubles positifs

Enfin une faible proportion de patients TE sont doubles mutées JAK2 /MPL ou
JAK2/CALR. Sur un plan biologique nous remarquons que ces doubles mutants ont un taux
de plaquette significativement plus élevé que les TE JAK2 seul. Au niveau clinique, les
événements thrombotiques des TE doubles mutés sont significativement moins fréquents que
les TE mutés JAK2 seul.

Récemment de rares cas de doubles mutations JAK2/CALR et JAK2/MPL ont été
rapporté dans la littérature. Des cas de co-mutations JAK2 V617F/CALR ont été signalés
dans quelques cas de NMP et la fréquence est généralement inférieure a 1%. Cependant une
étude de 2015 étudiant 91 TE par technique HRM rapporte une fréquence de 6,8% de TE
JAK2 V617F associée a la mutation CALRdel (95). De plus les auteurs rapporte que les
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patients TE doubles mutées JAK2/ CALR ont été associées a un groupe d’age plus élevé et a
des événements thrombotiques artérielle plus important apres le diagnostic.
Des mutations coexistantes de JAK2 V617F / MPL et de JAK2 V6I7F / JAKJ exon-

12 ont déja été rapportées. Cependant, la fréquence de ces mutations coexistantes et le fond

génétique (charge en alleles JAK2 V617F) qui leur est associé n’ont pas été bien étudiés.
Nussenzveig et al (96) rapportent une fréquence de 2,9% de mutations coexistantes chez les
patients présentant une charge allélique JAK2 V617F faible (<12%). Les auteurs n’ont

cependant pas relevé les renseignements cliniques de ces patients.

Une étude récente menée en 2016 dans le service du Professeur Gabert de Biologie
moléculaire a I’hopital Nord a été faite sur le sujet (97). Parmi les 164 cas incluent dans la
cohorte, la mutation JAK2 V617F était associée aux mutations CALR (n = 4) et MPL (n = 4)
chez 8 des 103 patients atteints de TE. Ces cas portaient une charge allélique JAK2 V617F
<4% et un nombre de plaquettes nettement plus élevé par rapport aux patients a mutation
unique JAK2 V617F (p<0,001) et CALR (p = 0,001). Les résultats de cette étude plaident en
faveur de la coexistence de mutations des génes JAK2, CALR et MPL dans les NMP et
suggerent que les geénes CALR et MPL devraient étre analysés non seulement chez les
patients JAK?2 négatifs, mais également chez les patients a faible charge allélique JAK2
V617F ce qui est fait au laboratoire depuis 2016.

La présence de ces co-mutations définit un sous-groupe spécifique de patients
nécessitant des études supplémentaires pour savoir s’ils présentent ou non un risque plus

important d’événements thrombotiques.
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C. Limites de I’étude

Notre étude comporte plusieurs limites.

En premier lieu nos résultats sur la comparaison entre les TVC JAK2 positif isolés et
les TVC JAK2 négatif manquent de puissance statistique en raison du faible nombre de
patients. Il faudrait faire une étude sur un plus grand échantillon et calculer la prévalence sur

plusieurs années pour pouvoir vérifier nos résultats.

Deuxieémement, d’un point de vue méthodologique nous nous sommes intéressés au
suivi, aux thromboses récidivantes uniquement et nous n’avons pas pris en compte toute les
covariables possibles au moment d’une thrombose survenant au suivi comme les
anticoagulants (AOD, AVK), la numération formule sanguine (notamment la persistance
d’une hyperleucocytose sous traitement cytoréducteurs), le bilan de thrombophilie, la
présence d’autres facteurs de risques de thromboses (maladies auto-immunes, autres types de
cancers, chirurgies programmeées...).

Nous avons aussi choisi de confondre les thromboses aux antécédents de moins de 3
ans avec les thromboses au diagnostic ce qui peut surestimés nos résultats.

De plus, le suivi était incomplet pour certains patients ce qui peut réduire la puissance

statistique de notre analyse.
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Conclusion

Notre étude rétrospective visait principalement a évaluer si la charge allélique était un
facteur de risque thrombotique. Nous avons retrouvé, un risque d’événements thrombotiques

récidivants augmenté, au dela de 25% de charge allélique JAK?2 au suivi des patients.

Au dela du rdole de la mutation JAK2 V617F dans le diagnostic des néoplasies
myéloprolifératives, les résultats de notre étude pourraient fournir des informations
pronostiques intéressantes, chez les patients ayant eu un événement thrombotique initial, en
particulier lorsque la charge allélique JAK2 dépasse les 25%. La charge allélique JAK2
pourraient €tre considérée, en plus de 1’age et des antécédents de thromboses, comme un
indicateur pronostique supplémentaire a la fois sur les thromboses récidivantes mais aussi sur
la transformation en myélofibrose secondaire. Elle pourrait €tre une variable candidate pour
améliorer la stratification des patients par exemple, pour la conception de futurs essais
cliniques sur un traitement anti-JAK2. La gestion de la prophylaxie secondaire
antithrombotique chez les patients avec une charge allélique > 25% mérite d’€tre étudié. Nous
pouvons ajouter que la signification clinique d’une faible charge allélique JAK2 < 4% n’est

pas complétement connue de nos jours.

Il convient de souligner que chaque sous-type de NMP a ses facteurs de risque
spécifiques, impliquant une pathogenese différente. L’influence de certains facteurs de
risques, comme la leucocytose ou les facteurs de risques cardiovasculaires sur 1’apparition
d’une thrombose artérielle, doit étre pris en compte dans la TE. Des études multicentriques
plus importantes, sur la prévalence de la mutation JAK2 V617F, chez les patients présentant
des thromboses non splanchniques avec ou sans NMP, sont nécessaires afin de confirmer nos
résultats et d’intégrer la mutation JAK?2, dans le bilan diagnostique de routine de la maladie

thrombo-embolique veineuse et artérielle.
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