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Je dédie cette thèse à ma mère 
 
 
 
 

 
 

 

 

Because you have so little faith. Truly, I tell you, if you have 

faith like a grain of mustard seed, you can say to this moun-

tain, ‘Move from here to there,’ and it will move. Nothing will 

be impossible for you 

 
 
 
 
 
 

-Jesus- 
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Chapitre I. Les leucémies 

I.1.  Physiopathologie des leucémies 

Les leucémies sont découvertes pour la première fois par Rodolf Virchow au 

milieu des années 1800. Virchow a adopté le vocabulaire « white blood » pour décrire 

cette masse de cellules incolores de taille variable localisées dans les vaisseaux san-

guins (1,2). Avec le temps, la physiopathologie des leucémies est devenue plus pré-

cise. Les cellules souches hématopoïétiques ou leurs progéniteurs vont se transformer 

en cellules initiatrices de leucémies suite à des mutations qui déclenchent leur prolifé-

ration non contrôlée et leur malignité. L’organisation mondiale de la santé (OMS) clas-

sifie les différents types de leucémies selon des critères cliniques, morphologiques et 

cytogénétiques ainsi qu’immunophénotypiques et génétiques-moléculaires (3,4) (Fi-

gure 1). Il y a quatre grandes catégories de leucémies : 

• La leucémie myéloïde aiguë (LMA) 

• La leucémie lymphoïde aiguë (LLA) 

• La leucémie myéloïde chronique (LMC) 

• La leucémie lymphoïde chronique (LLC) 

Les leucémies myéloïdes sont induites par des mutations dans les cellules 

souches hématopoïétiques ou les progéniteurs ce qui les dévie de la voie normale de 

différenciation qui génère les mégacaryocytes, les érythroblastes, les basophiles, les 

éosinophiles, les neutrophiles et les monocytes. Il y a deux types de leucémies myé-

loïdes qui se distinguent par leur degré d’évolution et leur profil génétique :  

• Les LMA à évolution rapide  

• Les LMC à évolution lente qui pourraient se transformer ou non en LMA 

(4) 

Pour la suite de cette partie, on va aborder en détail les LMAs sur lesquelles 

notre étude est centrée. 
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Figure 1 : transformation maligne des cellules souches hématopoïétiques et leurs 

progéniteurs myéloïdes-lymphoïdes en cellules cancéreuses. 
 Source : Cleveland Clinic, 2019. 

 

I.2. Les leucémies myéloïdes aiguës (LMA) 

Les LMAs se développent suite à l’accumulation des mutations dans les cellules 

souches hématopoïétiques et/ou leurs progéniteurs qui génèrent les lignées myéloïdes 

dans la zone médullaire de la moelle osseuse. Ces cellules initiatrices des leucémies 

vont s’auto-renouveler pour donner une expansion clonale qui envahit la moelle os-

seuse. Cliniquement pour identifier les leucémies aiguës, le myélogramme doit comp-

ter un pourcentage de blastes supérieur à 20%. Les blastes pourraient s’infiltrer par la 

suite dans les vaisseaux sanguins et la zone extra-médullaire (5). L’incidence de LMA 

augmente avec l’âge notamment les pics sont observés chez les enfants de moins de 

9 ans et les personnes âgées de plus de 65 ans. En général, la fréquence des leucé-

mies constitue 15 à 20% des leucémies aiguës et reste rare par comparaison avec les 

autres types de cancer (6). La survie et la prolifération des blastes sont maintenues 

par des mutations et des réarrangements chromosomiques qui sont divisés en trois 

classes. La classe I affecte la transduction du signal des cellules. Les gènes affectés 

sont des proto-oncogènes et des suppresseurs de tumeurs qui n’altèrent pas la diffé-

renciation tels que la tyrosine-protéine phosphatase PTPN11, le récepteur tyrosine 

kinase FLT3 et les proto-oncogènes N- et K-RAS, et un transcrit rare de la fusion des 

gènes BCR/ABL responsable de l’initiation des LMC. La classe II altère la différencia-
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tion par exemple le facteur de transcription CEBPA qui module l’expression des gènes 

codant des protéines responsables de la maturation des cellules granulocytaires. La 

classe III constituent les mutations des régulateurs épigénétiques (7). Ces mutations 

pourraient être induites par des rayonnements ionisants, des médicaments anticancé-

reux (agents alkylants, inhibiteurs de la topoisomérase), des agents chimiques (ben-

zène, tabagisme) ou la présence de maladies hématologiques non malignes (syn-

dromes myélodysplasiques, syndromes myéloproliferatifs, aplasie médullaire. Les fac-

teurs génétiques (la trisomie 21, l’anémie de Fanconi, le syndrome de Bloom, le syn-

drome de Li-Fraumeni) sont considérés comme un risque élevé pour induire les LMAs. 

Dans de nombreux cas, les LMAs sont induites comme un effet secondaire du traite-

ment chimiothérapeutique d’un premier cancer (4). Ces mutations sont induites dans 

les cellules de la lignée myéloïde en différents stades de la différenciation. Cette hé-

térogénéité crée un profil génétique-moléculaire complexe (5). 

I.3. Classification  

Historiquement, les classifications des LMAs ont évolué avec la progression des 

techniques de diagnostic. En 1985, le premier système de classification est établi par 

le FAB (French-American-British Cooperative Group) (Tableau 1). La classification de 

FAB se base sur les critères morphologiques et cytochimiques. La cytochimie détecte 

l’activité enzymatique caractéristique dans les blastes notamment l’activité MPO (myé-

loperoxidase) et d’estérase non spécifique (naphtyle acétate estérase). Apparemment 

cette classification ne représente et ne caractérise pas tous les types de LMAs. Avec 

l’hétérogénéité des populations des cellules souches initiatrices, les LMAs sont regrou-

pées dès blastes non différenciés (M0) immatures jusqu’aux leucémies aiguës méga-

caryoblastiques différenciées (M7) (4). En 2008, l’organisation mondiale de la santé 

(OMS) a fait une mise à jour de la classification encienne en 1999 des néoplasmes 

myéloïdes et de leucémies aiguës myéloïdes qui englobe de nouveaux types selon 

des critères immunophénotypiques, cytogénétiques et génétiques-moléculaires. Cette 

version de 2008 a suivi une révision en 2016 pour la partie concernant les leucémies 

myéloïdes aiguës (Tableau 2) (3). Les critères cytogénétiques détectent les aberra-

tions chromosomiques (fusions des gènes, translocations) en analysant le caryotype 

par la technique de FISH (3,4). Les analyses de génétique moléculaire ciblent les mu-

tations et les modifications épigénétiques aux niveaux de l’ADN. Ces techniques ont 
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permis de détecter la présence de plusieurs anomalies dans un même type de leucé-

mies (6,7). Avec l’âge, l’incidence des leucémies augmente. Le pronostic est beaucoup 

plus grave chez l’adulte entre 18 et 60 ans que chez l’enfant de moins de 18 ans. Le 

risque d’apparition des LMAs secondaires est plus grand chez les adultes (17% contre 

1% chez les enfants). En revanche, l’apparition de novo de LMA ainsi que le taux des 

anomalies qui touchent le caryotype sont plus élevés chez les enfants (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Taux de mortalité en excès (en nombre de décès par personne-année) (a) 

et survie nette (b) selon le temps despuis le diagnostic pour différents âges, hommes 

et femmes ensemble- Leucémies Myéloïdes Aiguës (2010-2015 ; en France Métro-

politaine). 

Source : Institut National de Cancer, 2020 

Figure 3 : Survie nette à 1 et 5 ans selon l’âges au diagnostic avec intervalle de con-

fiance à 95%, hommes et femmes ensemble- Leucémies Myéloïdes Aiguës (2010-

2015 ; en France Métropolitaine).  

Source : Institut National de Cancer, 2020 
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Tableau 1 : classification des Leucémies Aiguës Myéloïdes (LMA) selon des critères morphologiques et cytochimiques par le FAB 

(French-American-British Cooperative Group) en 1985. 

MPO : myélopéroxidase myéloperoxidase ; EST : esterase estérase non spécifique (naphtyle acétate esteraseestérase) ; PAS 

(acide periodique-Shiff) (4) 
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Tableau 2 : classification des LMAs selon l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) 

en 2016 (3). 
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I.4. Traitement 

Les stratégies de traitement des LMAs varient selon les résultats de diagnostics 

de chaque patient. L’âge et les profils cytogénétiques, cytochimiques et de génétique 

moléculaire vont déterminer le protocole de traitement. Cliniquement, les phases thé-

rapeutiques commencent par le traitement d’induction. Les patients vont recevoir des 

cycles de doses élevées d’anthracyclines (daunorubicine, idarubicine, acarubicine) et 

de cytarabine (AraC). L’induction aboutit à la rémission complète (RC) caractérisée 

par la normalisation du nombre de cellules leucémiques ou blastes au-dessous de 1010 

cellules observées par myélogramme. La normalisation sanguine se traduit par la res-

tauration de l’activité normale de la moelle osseuse et l’hématopoïèse normale (4,5,8). 

Une double induction est possible chez les patients de moins de 60 ans pour assurer 

une RC (4). Selon les résultats cliniques, l’augmentation de doses d’anthracyclines 

augmente et accélère la RC. Le taux de survie est de 60-85% chez les patients de 

moins de 60 ans et de 40-60% chez les patients de 60 ans et plus. En revanche, 

l’accumulation des doses d’anthracyclines dans l’organisme au-dessus de 300 mg/m2 

cause une cardiototoxicité tardive très grave principalement chez les enfants et les 

personnes de plus de 70 ans (5,8). Au terme des résultats de l’induction, une stratifi-

cation au niveau des types d’anomalies de caryotype sera faite pour les sujets de 

moins de 65 ans pour définir les protocoles obligatoires de traitement de consolidation. 

Si les risques sont favorables, la chimiothérapie par dose élevée de cytarabine est 

appliquée à court-terme pour garantir la RC avec un taux de survie de 50% après 5 

ans. Les personnes âgées pourraient éviter ces cycles de chimiothérapie intensive si 

leurs profils cytogénétiques sont favorables mais ce n’est pas toujours le cas puisque 

généralement ces sujets ont des pronostics défavorables, des états cliniques altérés, 

et résistent à la chimiothérapie. Les adultes avec des risques intermédiaires, défavo-

rables ou en seconde rémission, vont passer au traitement d’intensification. Dans ces 

phases, les allogreffes sont conseillées en tenant compte des faibles probabilités de 

rechute et l’augmentation de l’espérance de vie des patients sur le long terme. Le dé-

savantage majeur de cette technique est le taux de mortalité élevé. Les sujets âgés 

de plus de 60 ans ne supportent pas les transplantations de cellules souches hémato-

poïétiques (TCSH). Les traitements d’entretien avec des doses faibles de cytarabine 

sont fortement conseillés dans leur cas avec un taux de survie de 15 à 25% (4,5) 

(Figure 4).  
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Récemment, la thérapie de différenciation est adoptée dans les essais cliniques pour 

vaincre les effets secondaires des chimiothérapies. Actuellement, des substances na-

turelles sont en cours de développement comme l’acide valproïque (Depakene® ; 

Stavzor®), inhibiteur des histones désacétylases (9,10). 

 

 

Figure 4 : stratégies de traitement des Leucémies Myéloïdes Aiguës (4). 
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Chapitre II. La thérapie de différenciation 

Selon Weinberg et Hanahan, les cellules cancéreuses sont caractérisées par 

leur prolifération non contrôlée suite à l’accumulation des mutations et des arrange-

ments chromosomiques. L’hétérogénéité des populations dans la masse tumorale 

crée une variation de la sensibilité vis-à-vis les agents de chimiothérapie. Cette capa-

cité de résistance contre la mort cellulaire crée des récidives qui développent des can-

cers plus malins et diminuent l’espérance de vie des patients. La thérapie traditionnelle 

consiste à induire la mort des cellules par cytotoxicité. La sélectivité des molécules 

cytotoxiques reste faible car les cellules saines de l’environnement tumoral sont gra-

vement touchées (11). 

Actuellement, la thérapie de différenciation est un nouveau concept de traite-

ment qui pourrait pallier la faible efficacité des méthodes traditionnelles en réactivant 

la différenciation bloquée lors de la transformation des cellules (12). Des substances 

naturelles ainsi que synthétiques ont montré leurs effets sur un large panel de lignées 

cancéreuses issues de leucémies (13), de cancer ovarien (14), de glioblastome (15), 

d’osteosarcome (16), d’hépatocarcinome (17), de cancer nasopharyngé (18). 

Chez les sujets leucémiques le degré de toxicité des organes ainsi que la vari-

abilité des bilans thérapeutiques varient selon leur âge et leur état clinique. Des études 

fondamentales et des essais cliniques montrent que la combinaison de molécules chi-

mio-thérapeutiques avec des agents différenciants réduit les effets secondaires sur les 

patients et améliore leurs pronostics sur le long-terme (19). 

II.1. Induction de la différenciation par des molécules chimiques : 

Bien que la chimiothérapie vise principalement à induire la cytotoxicité cellulaire, 

une partie de molécules peuvent aussi induire la différenciation des cellules leucé-

miques. La famille des esters de phorbol (PMA et TPA) (Figure 5)  est composée 

d’agents promoteurs de développement tumoral (20). Depuis une trentaine d’années, 

les travaux de recherche ont découvert la capacité de ces agents à induire la différen-

ciation des lignées leucémiques. En 1991, Lee et al. ont vérifié que le PMA induisait la 

différenciation monocytaire ou myélocytaire des cellules HL-60 en activant la PKC 

(Protéine Kinase C). Également, le PMA induit la différenciation monocytaire de la li-

gnée monocytoide U-937 (21,22). La différenciation mégacaryocytaire des lignées cel-
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lulaires K562, Meg-01, et HEL est induite rapidement suite au traitement par le PMA. 

Les principales voies de signalisation impliquées sont la voie MEK/MAPK/ERK,  la voie 

de l’AMPc et la voie PKCß (23–25). Le 5-azacytidine est un traitement anticancéreux 

qui inhibe la méthylation de l’ADN. Cette hypo-méthylation des régions promotrices 

active l’expression des gènes suppresseurs de tumeurs (26). Le 5-azacytidine est 

connu pour l’induction de la différenciation des lignées monoblastiques et myéloblas-

tiques aiguës (26,27). Actuellement la combinaison entre cette molécule et la vitamine 

D3 donne des résultats prometteurs (28). Zebularine est un anticancéreux inhibiteur 

de méthyle transférase. Le traitement des cellules NB4 (Leucémie Aiguë Promyélocy-

taire) et KG1(Leucémies Aiguës Myéloïdes) par la combinaison acide rétinoïque + ze-

bularine renforce la différenciation granulocytaire de ces lignées. Le trioxyde d’arsenic 

(ATO) (Figure 5) induit la différenciation promyélocytaire (29). Des études sur les li-

gnées promyélocytiques HL-60 et NB4 montrent que l’effet de l’ATO seul ou en com-

binaison avec l’acide rétinoïque renforce et stabilise cette différenciation. L’ATO active 

le HMGB1 (high-mobility group box 1) responsable de la modification de la conforma-

tion de l’ADN pour activer l’expression des gènes de la différenciation cellulaire (30). 

Une autre étude montre que la combinaison entre le gefitinibe, un inhibiteur du récep-

teur à l’EGF avec l’ATO sensibilise et accélère la différenciation des cellules APL 

(Acute Promyélocytic Leukemia), des cellules NB4 en activant la voie ERK (31). Le 3- 

deazauridine est un inhibiteur de la synthèse de l’ADN. La combinaison entre cette 

molécule et l’acide rétinoïque induit la différenciation granulocytaire des cellules HL-

60 (32). La staurosporine, inhibiteur de la PKC, est un inducteur de l’apoptose. La 

staurosporine induit également la différenciation mégacaryocytaire des cellules HEL 

et K562 via l’activation de la voie JAK/Stat3 (33). 

Récemment, l’agence fédérale américaine des produits alimentaires et médica-

menteux (FDA) a approuvé deux classes de médicaments qui pourraient induire la 

différenciation chez les sujets leucémiques. La première classe appartient aux inhibi-

teurs d’IDH1/2 (isocitrate déhydrogénase), une enzyme de cycle de Krebz. Les études 

cliniques sur les patients de LMA déclarèrent que seulement 11% des patients traités 

par ivosidenib, inhibiteur d’IDH1/2 muté, ont montré des aspects de la différenciation 

des blastes. D’un autre côté, la deuxième classe correspond aux inhibiteurs des FLT3 

(FMS-like tyrosine kinase 3). C’est un récepteur de tyrosine kinase muté chez 30% 

des patients de LMA. Deux inhibiteurs de FLT3 muté, gilteritinib and quizartinib, 
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sont approuvés cliniquement pour leur capacité d’induire la différenciation des blastes 

LMA. 

Dans la phase préclinique, des nombreuses molécules inhibitrices des enzymes 

épigénétiques sont considérées comme des cibles thérapeutiques potentielles des 

LMAs. On cite parmi eux : ORY-1001 (inhibiteur de KDM1A), EPZ004777 (inhibiteur 

de DOT1L) et OTX015 (Bromodomain and extra terminal (BET) family of protéines). 

Ces molécules ont montré leur capacité d’induire la différenciation des LMA in vi-

tro et in vivo. Par contre, durant la phase clinique, les résultats sont décevants vu 

qu’aucune molécule n'a présenté une activité anti-leucémique efficace en monothéra-

pie. 

II.2. Induction de la différenciation par des molécules naturelles : 

La thérapie conventionnelle induit des nombreux effets indésirables aux sujets 

leucémiques. L’utilisation des substances naturelles dans la thérapie de différenciation 

présente un avantage par rapport aux substances synthétiques. L’acide rétinoïque 

(AR) (Figure 5), une substance naturelle dérivée de vitamine A, fait partie des subs-

tances les plus utilisées. Ces petites molécules ou leurs analogues vont se fixer sur 

des récepteurs nucléaires de l’acide rétinoïque nommés RAR et RXR. Ces deux ré-

cepteurs forment normalement et obligatoirement des hétérodimères qui jouent le rôle 

de facteurs de transcription. Les gènes régulés par ces protéines sont responsables 

de la différenciation et de la prolifération cellulaire. 95% des cellules de leucémies 

promyélocytaires aiguës (APL) sont caractérisées par la translocation réciproque t 

(15;17) dont le résultat est la fusion de gène de récepteurs des acides rétinoïques avec 

le gène de corps nucléaires PML (leucémies promyélocytaires) pour donner la protéine 

de fusion PML-RARα. La protéine de fusion PML-RARα est un oncogène qui réprime 

l’expression des gènes responsables de la mort et la différenciation cellulaires et favo-

rise l’expression des gènes de la prolifération et la survie cellulaires. Le traitement des 

cellules par de fortes doses d’AR modifie la conformation des récepteurs PML-RARα, 

ceci activant la transcription des gènes responsables de la différenciation (34).  

Actuellement, l’AR est inclus dans les phases de traitement des LMAs. Durant 

l’induction et le traitement de consolidation, la combinaison entre l’AR, la cytarabine et 

les anthracyclines prolonge la durée de vie des patients, diminue significativement la 

récidive et la cytotoxicité de la chimiothérapie, et renforce l’hématopoïèse normale (19) 



  

Dima Diab | thèse de doctorat | Université de Limoges |                                                                                                                                              31 

Licence CC BY-NC-ND 3.0  

Une autre substance naturelle, l’acide valproïque (AV), inhibiteur des histones désacé-

tylase, est actuellement en étude clinique de phase II. L’AV est un acide gras à chaine 

courte. Des études récentes montrent sa capacité d’induire la différenciation mégaca-

ryocytaire de la lignée Meg-01 (lignée mégacaryoblastique) en inhibant les gènes res-

ponsables de la différenciation érythrocytaire (35,36). En 2018, Dhenge et al. ont mon-

tré l’activation de la voie Notch3 dans les cellules Meg-01 suite au traitement par l’AV 

(37). La synergie entre AV et l'acide rétinoïque réduit la cytotoxicité et améliore la sta-

bilité et le taux de RC en fonction de la dose de l’AV et la phase d’application (9). La 

vitamine D3 avec sa forme physiologique 1α,25(OH)2D3 joue un rôle très important 

dans le traitement des LMAs (Figure 5) (38). De nombreuses équipes montrent que 

la 1α,25(OH)2D3 induit différents types de différenciation myéloïde de plusieurs lignées 

de LMA telles que HL-60 (leucémies aiguë promyélocytaire) (39,40), NB-4 (leucémies 

aiguë promyélocytaire) (43), AML-193 (leucémie aiguë monoblastique) (41) et U937 

(leucémie aiguë monoblastique) (42). Dans les cellules de LMA, une fois le récepteur 

de vitamine D3 activé, il se hétérodimérise avec RXR pour ensuite transloquer au 

noyau et activer les voies d’apoptose ou de différenciation. Les voies de transduction 

activées pendant ce processus sont MAPK/ERK, JNK, PI3K/Akt/mTOR et PKCα et ß 

(28,38). Cliniquement, la vitamine D3 seule ou en combinaison avec des VDAs (ana-

logues de vitamine D), cytarabine (44), interferon-α (45), prednisone (46), AR (34), 

hydroxyurée (47), thioguanine (44), AV (48), vitamine K (49) et deferasirox (50) amé-

liorent les états cliniques et le taux de survie des patients. Le traitement chronique par 

la vitamine D3 induit l’intoxication sous forme de l’hypercalcémie et l’insufisance renale 

aiguë (28,39).Ces effets sont considérés des contraintes à l’utilisation de vitamine 

D3 dans le traitement des sujets LMAs. La nobiletine (5,6,7,8,30,40-hexaméthoxyfla-

vone ; NOB), est une polyméthoxyflavone extraite des épluchures d’agrumes. Il est 

capable d’induire la différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 via l’activation 

de la voie MAPK/ERK (51). En 1998, Kawaii et al. ont confirmé l’induction de la diffé-

renciation promyélocytaire des HL-60 par la NOB (52). Une autre molécule naturelle 

est connue pour son effet anti-inflammatoire et anticancéreux nommée le Kaempferol-

3-O-rhamnoside (KOR) extrait des feuilles de Cyclocarya paliurus. Selon Yang et al., 

le traitement des cellules de LMA (HEL) et LMC (K562) par le KOR induit l’augmenta-

tion de la polyploïdie et l’expression des récepteurs CD41+ et CD61+ caractéristiques 

des mégacaryocytes matures en activant l’axe PKCδ/ERK1/2 (53). 
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Figure 5 : structure chimique du phorbol myristate acétate (PMA) (A), trioxyde d’arse-

nic (ATO) (B), acide rétinoïque (AR) (C), vitamine D3 (1α,25(OH)2D3) (D). 
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Chapitre III. : La différenciation mégacaryocytaire 

En 1890, Howell a donné la première description des cellules géantes dans la 

moelle osseuse des chats. Ces cellules marquées par un noyau multilobé sont nom-

mées des mégacaryocytes (54). Après une dizaine d’années, Wright a validé l’hypo-

thèse de Howell sur des sections de moelles osseuses des animaux en appliquant une 

série des marquages pour conclure que ces cellules jouent un rôle dans l’hémato-

poïèse. Il a observé l’aspect granuleux de ces cellules avec des extensions filamen-

teuses de la membrane plasmique nommées des pseudopodes et leurs extrémités 

ressemblant aux plaquettes (55). Pour continuer les investigations sur le rôle des mé-

gacaryocytes, en 1909, Bunting a démontré qu’il y a une augmentation corrélative du 

nombre des plaquettes avec la croissance du nombre de mégacaryocytes chez le lapin 

(56). En 1940, Potter et Ward ont donné une description détaillée des mégacaryocytes 

murins : ils ont défini le terme de polyploïdie par l’augmentation du contenu en ADN. 

Ils ont signalé la notion du dernier progéniteur commun myéloïde et lymphoïde (57). 

En 1956, Thiery et Bessis ont examiné en temps réel la production des plaquettes par 

des mégacaryocytes par la technique de microcinématographie (58). En 1957, Ya-

mada et al. ont démontré la mise en place du système de la démarcation membranaire  

et trois stades de la différenciation mégacaryocytaire (59). 

III.1. Définition de la mégacaryocytopoïèse : 

L’hématopoïèse est le processus de la formation des cellules sanguines de l’or-

ganisme principalement au niveau de la moelle osseuse, ceci à partir de deux niches 

ostéoblastique et vasculaire. Les cellules souches hématopoïétiques se logent dans 

la niche vasculaire. Ces cellules sont quiescentes, rares et indifférenciées. Lorsque 

ces cellules sortent de leur état de quiescence, elles s’auto-renouvellent et se divisent 

symétriquement ou asymétriquement pour maintenir à la fois la niche des progéniteurs 

et les précurseurs hématopoïétiques pour produire les lymphocytes B, T, granulocytes, 

monocytes, mégacaryocytes, érythrocytes grâce à leur caractère totipotent. Les pro-

géniteurs multipotents vont se dichotomiser en deux catégories : les progéniteurs com-

muns érythroïdes myéloïdes et les progéniteurs communs lymphoïdes qui sont bipo-

tents. Ces cellules à leur tour vont se différencier en cellules plus matures unipotentes 

qui sont responsables de la génération des cellules sanguines. 
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Les progéniteurs myéloïdes communs se divisent en progéniteurs précoces de 

long terme BFU (Burst Forming Unit) et les progéniteurs tardifs de court terme, CFU 

(Colony Forming Unit). Ces lignées sont hiérarchisées suite à leur continuelle différen-

ciation en cellules unipotentes. Les progéniteurs tardifs CFU-GEMM (Colony Forma-

tion Unit-Granulocyte; Eythrocytes, Monocytes et Megakaryocytes) se différencient en 

différents types cellulaires tels que les granulocytes, monocytes, mégacaryocytes, 

myélocytes, érythrocytes (60) (Figure 6). 

La différenciation mégacaryocytaire est la voie responsable de la formation des 

plaquettes dans la circulation sanguine de la niche vasculaire. Dans la zone médul-

laire, les cellules souches CFU-MK (Colony Formation Unit-mégacaryocytes) vont se 

différencier et donner des mégacaryocytes matures qui vont se fragmenter et libérer 

des plaquettes dans la circulation sanguine. Les mégacaryocytes sont des cellules 

géantes avec des diamètres qui varient entre 50-100 µm. La différenciation de ces 

cellules passe par la maturation nucléaire et membranaire. La maturation nucléaire se 

traduit par la polyploïdie ou l’endomitose et la maturation membranaire se traduit par 

l’apparition et l’accroissement de l’expression des récepteurs membranaires caracté-

ristiques nécessaires pour l’interaction de ces cellules géantes avec leur environne-

ment et la libération des plaquettes (61,62). 

Pour la suite on va aborder en détail chaque type de maturation nécessaire pour 

la maturation des mégacaryocytes. 

 

Figure 6 : étapes de la différenciation des CSH en cellules mégacaryocytaires ma-

tures. 
Les MKs matures sont obtenues après une série de différenciation progressive des cellules 

souches hématopoïétiques (CSH). Les CSH se différencient progressivement en MPP (pro-

géniteurs pluripotentes), CMP (progéniteurs myéloïdes communs), MEP (progéniteurs méga-

caryocytaires et érythroblastiques), BFU-MK (Burst-Forming Unit- mégacaryocytaire), CFU-

MK (Colony Forming Unit-mégacaryocytaire) puis en MK matures (63). 
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III.1.1. La polyploïdie : 

La polyploïdie est la multiplication du contenu chromosomique dans les cellules. 

La quantité d’ADN varie selon la formule 2xN. Le contenu en ADN peut atteindre 128N 

et augmente parfois selon le type d’anomalie (64). L’endomitose est le processus du-

rant lequel le contenu en ADN se multiplie. Il se définit par une anomalie de la mitose 

des cellules provoquant ainsi l’accroissement de la taille des mégacaryocytes jusqu’à 

la maturation finale (65,66). Des études montrent que l’accomplissement des étapes 

finales de la mitose est suspendu vu que l’anaphase B, la télophase et la cytocinèse 

sont absentes dans l’endomitose, ensuite les cellules redémarrent la division suivante 

en entrant dans la phase G1 de la mitose pour assurer la réplication de l’ADN (67,68). 

D’autres études récentes ont montré que la mitose était dénuée de cytodiérèse. Les 

cellules entrent éventuellement en télophase et les deux cellules filles se préparent à 

se séparer après la disparition des fuseaux achromatiques, l’apparition de l’anneau 

contractile et le sillon de séparation. Éventuellement, les deux cellules filles ne se sé-

parent pas vu que les aspects de la division se disparaissent rapidement induisant le 

dédoublement de contenu en ADN (64,65,68) (Figure 7). 

La polyploïdie est un marqueur de la maturation des mégacaryocytes. La teneur 

de la polyploïdie varie selon l’espèce des mammifères. Chez les oiseaux, la polyploïdie 

n’accède pas plus de 4N d’ADN mais les cellules accomplissent la maturation (70). 

Chez l’homme, l’endomitose est indispensable pour la production des métabolites et 

les protéines nécessaires pour induire la maturation des mégacaryocytes en accélé-

rant l’augmentation de leur taille et le système de la démarcation membranaire (64,71). 

Cette étape de transition de mitose en endomitose est régulée par différents 

types d’effecteurs tels que des cytokines, des facteurs de transcription et des facteurs 

épigénétiques. Normalement l’étape de la cytdiérèse est régulée par différents types 

de facteurs de transcription qui régulent l’expression des autres protéines effectrices 

responsables de l’induction de la formation de l’anneau contractile pour séparer les 

deux cellules filles (63,70-73). Durant la formation de l’anneau contractile, deux sys-

tèmes essentiels s’interfèrrent : la myosine et l’actine-F. Dans une mitose normale, 

l’augmentation de l’expression de Rho A induit l’accumulation des myosines II (MYH 

9 ; MYH10) et la polymérisation de l’actine-F dans la zone médiane des cellules en 

cours de différenciation. L’aberration de la mitose finale est maintenue par répression 

de l’activité de Rho A par l’activation de l’expression de facteur de transcription 
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RUNX1. Ceci provoque par la suite l’inhibition de l’accumulation des myosines II dans 

la zone de clivage ainsi que l’inhibition de l’actine-F et engendre la fusion des deux 

cellules filles capables de dédoubler leur contenu en ADN. (64,65,74-77) 

Le cycle cellulaire normal est formé de quatre phases G1, S, G2 et la mitose. La poly-

ploïdie est la conséquence de la régulation de la transition de G1/S et G2/M de façon 

aussi distinctive. L’expression des cycline D1, D3 et E est relativement élevée lors de 

la polyploïdie et ne joue pas un rôle lors de la formation des plaquettes (78-82). Les 

inhibiteurs de kinase cycline-dépendantes (CDKi) responsables du contrôle du cycle 

cellulaire sont les pivots pour l’endomitose. P21 est une protéine régulant l’homéosta-

sie durant la division cellulaire. Son expression varie pour maintenir une balance entre 

la progression de la transition G1/S et un haut niveau de polyploïdie (84).  En outre, 

l’expression de p19INK4D est constante pendant l’endomitose et l’inhibition de son ni-

veau basal induit une dérégulation de ce processus, ce qui la différencie de 

p21CIP1/WAF1(77). Après la réplication de l’ADN, la cycline B1 est un régulateur clé de 

l’entrée et la sortie de la mitose. La dégradation de cycline B1 par un complexe pro-

moteur de l’anaphase (APC/C) est importante pour réprimer la séparation des cellules 

filles (68,80,85). Polo Like Kinase 1 (PLK1) est une protéine associée à la maturation 

des centrosomes, l’initiation de la mitose, la formation des fuseaux mitotiques, la cyto-

diérèse et indispensable pour la polyploïdie (85-87). Suite à son activation par Aurora 

A, les cellules entrent en mitose. Ensuite, PLK1 à son tour active le kinase cyclin B–

Cdk1(kinase dépendante des cyclines dont la sous-unité régulatrice est la cycline B) 

par le biais du phosphatase Cdc25C (Cell Division Cycle 25C) (89). Une étude faite en 

2015, a montré que la délétion de PLK1 dans les megacaryocytes induit une inhibition 

de l’endomitose. Ils ont montré que l’inhibition de PLK1 active les SAC (point de con-

trôle d’assemblage du fuseau mitotique) ce qui induit la mort des mégacaryocytes suite 

à l’arrêt prolongé de la mitose (86).  

III.1.2. La maturation membranaire : 

Selon le degré de différenciation des cellules souches hématopoïétiques, des 

marqueurs de surface spécifiques vont s’exprimer pour permettre à ces cellules de 

s’adapter à leur environnement. Les glycoprotéines de surface sont des marqueurs 

caractéristiques de chaque type de cellules sanguines. Les cellules souches hémato-

poïétiques pluripotentes expriment le récepteur CD34+. Les lignées myéloïdes sont 

issues des progéniteurs myéloïdes communs qui vont se différencier hiérarchiquement 
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en progéniteurs mégacaryocytaires et érythroblastiques bipotents « CFU-EMK » ex-

primant toujours les récepteurs CD34+. Ces cellules vont murir pour donner des pro-

géniteurs mégacaryocytaires immatures (BFU-MK) qui régénèrent plus tard des pro-

géniteurs plus différenciés CFU-MK (89-91) Les cellules promégacaryoblastiques 

CD41+ (glycoprotéine IIb GpIIb) commence la polyploïdie par la transition du contenu 

en ADN de 2N à 4N. Les maturations nucléaire et cytoplasmique s’accélèrent progres-

sivement. L’augmentation de la taille des cellules et l’apparition consécutive des ré-

cepteurs membranaires glycoprotéiques sont importants pour la formation des pla-

quettes et leurs organelles. Ensuite, CD61 (GpIIIa) s’exprime (93). Plus tardivement, 

CD42b (GpIb) (91,94), GpIX, GpV, le complexe GpIb-V-IX (ou von Willebrand factor 

(vWF) (95) et CD36/GpIV progressent consécutivement (96,97) (Figure 8). Au fur et à 

mesure de la maturation des mégacaryocytes, les granules et les membranes de dé-

marcation se développent.  
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Figure 7 : principe de l’endomitose, dédoublement du contenu en ADN avec la pro-

gression de la division cellulaire. 

Les phases G1, S et G2 se déroulent normalement, par contre les phases tardives de 

mitose seront perturbées suite à l’absence du cytodiérèse. En conséquence, es cel-

lules dédoublent leur contenu en ADN de 2xN après chaque cycle de division (98). 
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III.2. Les stades de la mégacaryocytopoïèse :  

La différenciation mégacaryocytaire commence dès le stade des promégacaryo-

blastes. Ces cellules perdent leur aspect prolifératif avec un noyau tétraploïde (4N). 

Ces cellules constituent seulement 10 à 15% de l’ensemble de la lignée mégacaryo-

cytaire. Dans le cytoplasme de ces cellules, on trouve la peroxydase plaquettaire iden-

tifiable par microscopie électronique se trouvant être un marqueur de la différenciation 

mégacaryocytaire.  

III.2.1.1. Stade I : mégacaryoblastes : 

À ce stade, la taille des cellules augmente suite à l’endomitose qui double la 

quantité de l’ADN (2N-8N). Le rapport nucléo/cytoplasme augmente alternativement à 

Figure 8 : différenciation mégacaryocytaire et évolution des marqueurs membra-

naires. 

La différenciation mégacaryocytaire s’initie par la différenciation des cellules souches héma-

topoïétiques en CFU-MK. Les CFU-MK vont se différencier en mégacaryoblastes (Stade I). 

Ensuite, les marqueurs de cellules souches immatures (CD34+) diminuent et les celles ca-

ractéristiques des mégacaryocytes commencent à apparaitre et à augmenter au fur et à la 

mesure de la différenciation (stades I à III). Les principaux marqueurs sont CD61+, CD41+, 

CD42b, GpV et VI : cela correspond à la maturation membranaire. Après l’augmentation de 

la taille des mégacaryocytes ayant un noyau multilobé, les cellules génèrent des extensions 

(proplaquettes) qui vont se fragmenter ultérieurement pour libérer des plaquettes (97). 
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l’hyperploïdie. Leurs tailles varient entre 20-30 µm avec un noyau bilobé. Par micros-

copie électronique, on peut apercevoir l’initiation d’un système de protéines spéciali-

sées : les GpIIIa (CD61), GpIb (CD42b), le facteur von Willebrand (vWF), le platelet 

factor 4 (PF4), et le cluster de différenciation 41/61 (CD41/61, GpIIb-IIIa). À ce stade, 

la biogénèse des granules α commence (99–102). 

III.2.1.2. Stade II : mégacaryocyte basophile : 

Ces cellules géantes d’une taille de 40-80 µm ont un rapport nucléo/cytoplasme 

faible. Par microscopie électronique, on observe un noyau lobulé et une apparition de 

quelque granules α. La polyploïdie arrive à son terme avec un contenu en ADN à 16N 

puis la synthèse de l’ADN s’arrête. La coloration de May-Grünwald Giemsa (MGG), 

montre que le cytoplasme des cellules devient basophile (99–102). 

III.2.1.3. Stade III : mégacaryocyte granuleux : 

Ces cellules subissent une augmentation de la granulation plaquettaire avec 

l’installation du système de démarcation de la membrane qui délimite les futures pla-

quettes. Leurs tailles sont estimées entre 50-100 µm. Elles constituent 55% de l’en-

semble de la lignée mégacaryocytaire. Le rapport nucléo/cytoplasmique diminue da-

vantage, le noyau est multilobé et la chromatine est dense. Le cytoplasme est azuro-

phile (riche en granules), perd sa basophilie et devient acidophile (rosé) (99–102). 

 

III.2.1.4. Stade IV : mégacaryocyte mature : 

A ce stade, les mégacaryocytes sont nommés plaquettogènes ou matures, de 

taille 50-120 µm. Le noyau est multilobé (> 16N), pycnotique et dense. Le cytoplasme 

toujours acidophile et riche en granules et son aspect évoque celui des plaquettes. 

Les membranes de démarcation s’alignent et s’organisent en tentacules nommées 

proplaquettes prêtes pour la libération des plaquettes. 
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Ultérieurement, les mégacaryocytes prennent l’aspect de noyaux nus entourés 

par une couche fine de cytoplasme puis sont phagocytés par des macrophages (99–

102) (Figure 9). 

 

Figure 9 : différentes étapes de la différenciation mégacaryocytaire (99) 

. 



  

Dima Diab | thèse de doctorat | Université de Limoges |                                                                                                                                              42 

Licence CC BY-NC-ND 3.0  

 

III.3. Formation et libération des plaquettes : 

III.3.1. La formation des plaquettes (maturation cytoplasmique) : 

La formation des plaquettes commence dans les mégacaryocytes en cours de 

maturation. Les plaquettes sont de petites cellules anucléées de 3 à 5 µm de diamètre. 

Leur durée de vie est entre 7 à 10 jours après leur libération par les mégacaryocytes. 

Les plaquettes maintiennent l’homéostasie et l’intégrité de la paroi vasculaire. Elles 

sont les acteurs de la coagulation sanguine (103,104). Des études récentes montrent 

que les plaquettes jouent des rôles importants dans le système immunitaire en inter-

venant contre les infections microbiennes (104), en recrutant et promouvant les cel-

lules de l’immunité innée (106) et en améliorant la réponse immunitaire acquise (107). 

La formation des plaquettes se déroule dans les mégacaryocytes. La matura-

tion cytoplasmique des cellules assure la formation des membranes de démarcation. 

Ces membranes vont définir les futurs territoires plaquettaires. Ce système est carac-

térisé par l’invagination de la membrane plasmique des mégacaryocytes pour dessiner 

des ébauches dans le cytoplasme. De nombreuses publications depuis 1957 montrent 

que la structure de ces membranes est compatible avec la membrane plasmique et 

celles des futures plaquettes. Dans ces doubles couches lipidiques se trouvent des 

récepteurs membranaires caractéristiques des cellules anucléées. Les DMS s’éten-

dent dans le cytoplasme et s’interconnectent de manière à constituer un réseau en 

contact avec le milieu extracellulaire. Ce modèle a été validé in vitro (104-106). Plus 

récemment, d’autres études ont renommé ces membranes par IMS comme système 

d’invagination membranaire ou système internes des membranes. En 1906, Wright a 

observé que les mégacaryocytes matures avaient la forme de pieuvre avec des pseu-

dopodes (111). Sa théorie a été validée plus tard par Thiéry et Bessis en 1956. Ils ont 

pu confirmer que les mégacaryocytes matures donnent des expansions qui s’étendent 

de plus en plus et libèrent de leurs extrémités des plaquettes (112). Becker et de Bruyn 

en 1976 ont rapporté la présence de microtubules tout au long de ces extensions. Ces 

auteurs ont été les premiers à attribuer le terme « proplaquettes » à ces extensions 

(113,114). Après une dizaine d’années, Leven et Yee ont validé le rôle de la polymé-

risation des microtubules dans la plaquettogenèse à partir des mégacaryocytes (115). 

Une étude en 1982 conduite par Radley et Haller vient vérifier le rôle des microtubules. 
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Ils ont montré que la dépolymérisation des microtubules altère la formation des pro-

plaquettes (116). Italiano et al. at 1999 ont expliqué en détails la structure des propla-

quettes en vérifiant les observations des équipes précédentes ayant décrit la structure 

des proplaquettes sur des modèles ex vivo et in vitro. Selon Italiano et al., les propla-

quettes sont des extensions à partir du corps des mégacaryocytes matures dont les-

quelles se trouvent les microtubules avec une longueur de 2-4 µm. Les membranes 

de démarcation se dilatent et s’alignent et les organelles des futures plaquettes se 

dirigent vers les proplaquettes le long des microtubules pour assurer ainsi la libération 

des plaquettes par leurs extrémités distales après s’être emprisonnés dans cet endroit. 

La formation de plaquettes induit un changement dans le cytosquelette des mégaca-

ryocytes. La polymérisation des microtubules et l’activation de la myosine et de l’actine 

sont essentielles pour achever l’extension de ces pseudopodes. Selon les observa-

tions par microscopie électronique, la formation des plaquettes commence par une 

érosion de la périphérie des mégacaryocytes matures. Le cytoplasme se rétrécie et 

donne alors un réseau interconnecté des proplaquettes dont les branches se ramifient 

pour produire des plaquettes de différentes tailles. Enfin, les mégacaryocytes prennent 

la forme d’un noyau nu entouré d’une fine couche de cytoplasme. Des études récentes 

ont montré que la surexpression de la cytokine SDF-1 et son récepteur CXC4R sur la 

surface des mégacaryocytes les aident à migrer à la niche vasculaire pour induire leur 

maturation à côté des vaisseaux sinusoïdaux. De plus, l’interaction de ces cellules 

avec la matrice extracellulaire (MEC) de la niche vasculaire est nécessaire pour la 

maturation et la formation des proplaquettes grâce à des molécules chimiotactiques 

(103,113-115). 

III.3.2. La libération des plaquettes : 

De nombreux travaux ont montré que la libération des plaquettes se fait à partir 

des mégacaryocytes matures. Selon Italiano et al. en 2005, les pseudopodes traver-

sent la paroi des vaisseaux sinusoïdaux. La transformation de la forme des mégaca-

ryocytes matures en forme de pieuvre les aide à s’infiltrer entre les cellules endothé-

liales. La libération des plaquettes se manifeste dans la circulation sanguine. Le rôle 

des microtubules est important dans l’extension des proplaquettes. Ces dernières ne 

sont pas des structures stables. Leurs inclinations et leurs ramifications donnent nais-

sance à des « loops » de formes sphériques où les extrémités sont logées. La fusion 
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de deux extrémités de proplaquettes permet de libérer des préplaquettes qui vont à 

leur tour se fragmenter pour donner des plaquettes. Des études récentes ont montré 

qu’à partir de l’interaction avec la MEC de la niche vasculaire, l’interaction entre les 

molécules sanguines et les récepteurs de surface des mégacaryocytes garantit l’élon-

gation des proplaquettes ainsi que la libération des futures plaquettes (119). En 2007, 

Junt et al. ont validé le modèle des proplaquettes par le biais des analyses in vivo en 

utilisant la macroscopie multi-photonique intravitale. La même étude a montré que les 

mégacaryocytes sont incapables de s’infiltrer via les sinusoïdes en raison de leur taille 

géante. Par rapport à la capacité d’infiltration de ces vaisseaux, in vivo, la même étude 

a montré la présence de fragments dans la circulation sanguine qui sont 10-100 fois 

plus grands que les plaquettes. Ce sont les proplaquettes qui vont être libérées par les 

mégacaryocytes sous l’effet du flux sanguin sinusoïdal (120). La libération des pla-

quettes fait suite à l’apparition d’un fuseau de division au milieu des proplaquettes. En 

2011, Thon et al. ont montré la présence d’une forme intermédiaire entre les propla-

quettes, les préplaquettes et les plaquettes. Ils ont montré que les clivages successifs 

des proplaquettes donnent des proplaquettes en forme d’haltère de 30-50 µm et se 

transforment par la suite en préplaquettes de forme discoïdale de 2-10 µm. Ensuite, 

ces préplaquettes réversiblement vont s’allonger en proplaquettes suite à la modula-

tion des microtubules et du cytosquelette et la réorganisation des granules-α afin de 

libérer les plaquettes de leur sommet distal (121). Récemment des études ont montré 

la présence d’autres sites de production de plaquettes comme le poumon. In vivo, 

Lefrançais et al. ont montré que les mégacaryocytes circulent dans les poumons et 

libèrent les plaquettes de façon dynamique. Cette production contribue à 50% du 

nombre total des plaquettes chez les souris. Ils ont montré la présence d’une popula-

tion de progéniteurs hématopoïétiques ainsi que des mégacaryocytes matures et im-

matures dans le réseau extravasculaire des poumons. Beaucoup d’aspects concer-

nant la régulation et la production des plaquettes restent à découvrir (122) (Figure 10). 
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III.4. La régulation de la mégacaryocytopoïèse : 

La régulation du processus de mégacaryocytopoïèse commence au niveau de 

la moelle osseuse (la zone médullaire) où les cellules souches hématopoïétiques vont 

subir une bifurcation pour donner les différentes lignées cellulaires. Chez l’homme, 

environ 1011 plaquettes sont produites quotidiennement et recyclées tous les 8 à 9 

jours (123). Pour inciter les cellules souches de sortir de leur état de quiescence, un 

ensemble de facteurs de transcription et de cytokines sont exprimés pour permettre à 

ces cellules de se différencier en mégacaryocytes. Ces facteurs induisent ainsi l’inte-

Figure 10 : formation des plaquettes durant la différenciation mégacaryocytaire. 

La formation de plaquettes nécessite la modulation du cytosquelette des cellules durant la 

différenciation. Accompagnée par la maturation membranaire et nucléaire, la production des 

plaquettes commence par la formation de pseudopodes. La modulation des microtubules in-

duit la formation des proplaquettes ainsi que la migration des organites et des granules à l’in-

térieur de ces structures. La fragmentation des proplaquettes en plaquettes se fait par l’en-

roulement des microtubules préformant une plaquette à l’extrémité des proplaquettes. 

(118). 
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raction réciproque entre les mégacaryocytes et leur environnement médullaire (MEC 

de la moelle osseuse) ainsi qu’avec les sinusoïdes (124,125). 

Les cellules souches hématopoïétiques ainsi que les cellules différenciées ont 

un profil semblable de marqueurs. Ces marqueurs de surface résultent de la transcrip-

tion des gènes suite à une stimulation du soi ou bien une stimulation micro-environne-

mentale par des cytokines (126,127).  

III.4.1. Les cytokines :  

Les cytokines jouent des rôles importants dans la modulation de la différencia-

tion mégacaryocytaire. In vitro et parfois in vivo, le traitement des cellules souches 

hématopoïétiques ou leurs progéniteurs CFU-MK par l’IL-3, IL-6, IL-1α, IL-11, SCF 

(stem cell factor), SDF-1 (stromal derived factor-1), GM-CSF (granulocyte and macro-

phage colony stimulating factor) et FGF (fibroblaste growth factor) modulent la diffé-

renciation mégacaryocytaire. Ces derniers peuvent agir en synergie ou individuelle-

ment pour maintenir la maturation des mégacaryocytes ainsi que la libération des pla-

quettes. Une partie de ces cytokines agit sur la prolifération des colonies des CFU-MK 

et une autre agit sur l’augmentation de la maturation des mégacaryocytes, la poly-

ploïdie ainsi que la libération des plaquettes (124-128). La synergie entre les cytokines 

est nécessaire car l’inhibition de l’un de ces facteurs inhibe l’action des autres. Nom-

breux sont les exemples sur ces sujets, parmi eux on cite la synergie entre IL-1α et IL-

6 qui stimule le changement morphologique des colonies des CFU-MK envers la ma-

turation (128). Il faut mentionner que certaines cytokines (IL-11, IL-3, GM-CSF) pos-

sèdent des activités autocrines sur les mégacaryocytes ainsi qu’elles poussent ces 

derniers à produire des facteurs de croissance nécessaires pour la maturation, la for-

mation et la libération des plaquettes (129-131) (Figure 11). 

SCF (Stem Cell Factor) nommé encore « le ligand kit » est produit par les fibro-

blastes du stroma au niveau de la moelle osseuse. Cette protéine possède une activité 

tyrosine kinase et peut exister sous forme soluble dans le stroma médullaire ou adhé-

rer à la membrane des cellules. Plusieurs études ont montré que des souris déficientes 

en SCF présente une diminution du nombre de mégacaryocytes tout en conservant un 

nombre, une taille et une production normale de plaquettes (129,136) (Figure 11). 

La cytokine la plus importante physiologiquement est la TPO (thrombopoïétine). 

Une expérience réalisée par Gainsford et al. en 2000 a montré que les souris défi-
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cientes de c-MPL (cellular Myeloproliferative Leukemia), le recepteur de la TPO, induit 

une forte thrombocytopénie sans perte totale de la synthèse de plaquettes. De plus, la 

perte additionnelle d’IL-3, IL-6, IL11 et LIF (Leukemia Inhibitory Factor) n’a pas pu 

corriger cette thrombocytopénie (137). Ceci montre que ces cytokines ne sont pas es-

sentielles dans le processus de libération des plaquettes.  

La TPO est une hormone appartenant à la famille des cytokines de 36 kDa de 

poids moléculaire qui atteint 94 kDa après sa glycosylation. La TPO est produite dans 

le foie suite à la diminution du nombre de plaquettes dans le sang. Ensuite, cette hor-

mone circule dans le sang pour arriver à la zone médullaire (136–138). Le terme TPO 

a été découvert la première fois en 1958 comme étant la substance humorale respon-

sable de la production de plaquettes. C’est l’unique cytokine qui est capable de réguler 

tous les stades de la production des mégacaryocytes (138–141). Une étude réalisée 

par Murone et al. sur des souris a montré que la délétion ‘’knock-out’’ du gène codant 

pour la TPO induit une chute de la production de plaquettes de 90% de même sur le 

nombre des mégacaryocytes (142). D’autres études confirment que la TPO en syner-

gie avec le SCF, l’IL-11 et l’EPO (érythropoïétine) est responsable de la régulation de 

la survie et l’expansion des CSH (cellules souches hématopoïétiques) (143–146). En 

outre, la TPO induit la maturation membranaire et cytoplasmique des mégacaryocytes 

en stimulant la polyploïdie in vivo ainsi qu’in vitro sur des lignées cellulaires pro-méga-

caryocytaire (147,148). En ce qui concerne la production des plaquettes, des études 

ont montré que la TPO est cruciale pour la formation des membranes de démarcation 

(123). L’exécution de l’activité de la TPO se fait par le biais de c-MPL, son récepteur 

membranaire. En 1992, la caractérisation de c-MPL a conduit au clonage de la TPO 

(149). Ce récepteur appartient à la famille des récepteurs de cytokines de type I (ré-

cepteurs de cytokines hématopoïétiques), la masse moléculaire variant entre 85 et 92 

kDa. En 1990, c-MPL est identifié la première fois comme le proto-oncogène homo-

logue de l’oncogène v-MPL du « Myéloproliférative Leukemia Virus » responsable du 

syndrome myéloprolifératif chez les souris. c-MPL est un récepteur orphelin qui est 

formé de trois parties : intracellulaire, transmembranaire et extracellulaire (149). La 

partie extracellulaire de 466 acides aminés fixe la TPO (c-MPL ligand) via le domaine 

HDR (Hematopoietic Domain Receptor). La partie transmembranaire est responsable 

du maintien de c-MPL à l’état de monomère inactif sans la présence de TPO. La partie 

intracellulaire du récepteur est responsable du déclenchement de la transduction de 

signal suite à son activation (149). L’expression de ce récepteur est majoritairement 
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retrouvé dans les CSH (150), les mégacaryocytes et les plaquettes (151) et les cellules 

endothéliales (152). La fixation de TPO sur c-MPL induit sa dimérisation. Le domaine 

intracellulaire cytoplasmique est hautement non structuré et ne possède pas une acti-

vité catalytique mais il permet de fixer les partenaires moléculaires JAK2 et TYK2. 

JAK2 est le seul qui est actif. Après son autophosphorylation, il phosphoryle les résidus 

tyrosine de c-MPL ainsi que les autres protéines transductrices du signal et indispen-

sables pour maintenir la niche des CSH, les mégacaryocytes et leurs progéniteurs. 

Ces protéines sont les facteurs de transcription STAT 1, 3 et 5, PI3K/Akt et les MAPKs 

(144,153) (Figure 11).  

L’orientation des cellules vers la différenciation se fait suite à la formation d’un 

complexe composé de SHP2 qui recrute la protéine Gab/IRS et p85 (l’unité régulatrice 

de PI3K). Ce complexe active PI3K et Akt, induit la survie et la stimulation de la matu-

ration (154,155). D’un autre côté, la TPO active la voie des MAP kinases p38 (156) et 

p44/42 (ERK1 et ERK2) (157). Cette activation est induite par le recrutement et la 

phosphorylation de Grb2, SHC, SOS au niveau du récepteur actif. Ces protéines acti-

vent Ras en échangeant le GDP par du GTP (158). Beaucoup d’études sur p38 ont 

montré son rôle dans l’expansion clonale des CSH (156). Néanmoins, le rôle de 

ERK1/2 a bien été confirmé dans la mégacaryocytopoïèse assurant une bonne proli-

fération et polyploïdisation des mégacaryocytes (159). TPO joue un role dans l’activa-

tion et l’agrégation des plaquettes. Selon Van Willigen et al, TPO augmente la sensi-

bilité des plaquettes à alpha thrombine. Suite à la fixation de α-thrombine sur son re-

cepteur plaquettaire, l’axe PKC-ERK1/2 est activé. ERK1/2 à son tour stimule l’activité 

de phospholipase A2 (PLA2), enzyme responsable de la libération de l’acide arachi-

donique à partir des glycérophospholipides. Ce dernier induit l’agrégation des pla-

quettes en activant le thromboxane B2.(160). Il faut mentionner que c-MPL sur les 

cellules endothéliales ne joue pas un rôle dans la formation des plaquettes (152) (Fi-

gure 11). 

SDF-1 (stromal derivative factor-1) est une chimiokine secrétée par les cellules 

stromales de la moelle osseuse. Ces chimiokines sont capables d’induire la rétention 

des CSH au niveau moelle osseuse lors du développement fœtal (156-159). SDF-1 

(CXCL12) assure la migration des mégacaryocytes immatures et leurs interactions 

avec les vaisseaux endothéliaux (sinusoïdes) dans l’environnement de la moelle os-

seuse de façon intégrine α4β1 dépendante (160-163). Les récepteurs CXCR4 de SDF-

1 sont exprimés sur la surface des progéniteurs des mégacaryocytes, des mégacaryo-
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cytes matures ainsi que sur les plaquettes (166,169). Lane et al. en 2000 ont montré 

que la production des plaquettes se fait durant la migration transendothéliale des mé-

gacaryocytes CXCR4+ (170). La fixation de SDF-1 sur son récepteur induit l’activation 

des voies ERK1/2, MEK et Akt afin de réguler la différenciation et la prolifération des 

progéniteurs (171) (Figure 11).  

PF4, nommée encore CXCL4, est une cytokine faiblement synthétisée au ni-

veau des mégacaryocytes et par la suite séquestrée dans les granules-α des pla-

quettes (172,173). Suite à l’activation des plaquettes par le biais des stimulateurs 

comme la thrombine par exemple, les plaquettes libèrent le PF4. PF4 est un pro- coa-

gulant et inhibiteur de l’héparine. Dans l’hématopoïèse, PF4 inhibe l’activation des 

CSH et maintient leur état de quiescence suite à l’inhibition d’IL-8 (169-171). Ce qui 

est intéressant, c’est que, par la synthèse de PF4, les mégacaryocytes inhibent leur 

développement. In vivo et in vitro, cette cytokine réduit le nombre de colonies méga-

caryocytaires, leurs tailles et leurs marqueurs de surface caractéristiques (GpV) ainsi 

que la production des plaquettes (172-175) (Figure 11). 

III.4.2. Les facteurs de transcription :  

Les facteurs de transcription sont des acteurs principaux de l’orientation des 

CSH vers la différenciation mégacaryocytaire. Certains facteurs de transcription inter-

fèrent pendant les phases précoces de la différenciation dans lesquelles les CSH sor-

tent de leur état de quiescence pour se différencier en mégacaryocytes. Une autre 

partie des facteurs de transcription régule la différenciation pendant les étapes tardives 

(formation et libération des plaquettes). Parmi ces facteurs, on cite : GATA1/FOG1, 

RUNX1, Tal1, Fli-1, c-Myb, NF-E2, MKL1. 

Les facteurs de transcription s’interfèrent durant les différents stades de la dif-

férenciation mégacaryocytaire pour moduler la chromatine. Ces modulations déclen-

chent l’expression des gènes responsables de la progression de la différenciation mé-

gacaryocytaire.  

GATA1/FOG1 : 

GATA est un facteur de transcription en doigt de zinc. La famille de GATA est 

formée de six membres de poids moléculaire de 50 kDa. GATA1 est découvert dans 

les années 80 et connu par son rôle dans la différenciation mégacaryocytaire et éry-

throcytaire. On distingue dans la structure de GATA1 la présence de deux doigts de 

zinc du côté N- et C-terminal. Le doigt de zinc du côté N-terminal permet à GATA1 
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d’interagir avec FOG1 (Freind of GATA1) et l’autre du côté C-terminal assure l’interac-

tion avec l’ADN. FOG1 est le cofacteur de GATA1. C’est une protéine de neuf doigts 

de zinc connue aussi par ZFPM1 (zinc finger protein). Malgré la présence de ces 

doigts, jusqu’à présent il n’existe aucune preuve de son interaction avec l’ADN (181). 

L’expression de GATA1 et son cofacteur est redondante en terme spatiotemporel et 

essentielle pour l’orientation des MEPs (progéniteurs communs mégacaryocytaires et 

érythroblastiques) en faveur de la différenciation mégacaryocytaire (182). GATA1 joue 

le rôle d’un activateur de gènes impliqués dans la mégacaryocytopoïèse. La déficience 

en GATA1 dans la lignée mégacaryocytaire inhibe la formation des plaquettes ainsi 

que la polyploïdisation de ces cellules (178-180). GATA1 inhibe la prolifération des 

progéniteurs mégacaryocytaires. En outre, l’absence ou la réduction de l’expression 

de GATA1 induit la prolifération des mégacaryocytes ayant un cytoplasme immature 

avec un nombre de granules-α réduit ainsi qu’un réseau de membranes internes for-

tement désorganisé (183,184). En outre, la présence des mutations au niveau de 

GATA1 réprime son affinité avec ZFPM1. Ces mutations sont responsables de l’induc-

tion de plusieurs types de maladies comme la « X-linked thrombocytopenia ». Dans ce 

cas, la perte de l’affinité diminue le nombre et la maturation des mégacaryocytes ainsi 

elle altère le nombre et la qualité des plaquettes (186–188).  

RUNX1 :  

RUNX1 est connu encore comme AML1 ou CBF (Core Binding Protein ). 

RUNX1 est toujours lié à son cofacteur, CBFβ. Ce partenaire est essentiel pour aug-

menter l’affinité du complexe à l’ADN malgré qu’il n’interagisse jamais avec lui. Par le 

biais du domaine RUNT, RUNX1 fixe sur les promoteurs des gènes cibles sur une 

séquence consensus « runt-binding double-stranded DNA element » (RDE). RUNX1 

est essentiel dans le développement des CSH ainsi que des mégacaryocytes 

(189,190); de nombreuses études ont montré l’augmentation de l’expression de 

RUNX1 au cours de la différenciation mégacaryocytaire (186-188). Les mutations au 

niveau de RUNX1 sont capables d’induire plusieurs anomalies parmi lesquelles le 

trouble plaquettaire familial et les LAM. Cliniquement, ces maladies sont marquées par 

une thrombocytopénie modérée (186,189-191). Selon Bluteau et al. en 2012, dans les 

mégacaryocytes extraits de ces patients, l’expression de MYH10 (non-muscle myosin 

IIb) est perturbée (197). MYH10 est responsable de la séparation de deux cellules filles 

suite à la fin de mitose. En présence de RUNX1, l’expression de MYH10 est inhibée 

ce qui assure le passage de la mitose en endomitose (198). 
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Nombreuses sont les études qui montrent que l’inactivation de RUNX1 induit un 

rapide et profond impact sur la mégacaryocytopoïèse sans aucun impact sur l’érythro-

poïèse (189,195,199). Selon Growny et al. et Ishikiwa et al., la délétion induite de 

RUNX1 dans des souris adultes induit une diminution de cinq fois du nombre des pla-

quettes dans le sang. Selon ces études, les moelles osseuses de ces souris présen-

tent une augmentation du nombre de mégacaryocytes mais avec une morphologie 

anormale. Ils ont noté que les mégacaryocytes sont de petite taille, hypolobulés avec 

une augmentation du nombre de CFU-MK (189,195).  

TAL1 :  

TAL1 (SCL/TAL1, T-cell acute leukemia protein 1) est un facteur de transcription 

capable de réguler l’hématopoïèse (maintien de la quiescence des CSH) et certaines 

leucémies. Des études réalisées sur des souris adultes montrent que le « knockout » 

de TAL1 induit une répression de la différenciation mégacaryocytaire et une reduction 

du nombre des plaquettes (195-198). 

Les mutations au niveau de TAL1 induisent une augmentation de p21 

(CDKN1A,  « cyclin-dependent kinase inhibitor 1A ») ce qui inhibe par la suite la mé-

gacaryocytopoïèse (204). TAL1 est capable d’assurer la bonne formation et la libéra-

tion des plaquettes en augmentant l’expression de MEF2C (myocyte enhancer factor 

2C). Les souris déficientes en MEF2C montrent une diminution du nombre de pla-

quettes, celles-ci étant de grande taille et présentant une granulation anormale (205). 

c-myb :  

c-myb (c-myeloblastosis viral oncogene homologue (avian)), est un facteur de 

transcription responsable de l’orientation des progéniteurs MEP (progéniteurs com-

mun mégacaryocytaires et érythroblastiques) en faveur de la différenciation érythrocy-

taire (202, 203). c-myb et son coactivateur p300 induisent le remodelage de la chro-

matine pour activer les gènes érythrocytaires (207). In vivo, il a été montré que la mu-

tation monoallélique de c-myb est suffisante pour augmenter le nombre de plaquettes 

et de mégacaryocytes (206). Une autre étude par Mukai et al. montrent qu’une inser-

tion transgénique en amont du gène codant pour c-myb dans les progéniteurs MEP 

dévie l’orientation de ces cellules vers la différenciation mégacaryocytaire. En outre, 

ils ont montré une expansion du compartiment des CFU-MK (208). Kaspar et al. ont 

montré que les souris déficientes en p300 imitent le profil des souris déficientes en c-

myb. Ils ont observé une augmentation du nombre de mégacaryocytes et des pla-

quettes circulantes (209).  
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NF-E2 :  

C’est un facteur de transcription formé de deux sous-unités : p45 et p18. p18 

(MAF) est ubiquitaire, ne possède aucune activité transactivatrice et assure l’interac-

tion avec l’ADN et d’autres protéines, tandis que p45 est la sous-unité active respon-

sable de la régulation de différents gènes impliqués dans la mégacaryocytopoîèse. 

NF-E2 est un membre de la famille bZIP (basic-leucine zipper) (210,211). Des études 

ont montré que le « knock-out » de NF-E2 induit une sévère thrombocytopénie avec 

une inhibition de la formation des plaquettes. Ce qui est intéressant de noter c’est que 

le « knock out » de NF-E2 n’affecte pas la maturation mégacaryocytaire mais affecte 

la plaquettogenèse. Ces études montrent que les mégacaryocytes sont géants, hyper-

lobulés et accumulés dans la moelle osseuse et la rate. En revanche, la maturation 

cytoplasmique est freinée ce qui inhibe la formation des plaquettes (183,212,213) 

Fli-1 :  

Fli-1 (Friend Leukemia virus integration 1) est un facteur de transcription appar-

tenant à la famille des facteurs de transcription « E26 Transformation Specific family » 

(ETS). Les mutations au niveau de Fli-1 induisent plusieurs anomalies parmi lesquelles 

le syndrome de paris trousseau (Jacobens, PTS). La macro-thrombocytopénie (une 

diminution du nombre de plaquettes libérées) est l’un des symptômes cliniquement 

déclarée chez les patients de PTS. Une surexpression de Fli-1 induit une orientation 

des cellules vers la différenciation mégacaryocytaire et réprime la différenciation éry-

throcytaire (209-211). Selon Vo et al., la délétion de Fli-1 au niveau des mégacaryo-

cytes dérivés des cellules souches induites (iPSC) déclenche une thrombocytopénie 

accompagnée d’une diminution de la demi-vie des plaquettes ainsi que de leurs fonc-

tions (214). In vivo, Hart et al. ont montré que la délétion totale de Fli-1 induisait la mort 

des embryons à 11.5 jours. La mutation monoallélique de Fli-1 de ces souris induit des 

symptômes semblables au syndrome de paris trousseau (PTS) avec une déficience 

du nombre de mégacaryocytes et une augmentation du nombre des progéniteurs 

CFU-MK (217). Moussa et al. en 2010 ont montré que les souris portant une mutation 

homozygote de Fli-1 (domaine régulateur tronqué du côté C-terminal) subissent une 

mort léthale à hauteur de 30% de la population totale. Les souris viables présentent 

une diminution de l’expression de gènes impliqués dans la différenciation mégacaryo-

cytaire : C-mpl, GpIIb, GpIV, GpIX, PF4, NF-E2, MafG (musculoaponeurotic fibrosar-

coma homolog G) et Rab27B. Ce qui est intéressant, c’est que ces souris présentent 
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une diminution de l’expression de GATA-1, ce qui montre une connexion entre les 

facteurs de transcription pour accomplir la différenciation (216). 

MKL1 :  

MKL1 (Megakaryoblastic leukemia 1) appartient à la famille des myocardines, 

connu dans la LMA. Tous les membres de cette famille sont attachés à SRF (Serum 

Response Factor). Cet attachement est essentiel pour la fixation de MKL1 sur les 

« Serum Responsive Element » (SRE) présents dans les promoteurs des gènes cibles 

(76,218,219). L’expression de MLK1 augmente lors de la différenciation mégacaryo-

cytaire des HELs (Human Erythroleukemia cells) (220) et les cellules CD34+ primaires 

(221). In vivo, les souris « knock down » pour le gène codant SRF montrent une dimi-

nution du nombre des mégacaryocytes, une diminution du marquage CD41+ et de la 

polyploïdie (221).  

La synergie entre les différents facteurs de transcription est importante pour 

induire la différenciation mégacaryocytaire. Une étude conduite par Elagib et al. en 

2003 montre que l’interaction physique et fonctionnelle entre RUNX1 et GATA1 est 

essentielle pour induire l’expression de l’intégrine αIIβ2 durant la différenciation méga-

caryocytaire. La mutation de trois régions de fixation de RUNX1 au niveau du promo-

teur de l’intégrine αIIβ2 induit une diminution de l’effet de GATA1 sur le promoteur de 

gènes cibles (192). 

En second lieu, GATA1 est capable de réguler l’expression de NF-E2 p45 en 

fixant sur la région promotrice du gène codant pour cette protéine. Takayama et al. 

montrent que GATA1 est capable de fixer p45 sur une région de 38 acides aminés du 

côté N-terminal. Dans la même étude, l’expression transgénique de p45 dans les sou-

ris déficientes en GATA1 est insuffisante pour corriger la thrombopénie. Ceci montre 

que GATA1 régule un réseau de facteurs de transcription indispensables à la méga-

caryocytopoïèse (222).  

Un autre type d’interaction existe entre Fli-1 et GATA1/FOG1. Une étude con-

duite par Starck et al. en 2003 montre que la fixation de Fli-1 au niveau des promoteurs 

de gènes impliqués dans la mégacaryocytopoïèse nécessite une interaction physique 

avec GATA1/FOG1 pour activer l’expression de ces gènes cibles (223). Zang et al. en 

2016, ont montré que dans les étapes finales de la maturation mégacaryocytaire, les 

regions amplificatrices du chromatine (séquences d’ADN qui contrôle la transcription 

des gènes à distances) riches en H3K4me2 (histone H3 lysine 4 dimethylation) sont 

caractérisées par des séquences motifs pour fixer NF-E2, Fli-1 et RUNX1. Ces motifs 
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de fixation sont situés l’un à coté de l’autre. Ils agissent en synergie et renforcent l’ac-

tivation de gènes cibles en comparaison avec les régions qui ne sont occupées que 

par un seul facteur de transcription (224).  

 

Figure 11 : facteurs de transcription et cytokines régulant les différents stades de la 
différenciation des mégacaryocyte (CSH-Mégacaryocytes). 

MEP : (progéniteurs mégacaryocytaires et érythroblastiques), CMP : (progéniteurs 
myéloïdes communs), MPP : (progéniteurs pluripotentes) (175). 
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Chapitre IV. Apoptose ou mort cellulaire programmée 

IV.1. Le rôle physiologique de l’apoptose 

La mort cellulaire programmée ou « apoptose » est une voie d’homéostasie 

cellulaire utilisée par la cellule pour éviter sa transformation en cellule responsable de 

différentes pathologies comme le cancer et les maladies auto-immunes. Historique-

ment, les cellules apoptotiques ont été décrites la première fois par Currie, Kerr et 

Willie en 1972 (225). L’apoptose protège les cellules de la prolifération non contrôlée. 

Les aspects morphologiques caractéristiques de l’apoptose sont essentiellement la di-

minution de la taille des cellules, la fragmentation d’ADN, la condensation de la chro-

matine et du cytoplasme et la formation de corps apoptotiques. Les organelles sont 

emprisonnés dans les corps apoptotiques puis seront libérés pour être dégradés par 

phagocytose (225) (Figure 12). Un déficit en apoptose est la cause de plusieurs pa-

thologies comme la maladie de Parkinson (226), la maladie d’Alzheimer (227) et le 

SIDA (228). De plus, l’apoptose joue un rôle très important durant l’embryogenèse en 

détruisant le blastocyte durant la formation des organes. En outre, des études ont 

montré l’implication de l’apoptose durant la remodelage des membranes fœtales lors 

de la periode de grossesse (229,230). 

Figure 12 : aspects morphologiques des cellules en apoptose par comparaison 

aux cellules normales. 
La condensation du chromatine, l’effondrement du noyau et des organites ainsi que la 

formation des corps apoptotiques caractérisent les cellules en apoptose (182). 
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IV.2. Les voies d’induction de l’apoptose : 

L’apoptose est divisée en deux principales voies de signalisation cellulaire :  

IV.2.1. La voie apoptotique intrinsèque (voie mitochondriale) : 

La voie d’apoptose intrinsèque est induite par des signaux internes à la cellule. 

Les stimulus activent les voies internes qui agissent sur la mitochondrie directement 

(231,232). L’apoptose intrinsèque se déroule dans mitochondrie où il y a rapidement 

une perturbation du potentiel membranaire mitochondrial suite à l’interaction entre 

les protéines de la famille Bcl-2 à BH3 seulement « BH3 only-proteins » avec le VDAC 

(Voltage Dependent Anion Chanel) (229–231). Cette interaction conduit à la dissipa-

tion du potentiel membranaire mitochondrial et induit la libération du cytochrome c, 

acteur principal de l’apoptose mitochondriale avec une perte de la perméabilisation 

des membranes mitochondriales externe et interne (236). Suite à cette étape, le cyto-

chrome c s’associe avec APAF-1 (Apoptotic Protease-Activating Factor 1) via son mo-

tif WD-40 ce qui induit le changement de la conformation de APAF-1 en utilisant l’ATP, 

ceci induisant une oligomérisation en heptamère : ce complexe est alors nommé apop-

tosome (236–238).  

Le rôle de ce complexe est d’activer la procaspase-9 en caspase-9 initiatrice de 

l’apoptose. À son tour, la caspase-9 va activer les caspases effectrices-3, -7 et -6. Les 

caspases effectrices sont responsables de la fragmentation d’ADN et de la condensa-

tion de la chromatine (239–241). 

Deux autres complexes sont libérés de l’espace inter-mitochondrial, sont 

Smac/Diablo et HtrA2/Omi. Ils sont capables d’activer l’apoptose en inhibant les XIAP 

(Inhibitor of Apoptosis Proteins) (242,243). L’inhibition des XIAP activent la caspase-3 

entraînant la phase exécutrice de l’apoptose (Figure 16). 

Le processus intrinsèque d’apoptose est régulé par des protéines de la famille 

des membres Bcl-2 (B cell lymphoma 2). La protéine p53 (suppresseur de tumeur) 

joue un rôle important dans la régulation de l’expression génomique de ces protéines 

(239-242). Cette famille est divisée en trois sous-familles : le premier groupe constitue 

les protéines anti-apoptotiques (MCL-1, BCL-2, BCL-X, BCL-XL, BAG, BCL-XS, BCL-

W, BCL-B). Dans cette catégorie, les protéines sont composées de 4 domaines d’ho-

mologie : BH1, BH2, BH3 et BH4 (248); le deuxième groupe constitue les protéines 

pro-apoptotiques (BOK, MTD, BAK, BAX). La structure de ces derniers est formé de 3 



  

Dima Diab | thèse de doctorat | Université de Limoges |                                                                                                                                              57 

Licence CC BY-NC-ND 3.0  

domaines d’homologie : BH1, BH2, BH3, BH4 étant absent ; enfin la dernière sous–

famille est la famille des  Les protéines de la famille Bcl-2 à BH3 seulement : BIM, 

PUMA, BAD, BIK, NOXA, SPIKE, BMF, BCL-G (249–252) (Figure 14). 

IV.2.1. La voie apoptotique extrinsèque (voie des récepteurs de mort cellu-

laire) : 

La voie de mort cellulaire extrinsèque est induite par l’activation des récepteurs 

de mort cellulaire. Les récepteurs du mort cellulaire, TNF-R (253), Fas-R (CD95-R) 

(254) et DR4/5 (death receptor 4/5) (255) sont activés respectivement par les ligands 

TNF- α (Tumor Necrosis Factor α) (256,257), Fas-L (CD95-L) (258) et TRAIL (tumor 

necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) (259). Le changement de conforma-

tion suite à la fixation des ligands permet aux récepteurs de recruter d’autres protéines 

adaptatrices comme « Fas-Associated protein with Death Domain » (FADD) (260,261) 

et “Tumor necrosis factor Receptor type 1-Associated Death Domain protein” (TRADD) 

(262). Pour les récepteurs Fas-R et DR4/5, la fixation de leurs ligands induit la forma-

tion du complexe DISC (Death Inducing Signaling Complex) formé de FADD et pro-

caspase-8 qui ensuite sera activé pour enclencher le processus apoptotique (260,263–

265). Après activation du TNF-R, il y a recrutement de TRADD qui en association avec 

RIP1 (Receptor Interacting Protein) et cIAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) forme le 

complexe I. Ce complexe déclenche la mort ou la survie cellulaire. Pour déclencher 

l’apoptose, en absence d’IAP, ce complexe interagit avec le complexe DISC. Suite à 

l’activation de caspase-8, la phase d’exécution est engagée (261-263) (Figure 16). 

IV.2.2. Les caspases :  

Les caspases sont des endoprotéases, représentées par 18 types chez les 

mammifères. Dans l’espèce humaine, les caspases ont été très décrites jusqu’à pré-

sent (269). Celles-ci jouent des rôles polyvalents dans la mort cellulaire (270), la pro-

lifération (271), l’inflammation et l’immunité (272), la régénération des tissus (273), la 

différenciation (271), le développement (273), la régulation neuronale (274). En outre, 

les caspases peuvent avoir des rôles opposés dans le développement tumoral étant 

parfois un anti- ou pro-tumorales (275). Les treize caspases présentes dans l’espèce 

humaine (caspases-1, -4, -5, -12, -2, -9, -8, -10, -3, -6, -7, -14, -16) sont divisées en 

deux groupes selon leurs fonctions. La première catégorie correspond aux caspases 

apoptotiques : caspases-2, -3, -6,- 7, -8, -9 et -10. Le deuxième groupe correspond 
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aux caspases non apoptotiques : caspases-1, -4, -5, -11 et -12 (276). En 2017, La 

caspase -16 est identifiée comme une nouvelle caspase chez les mammifères (269). 

Son rôle dans l’apoptose reste non défini pour le moment. 

Les caspases apoptotiques sont sous-divisées en caspases initiatrices de 

l’apoptose (caspases-2, -8, -9, -10) et les caspases exécutrices de l’apoptose (cas-

pases-3, -6, -7, -16) (271-273) (Figure 13). 

IV.2.2.1. La structure des caspases : 

Les caspases appartiennent à la famille des cystéine-aspartique proteases. 

Avant d’être activées, elles sont sous forme de procaspases ou zymogènes dépour-

vues de leurs activités enzymatiques (279).  

Les caspases partagent une structure qui les différencient des autres protéases 

(280,281). La structure générale des caspases dont on peut trouver une homologie est 

formée d’une grande sous-unité de 20 kDa (p20) centrale extrapolée du côté carboxy-

terminal et d’une petite sous-unité de 10 kDa (p10) (282,283). Dans la grande sous-

unité, il y a un motif consensus pentapeptidique QACXG dans lequel il y a le résidu 

conservé actif Cys284 responsable de l’activité catalytique des caspases. Du coté 

amino-terminal, de la grande sous-unité, on trouve le prodomaine. La différence entre 

les caspases initiatrices et exécutrices est la longueur de ce domaine. Les caspases 

initiatrices sont connues par leur prodomaine long constitué de motifs d’interaction pro-

téine-protéine : CARD, Caspase-Recruitment Domains et DED, Death Effector Do-

main qui assurent leur dimérisation et/ou leur recrutement vers des protéines adapta-

trices pour les activer. Les caspases exécutrices sont caractérisées par un prodomaine 

court (280,281) (Figure 13). 

IV.2.2.2. L’activation des caspases  

Les caspases sont activées suite leur auto-clivage ou par d’autres caspases. 

Le clivage se fait toujours dans une séquence peptidique de 4 résidus d’acides aminés 

selon l’ordre suivant P4-P3-P2-P1 ou P1 est un aspartate. La caspase coupe le subs-

trat exclusivement du côté C-terminal après un aspartate. Sous la forme zymogène, 

les procaspases-8, -9, -10 sont sous forme monomérique. Par contre, les procas-

pases-3, -6 et -7 sont sous forme de dimères. L’activation se fait par la séparation de 

la grande sous-unité (p20) de la petite sous-unité (p10) suite au premier clivage après 

le residu aspartate. Pour obtenir une caspase active, un second clivage libère le pro-
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domaine de la grande sous unité Les caspases actives sont des tétramères (hétérodi-

mères) composés de deux p10 et deux p20 (277,279-281).  

L’activation des caspases initiatrices aura lieu suite à l’interaction du domaine 

CARD ou DED de ces protéases avec des complexes protéiques adaptateurs comme 

le complexe DISC au niveau de la partie cytosolique des récepteurs de mort (TRAIL, 

Fas …) (voie extrinsèque d’apoptose). Par exemple, l’interaction de la caspase-8 avec 

ces protéines entraine son activation et par la suite une cascade de réactions amenant 

au terme du processus apoptotique. D’un autre coté, l’apoptosome formé lors de 

l’apoptose intrinsèque recrute la procaspase-9 après le changement de sa conforma-

tion. La caspase-9 s’auto-active pour amplifier le signal apoptotique (287–289) (Figure 

15, 16).  

IV.2.3. La phase d’exécution de l’apoptose : 

Les caspases sont responsables de l’accomplissement de cette phase. Les cas-

pases sont divisées en deux groupes : les caspases initiatrices et exécutrices. Les 

caspases initiatrices sont les caspases-2, -8, -9 et -10 et les caspases exécutrices sont 

les caspases-3,-6 et -7 (277,278). L’activation de la caspase-3 est essentielle pour 

terminer le processus apoptotique. CAD (Caspase-Activated DNAse) est une endonu-

cléase capable de cliver l’ADN et d’induire la condensation de la chromatine. Norma-

lement, CAD est liée à son inhibiteur ICAD. La caspase-3 clive ICAD et libère CAD qui 

sera par la suite transloquée vers le noyau pour exercer son activité endonucléasique 

(290). Un autre substrat de la caspase-3 est la gelsoline, un inhibiteur de la polyméri-

sation d’actine. Les fragments résultants du clivage de la gelsoline vont couper les 

filaments d’actine. La présence de ces clivages se traduit par la rupture du transport 

intracellulaire, la division cellulaire et la transduction du signal (291) (Figure 16). 

IV.2.4. Interaction entre la voie intrinsèque et extrinsèque d’apoptose : 

L’interaction entre ces deux voies apoptotiques existe même si les deux voies 

sont déclenchées séparément. Une fois la caspase-8 activée par le complexe DISC 

de la voie extrinsèque, il y a deux options : la première est l’activation de la procas-

pase-3 (287,290,292). La deuxième est le clivage d’une protéine de la famille de 

« BH3-only protéine » nommée Bid en t-Bid. Cette dernière s’intègre dans la mem-

brane mitochondriale externe et induit la voie d’apoptose intrinsèque (293,294) (Figure 

16). 
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IV.3. L’apoptose et la différenciation mégacaryocytaire : 

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée. De nombreuses 

études ont montré l’importance de l’apoptose dans la formation des plaquettes et leur 

libération (295). Dans un premier temps, des chercheurs ont montré que les acteurs 

principaux de l’apoptose étaient exprimés lors du stade terminal de la maturation mé-

gacaryocytaire à partir des cellules souches de la moelle osseuse ou des cellules can-

céreuses à tendance mégacaryoblastique (295,296). Depuis les années 90, le rôle de 

la voie intrinsèque de l’apoptose est étudié durant la maturation des mégacaryocytes 

d’un côté et d’un autre côté dans le processus de libération et d’activation des pla-

quettes (296,297). Terui et al. ont montré que Bcl-XL, facteur anti-apoptotique, était 

surexprimé significativement lors de l’initiation de la différenciation mégacaryocytaire 

(298). Cette étude a été confortée par des résultats ultérieures qui ont validé les hypo-

thèses précédentes en ajoutant que l’expression de Bcl-XL était significativement éle-

vée durant la différenciation mégacaryocytaire afin de maintenir la survie de ces cel-

lules (299). En 2002, Kaluzhny et al. ont montré que la surexpression de Bcl-XL dans 

les mégacaryocytes garantissait la maturation mais limitait la fragmentation et la libé-

ration des plaquettes (300). 

D’autres études plus récentes ont suggéré qu’in vivo la délétion de Bak et Bax 

n’avait aucun impact sur la différenciation mégacaryocytaire ou sur la survie et le 

nombre de plaquettes. Par contre, l’inhibition de Bcl-2 dans des étapes précoces de la 

différenciation mégacaryocytaire déclenche la mort des mégacaryocytes, ce qui induit 

par conséquent la diminution du nombre des plaquettes sanguines (301). 

Dans le même contexte, des publications récentes ont montré que la surexpres-

sion de p53 dans les mégacaryocytes immatures induit leur mort. En revanche, ce 

n’est pas le cas dans les mégacaryocytes en stade avancé où cela les incitent à se 

fragmenter et libérer les plaquettes (302,303). Selon Apostolidis en 2012, la délétion 

totale ou conditionnelle de p53 induit l’augmentation de la polyploïdie des cellules 

K562 au cours de leur différenciation. Cela signifie alors que la maturation des cellules 

mégacaryocytaires progresse après suppression du processus apoptotique (302). 

En revanche, l’implication de l’apoptose dans les stades terminaux de la matu-

ration des mégacaryocytes est essentielle pour achever une parfaite libération et frag-

mentation des plaquettes. Selon Botton et al. en 2002, la localisation de la caspase-3 

dans la cellule détermine son avenir. Pour initier la plaquettogenèse, la caspase-3 doit 
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être présente dans le cytoplasme sans avoir une relation directe avec l’apoptose (304). 

En 2006, Leger et al. ont montré l’existence d’une activité précoce de la caspase-3 

durant la différenciation mégacaryocytaire des cellules HELs induite par un stéroïde 

végétal, la diosgénine (13). Selon leurs résultats, l’expression protéique de Bcl-2 est 

élevée au début de la différenciation puis diminue progressivement jusqu’à la fin du 

processus (13).  

 

Figure 13 : structure des caspases chez l’homme et la souris. 

Les caspases sont divisées en caspases d’inflammation (-1, -4, -5, -11 et -12) et les cas-

pases d’apoptose (initiatrices : caspases-2, -8, -9 et -10 et exécutrices : -3, -6 et -7) et les 

caspases -13, -14 et -16. CARD : Caspase-Recruitment Domain. DED : Death Effector Do-

main (279). 
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Figure 14 : structure des protéines de la famille de Bcl-2 (305).  
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Figure 15 : étapes d’activation des caspases  
L’activation se fait suite à une série de clivage de la caspase zymogène après un résidu as-

partate : élimination du prodomaine et homodimérisation pour donner une caspase catalyti-

quement active (306).  
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Figure 16 : voies intrinsèque et extrinsèque de l’apoptose. 

La voie apoptotique intrinsèque est d’origine mitochondriale suite à l’exposition des cellules 

au stimulus externe (stress, irradiation,). La voie extrinsèque est induite suite à l’activation 

des récepteurs de mort par leurs ligands (TRAIL, Fas,.). La voie intrinsèque peut être activée 

par le clivage de Bid en t-Bid (truncated bid) par la caspase-8 (voie extrinsèque) (303). 
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Chapitre V. L’autophagie  

L’autophagie est le processus de l’homéostasie cellulaire utilisé pour assurer 

un niveau de recyclage des organelles et des macromolécules à l’intérieur des cellules. 

Ce processus est nommé comme un deuxième type de mort cellulaire programmée 

après l’apoptose. Pour gérer le stress, les cellules induisent l’autophagie comme une 

voie adaptatrice de l’environnement (307). Les cellules qui sont exposées à une ca-

rence nutritionnelle (308), une radiation ionisante (309), une hypoxie (310), un stress 

énergétique (311) où à des pathogènes induit l’autophagie pour se protéger et main-

tenir leur viabilité (312). 

 

Le terme d’autophagie est entendu la première fois en 1860 (313). Après un 

siècle, Christian de Duve a donné à l’autophagie sa définition actuelle comme une voie 

de « self-eating » suite à la dégradation du continu cellulaire dans les lysosomes ce 

qui permet de donner aux cellules le contenu nécessaire en matières premières pour 

sa fonctionnalité (314,315). Ensuite, les chercheurs ont déterminé les fonctions de 

l’autophagie en exposant les cellules à différents types de stress et des molécules 

Figure 17 : fonctions essentielles de l’autophagie dans l’organisme. 
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chimiques (Figure 17). La découverte de l’aspect génétique activé lors de l’autophagie 

dans les levures par Yoshinori Ohsumi (316) additionnée aux efforts des autres cher-

cheurs dans ce domaine ont permis de distinguer quatre types différents d’autopha-

gie : la macro-autophagie (317), la micro-autophagie (318), l’autophagie médiée par 

les molécules chaperonnes (319) et récemment l’autophagie à RNA/DNA (320,321). 

V.1. Les différents types de l’autophagie : 

V.1.1. Microautophagie : 

La micro-autophagie est un terme donné par Christian de Duve en 1966 (322). 

C’est un processus de dégradation du contenu cytoplasmique dans la lumière lysoso-

male. Le contenu cytoplasmique est dégardé par les enzymes lysosomales suite à la 

différenciation de membrane lysosomale en tube d’autophagie puis son invagination 

et son scission. Ce processus existe chez tous les mammifères mais il a été étudié 

principalement chez les levures (323). Il peut être à la fois sélectif (« micropexophagie, 

microautophagie piecemeal, micromitophagie ») et non sélectif, cela dépendant du 

type de stress auquel les cellules sont exposées (carence nutritionnelle, hypoxie,…) 

(319-321). La microautophagie cible les protéines cytoplasmiques et peut avoir lieu 

simultanément avec les autres types d’autophagie (326,327) (Figure 18). 

V.1.2. Autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) : 

Elle existe chez tous les eucaryotes. Ce type est extrêmement sélectif. Les 

substrats dégradés sont des enzymes glycolitiques, des facteurs de transcription et 

leurs inhibiteurs, des sous-unités protéosomiques et des protéines engagées dans le 

trafic vésiculaire. Ces protéines portent le motif pentapeptidique KFERQ et constituent 

30% de l’ensemble des protéines cytosoliques. Après être reconnues par la protéine 

chaperonne HSC70/HSPA8 (Heat Shock 70 kDa Protein 8), l’ensemble sera recruté à 

la membrane lysosomale où les protéines à dégrader seront dépliées. Par la suite, le 

complexe entre en contact avec le récepteur monomérique LAMP-2A (Lysosomal-As-

sociated Membrane Protein 2A) qui se multimérise pour assurer la translocation du 

complexe vers la lumière lysosomale où il se dissocie (328,329) (Figure 18). 
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V.1.3. Autophagie à ADN/ARN (RNautophagie and DNautophagie) : 

En 2013, Yuki Fujiwara a découvert ce nouveau type est spécifique pour les 

acides nucléiques (ADN et ARN). Ce processus est ATP-dépendant. Contrairement à 

CMA, le récepteur membranaire lysosomal LAMP-2C fixe les acides nucléiques par 

sa fraction cytosolique et les transloque aux lumières lysosomales pour qu’ils soient 

dégradés ultérieurement par des endonucléases et des exonucléases (320,321) (Fi-

gure 18).  

V.1.4. Macroautophagie : 

La macroautophagie est le mécanisme le plus étudié par les chercheurs dans 

ce domaine. Dans la littérature et très souvent, les chercheurs réfèrent à la mac-

croautophagie simplement par autophagie (330). C’est un mécanisme de recyclage et 

de contrôle-qualité du cytoplasme pour assurer l’homéostasie cellulaire contre le 

stress (carence en oxygène (331), carence en acide aminé (308), radiation ionisante 

(309), carence en énergie), la différenciation, le développement cellulaire (332). La 

macroautophagie se différencie des autres types d’autophagie par les atgs (autophagy 

related genes) qui régulent les étapes de ce processus. Suite à la séquestration du 

contenu cytoplasmique à côté ou sur le réticulum endoplasmique, une trentaine d’atgs 

Figure 18 : différents types d’autophagie (329). 
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interviennent en plusieurs étapes pour former une double structure membranaire nom-

mée autophagosome (333,334). Les étapes succesives sont : l’initiation, la nucléation, 

l’élongation et la fusion de l’autophagosome avec le lysosome (Figure 19).  

V.1.4.1. L’initiation : 

L’initiation est la première étape nécessaire au processus d’autophagie. L’initia-

tion commence par la formation d’une structure en forme de coupe ouverte nommée 

phagophore au niveau du PAS (site d’assemblage de phagophore). Cette structure est 

formée suite au recrutement des Atgs (autophagy related proteins) et d’autres pro-

téines adaptatrices pour former des complexes afin de réguler la formation des 

doubles structures membranaires lipidiques nommées l’autophagosome. Les sites de 

la formation des PAS sont divers parmi lesquels: la mitochondrie, le réticulum endo-

plasmique, l’appareil de Golgi, les endosomes tardifs, la membrane nucléaire et la 

membrane plasmique (332-335).  

L’autophagie est induite par plusieurs stimuli notamment la carence en acide 

aminé ou en glucose. Pour induire l’initiation de l’autophagie, trois complexes sont im-

pliqués :  

• Le complexe mTORC1 (Mechanistic Target Of Rapamycin Complex 1) 

formé de la kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycin), de Raptor (Regulatory 

Associated Protein of mTOR), de mLST8 (mTOR associated protein LTS8 homolog), 

de Deptor (DEP Domain Containing mTOR Interacting Protein) et de PRAS40 (Proline-

Rich Akt Substrate of 40 kDa) (339,340), 

• Le complexe ULK (UNC-51-Like Kinases) composé des protéines 

ULK1/2 (homologue d’ATG1), Atg13, FIP200 (FAK (Focal Adhesion Kinase) family In-

teracting Protein of 200 kDa) et Atg101 (341), 

• Le complexe PI3K de classe III constitué de VPS34 (Vacuolar Protein 

Sorting 34), p15, Bécline-1, Atg14 et Ambra1 (Activating Molecule in Bécline-1 Related 

Autophagy protein 1) (342,343). 

La régulation principale du flux macroautophagique est effectuée par le com-

plexe mTORC1. Ce complexe inhibe l’autophagie en modulant la phosphorylation du 

complexe ULK1/2. ULK se forme instantanément dans le cytoplasme sans aucun sti-

mulus et indépendamment de l’autophagie. L’interaction entre FIP200 et ULK1/2 est 

maintenue par l’hétérodimère Atg13 - Atg101 crucial pour l’activité kinase de ULK 1/2. 

Dans les conditions métaboliques normaux, le complexe ULK1/2 est inactif suite à la 
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phosphorylation de ULK1/2 et Atg13 par mTORC1. En revanche, en cas de stress 

métabolique, mTORC1 sera inactif et se dissocie de ULK1/2. Par la suite, ULK1/2 sera 

actif catalytiquement et s’autophosphorylera pour phosphoryler les autres résidus du 

complexe.  

Ensuite, le complexe ULK1/2 sera transloqué au site PAS. Pour initier la forma-

tion du phagophore, ULK1/2 recrute le complexe PI3K complexe III et phosphoryle 

Bécline-1 (BECN1) et Ambra1 induisant ainsi l’activation de ce complexe. La phospho-

rylation de Bécline-1 est nécessaire pour l’interaction entre Ambra A1 avec le com-

plexe VPS-34-Atg14L-BECN1 ainsi que l’interaction de l’ensemble avec d’autres pro-

téines comme UVRAG (UV Resistance-Associated Gene) nécessaire pour l’élongation 

et la maturation de l’autophagosome. Le PI3K complexe III responsable de la produc-

tion du lipide PI3P/PtdIns3P (Phosphatidylinositol-3-Phosphate), un médiateur de re-

crutement des autres protéines effectrices nécessaires pour l’élongation et la formation 

de l’autophagosome (344) (Figure 19). 

V.1.4.2. L’élongation :  

Suite à l’initiation et la production du lipide PI3P/PtdIns3P, l’élongation du pha-

gophore en autophagosome s’accomplit par le système de conjugaison analogue à 

l’ubiquitination. Ce système consiste à assurer la fermeture de la double structure 

membranaire, suite à la séquestration du contenu cytoplasmique à dégrader herméti-

quement à l’intérieur. En général, un système d’ubiquitination est composé de trois 

types d’enzymes : E1, enzyme activatrice, E2, enzyme de conjugaison et E3, ubiqui-

tine ligase. Ce système établit la liaison entre le résidu glycine de l’ubiquitine et le 

résidu lysine de la protéine cible. 

Le phagophore va s’allonger et s’incurver sur lui-même afin d’enfermer le cargo 

cible à degrader. Le système de conjugaison analogue à l’ubiquitination dans ce cas 

est représenté par 8 Atgs qui jouent les rôles des analogues aux enzymes d’ubiquiti-

nation. Ces derniers consistent à la formation d’un premier complexe Atg12-5 qui va 

jouer le rôle d’une enzyme analogue à E3 pour aboutir à la lipidation de LC3-I avec 

une phosphatidyléthanolamine (345) (Figure 20). 

V.1.4.2.1. Le complexe d’élongation Atg12-Atg5 : 

Atg12 est le premier Atg analogue d’ubiquitine. Par comparaison avec le sys-

tème d’ubiquitination, Atg12 porte en C-terminal un résidu de glycine 186. Atg12 sera 
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activée par Atg7, un analogue de l’enzyme E1 activatrice dans le système d’ubiquiti-

nation. Atg7 va se lier à Atg12 par son résidu cystéine (Cys 507). Suite à cette liaison 

ATP dépendante, Atg12 sera ensuite transférée à Atg10 (analogue de E2, enzyme de 

conjugaison), complexe stabilisé par une liaison covalente. Atg10 va induire la conju-

gaison covalente entre le résidu glycine 186 d’Atg12 et le résidu lysine 149 d’Atg5. 

Ensuite le complexe Atg12-Atg5 s’associe avec Atg16L1 de façon non covalente pour 

former un nouveau complexe irréversible homodimèrique Atg122- Atg52-Atg16L12. Ces 

étapes ne nécessitent pas la présence d’une enzyme analogue à E3 dans le système 

d’ubiquitination. L’ensemble sera recruté à la membrane externe du phagophore en 

cours d’élongation. La richesse du site d’assemblage de phagophore (PAS) en PI3P 

(Phosphatidylinositol-3-Phosphate) induit le recrutement du protéine WIPI2 (WD re-

peat domain phosphoinositide-interacting protein 2). WIPI2 est essentielle pour le re-

crutement du complexe Atg12-5-16L1 cruciale pour effectuer la conjugaison de LC3-I 

avec PE (346–348) (Figure 20).  

V.1.4.2.2. Le complexe d’élongation LC3-PE :  

Chez les mammifères, il existe deux familles de protéines LC3 : LC3 (A, B, B2 

et C) et GABARAP (Gamma-Aminobutyric Acid Receptor-Associated Protein). Ces 

deux familles interfèrent durant la macroautophagie. Pour la suite du paragraphe on 

nommera ces protéines LC3. Un autre système de conjugaison analogue au système 

d’ubiquitination vise à la conjugaison d’un résidu phosphatidyléthanolamine (PE) à 

LC3-I. LC3-I est la forme libre cytosolique. Une fois LC3-I conjuguée à PE, ce com-

plexe nommé LC3-II s’associe par la suite aux membranes interne et externe du pha-

gophore en cours d’élongation pour atteindre la maturation de l’autophagosome. Le 

deuxième système de conjugaison utilise deux Atgs possédant des activités analogues 

aux enzymes d’ubiquitination (E1 et E2) et le complexe Atg12-Atg5-Atg16L1. En pre-

mier lieu, Atg4B (cystéine protéase) est responsable du clivage de l’Arg 117 en C-

terminal de LC3-I afin que le résidu Gly 116 de ce dernier soit exposer et prête pour 

entrer dans le permier système de conjugaison. Ensuite, la première étape consiste à 

l’activation par l’intermédiaire d’Atg7 analogue de E1 (enzyme d’activation) en établis-

sant une liaison thioester entre la Cys 507 et la Gly 116. LC3-I sera ensuite transférée 

à Atg3 (analogue de E2, enzyme de conjugaison) et Atg7 sera libérée. Finalement, 

Atg12-Atg5-Atg16L1, un analogue E3 (Enzyme de conjugaison du système d’ubiquiti-

nation) est responsable de la lipidation de LC3-I avec PE. Une liaison amide entre le 
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caroboxy group de Gly120 de LC3 et l’amino groupe de Phe119 de PE est établie suite 

à la libération d’Atg3. Il faut mentionner que la conjugaison de LC3 est réversible et 

cela dépend de l’état de déficience nutritionnelle dans les cellules.  

Actuellement, la conversion de LC3-I en LC3-II est considérée comme un mar-

queur du flux autophagique. Elle est détectée par plusieurs techniques de biologie 

moléculaire (Western blot, immunofluorescence, …). Pendant les étapes finales de la 

maturation de la double structure membranaire, les Atgs seront dissociées. Après la 

fermeture totale de l’autophagosome, les protéines LC3 sont présentes exclusivement 

sur la face intérieure avec le cargo à dégrader (346,348,349) (Figure 21). 

V.1.4.3. La fusion de l’autophagosome avec le lysosome :  

Le but de la macroautophagie, c’est la dégradation du contenu cytoplasmique 

afin d’alimenter les cellules avec l’énergie nécessaire pour leur survie. Le recrutement 

de la machinerie nécessaire pour la fusion avec les lysosomes commence avec la 

maturation de l’autophagosome. Plusieurs facteurs importants interagissent à ce ni-

veau : 

• Le HOPS complexe : « homotypic fusion and protein sorting », la petite GTPase 

RAB7(RAs-related in Brain 7), SNARE (Soluble N-éthylmaleimide sensitive fac-

tor Attachment protein REceptor) et d’autres protéines adaptatrices.  

Les protéines adaptatrices sont responsables de l’interaction entre ces trois fac-

teurs afin d’assurer le rapprochement entre l’autophagosome et le lysosome. Avec le 

stress métabolique, les lysosomes sont recrutés au niveau de la zone perinucléaire. 

LC3-II qui se trouvent dans la membrane interne autophagosomale est essentielle 

pour la fusion avec les lysosomes ; ils sont capables de recruter des proteines nom-

mées SNARE (Soluble N-éthylmaleimide sensitive factor Attachment protein RE-

ceptor). 

Après la fermeture des autophagosomes, ils sont déplacés par l’intermédiaire 

des microtubules vers la zone perinucléaire. Le complexe de dynéine associé aux mi-

crotubules est responsable de leur orientation. Dans un premier temps, les mem-

branes externes des deux vacuoles fusionnent. Les hydrolases lysosomales s’infiltrent 

dans l’espace inter-membranaire des autophagosomes et commencent ainsi la dégra-

dation de la membrane interne. La fusion s’accomplit par le contact entre le contenu 

des autophagosomes et la lumière lysosomale. Dans certains cas, les autopha-

gosomes fusionnent avec des endosomes pour donner des amphiosomes. Cela est 
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nécessaire pour alimenter ces structures avec des molécules qui facilitent leurs fusions 

ultérieures avec des lysosomes (350,351) (Figure 19). 

 

Figure 19 : la macroautophagie, étapes de la formation des autophagosomes  

L’initiation, l’élongation, la fermeture et la fusion avec les lysosomes constituent les 

différentes étapes de la formation de l’autophagosome. 
 Suite à l’activation de complexe PI3KCIII par le complexe ULK1/2, l’initiation commence par 

l’assemblage du phagophore. Le site d’assemblage de phagophore est riche en Phospha-

tidylinositol-3-Phosphate (PI3P) qui contribue au recrutement des Atgs (Atg7, Atg10, Atg12, 

Atg5, Atg16L1, Atg4). Ces Atgs forment un système analogue à l’ubiquitination capable d’as-

surer l’élongation de l’autophagosome suite à la conjugaison de LC3-I à la phosphatidylétha-

nolamine (PE) pour donner la forme LC3-II. Cette dernière va s’associer à la membrane ex-

terne et interne de l’autophagosome pour garantir sa fermeture. Suite à la fusion de l’auto-

phagosome avec le lysosome, les protéines LC3-II sur la membrane externe sont libérées et 

celles qui sont du côté intérieur vont être dégradées et recyclées sous l'effet des enzymes 

lysosomales.  

Adapté de Ravikumar et al., 2009 (342). 
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Figure 21 : deuxième système de conjugaison analogue à l’ubiquitination 
Il consiste à conjuguer LC3-I avec la phosphatidyléthanolamine (PE). Suite à l’activation de 

LC3-I par Atg4, Atg7 assure le transfert de LC3-I à Atg3. Atg3, un analogue de l’enzyme de 

conjugaison E2 du système d’ubiquitination, transfert LC3-I au complexe Atg12-Atg5-

Atg16L1 (analogue de l’enzyme E3 du système d’ubiquitination). La dernière étape est la lipi-

dation de LC3 avec PE par le biais de Atg12-Atg5-Atg16L1. Adapté de Ravikumar et al. , 

2009 (345). 

V.2. La régulation de l’autophagie  

L’autophagie est un deuxième type de mort cellulaire programmée. Sur le plan 

physiologique, cette voie assure l’homéostasie des cellules en recyclant le contenu du 

cytoplasme (macromolécules et organelles endommagés) pour assurer les sources de 

Figure 20 : premier système de conjugaison analogue à l’ubiquitination 
Il conduit à la formation de l’homodimère d’Atg12-Atg5-Atg6L1. Atg7 joue le rôle d’analogue 

de l’enzyme E1, activateur du système d’ubiquitination. Atg7 assure la liaison entre Atg12 et 

Atg10. Atg10, un analogue de l’enzyme E2 dans le système d’ubiquitination, assure la conju-

gaison d’Atg12 avec Atg16L1 et Atg5. Adapté de Ravikumar et al., 2009 (342). 
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la survie cellulaire. L’autophagie agit contre les différents types de stress énergétique 

et nutritionnel (hypoxie, radiation ionisante, Unfolded Protein Response (UPR), ca-

rence en acides aminés, en glucose, en ATP). Selon la littérature, l’autophagie pré-

sente un paradoxe entre son rôle dans la cytoprotection (viabilité cellulaire) et dans la 

mort cellulaire. L’interaction de cette voie avec d’autres types de mort cellulaire, no-

tamment l’apoptose, nécessite un réseau de voies de signalisation interagissant entre 

elles pour définir le destin des cellules. Parmi elles, on cite les voies 

PI3K/Akt/mTORC1, AMPK/LKB1, NF-B, l’interaction entre Bécline-1 et Bcl-2, et les 

voies indépendantes de mTORC1 comme cAMP-Epac-PLC-IP3 (protéine d’échange 

directement activée par cAMP), Ca2+ -calpain-G3α, Ras-cAMP- PKA et les céramides. 

Dans notre contexte, nous aborderons seulement les voies régulatrices de l’autopha-

gie en relation avec la différenciation mégacaryocytaire. 

V.2.1. La voie PI3K/Akt/mTORC1. 

En cancérologie, cette voie est considérée comme pro-tumorale induisant la 

prolifération anormale des cellules cancéreuses. PI3K/Akt/mTORC1 est une voie prin-

cipale dans la régulation de l’autophagie de façon directe ou indirecte. Dans les con-

ditions normales, la présence des facteurs de croissance induit l’activation de PI3K/Akt 

par l’intermédiaire des récepteurs à tyrosine kinase. Cette activation induit la voie MAP 

kinases (Ras/RAF/ERK) et inhibe le complexe TSC1/2 (Tuberous sclerosis protein 

complex) afin d’activer mTORC1. L’activation de mTORC1 est généralement liée à la 

présence importante de certains acides aminées particulièrement la leucine, la gluta-

mine et l’arginine. L’activation de mTORC1 se fait suite à la phosphorylation inhibitrice 

de TSC1/2 ce qui induit l’activation de Rheb (Ras homolog enriched in brain) en échan-

geant le GDP par du GTP. Rheb ensuite se détache du complexe avec TSC1/2 et 

active mTORC1. mTORC1 peut être activée par une voie indépendante de TSC1/2 

par le biais des RAGS GTPase (Ras-related GTPases) et GEF (Guanine exchange 

factor regulator) au niveau des lysosomes. mTORC1 réprime l’autophagie par la phos-

phorylation de Atg13, ULK1/2 ou Ambra-1 associée à la classe III phosphatidylinositol-

3 kinase complex (PI3KC3) (352). L’activité de mTORC1 peut être inhibée par 

AMPK/LKB1 ce qui induit le flux autophagique (353). En outre, mTORC2 peut inhiber 

l’autophagie via l’axe mTORC2/Akt/FOXO3. Dans les conditions de stress, FOXO3 est 

localisée normalement dans le noyau pour transcrire les gènes impliqués dans le pro-
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cessus autophagique. Une fois Akt activée, elle inhibe FOXO3 par phosphorylation ce 

qui inhibe ensuite la transcription de ces gènes (354).  

En conclusion mTORC1 ainsi que mTORC2 sont capables d’inhiber le flux auto-

phagique de façon directe et indirecte (Figure 22).  

V.2.2. La voie LKB1/AMPK (LKB1 Liver kinase B1/AMP-activated protein kinase, 

AMPK). 

AMPK est une sérine/thréonine kinase responsable de l’activation de l’autopha-

gie. Cette kinase joue un rôle très important dans les pathologies cardiovasculaires 

(355), l’obésité et le diabète (356), ce qui reflète sa distribution dans différents organes. 

AMPK est phosphorylée par plusieurs kinases au niveau du résidu Thr172 telles que 

LKB1 (353), Calmodulin-dependent protein kinases kinase 2 (CAMKK-2) (357) et 

TAK1 (Transforming growth factor-β-activating kinase 1) (358). L’activation d’AMPK 

dépend du ratio (AMP) ou (ADP)/(ATP) qui traduit l’état énergétique des cellules. Une 

fois que les cellules sont en déficience énergétique, LKB1 avec les 2 sous-unités 

STRAD et MO25 phosphorylent AMPK ce qui induit la voie autophagique. Par le biais 

de son activité kinase, AMPK phosphoryle plusieurs protéines comme mTORC1, 

TSC1/2, ULK1, Bécline-1, FOXO3 et PI3KC3 (355-359). AMPK kinase phosphoryle 

TSC1/2 au niveau des résidus Ser1345/Thr1227 ce qui active son activité GAP 

(GTPase-activating protein) inhibant ainsi mTORC1 (359). AMPK peut inhiber directe-

ment mTORC1 en phosphorylant cette dernière en Ser772/792 et lui associer la pro-

téine 14-3-3. Cette association permet de restaurer l’activité d’ULK1 et d’induire sa 

liaison avec AMPK (364). D’une autre part, AMPK peut activer directement l’autopha-

gie en phosphorylant ULK1 au niveau d’une région riche en proline et sérine, ou Bé-

cline-1 en Thr388 afin d’inciter le complexe PI3KC3 à s’engager dans l’autophagie 

dans le cas de carence en glucose (361,365). AMPK induit l’autophagie via des fac-

teurs de transcription comme FOXO3. Après la phosphorylation de FOXO3, il sera 

transloqué vers le noyau pour activer la transcription des gènes impliqués dans l’auto-

phagie (360,366) (Figures 22, 23). 

V.2.3. L’interaction entre Bécline-1 et Bcl-2.  

Bécline-1 est une protéine essentielle pour la formation et l’initiation de l’auto-

phagie. Cette protéine est formée de trois domaines (ECD, CCD et BH3) avec lesquels 

peuvent interagir différents types de protéines (367). Bcl-2 est une protéine anti-apop-
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totique qui inhibe l’autophagie par son interaction avec Bécline-1 via son domaine BH3 

au niveau du réticulum endoplasmique seulement. Cette interaction est nécessaire 

pour induire un équilibre entre l’apoptose et l’autophagie tant que la phosphorylation 

de Bécline-1 ou Bcl-2 ne peut pas aboutir à la dissociation ou à la stabilisation de ce 

complexe (368,369).  

La dissociation entre Bécline-1 et Bcl-2 se fait par plusieurs façons :    

• La compétition entre Bécline-1 et les autres protéines pro-apoptotiques possé-

dant une affinité forte avec Bcl-2 comme tBid, Bad et BNIP3, Noxa, Puma, Bi-

mEL and Bik. 

• Suite à la déficience nutritionnelle, Bcl-2 est phosphorylée par JNK-1 au niveau 

de trois résidus Thr69, Ser70 et Ser87 localisés dans des boucles non structu-

rées. Dans les conditions de stress nutritionnel et énergétique, la phosphoryla-

tion de Bécline-1 se fait par plusieurs kinases comme DAPK (suppresseur de 

tumeur, death-inducing kinase) et ROCK1 (sérine/thréonine Rho kinase) au ni-

veau du résidu Thr119 ce qui dissocie Bécline-1 de Bcl-2. 

 

D’autres voies et protéines sont engagées dans la régulation de Bécline-1 :  

• L’ubiquitination de Bécline-1 par TRAF-6 (Tumor necrosis factor Receptor Aas-

sociated Factor 6) induit l’autophagie suite à l’oligomérisation de Bécline-1 con-

duisant ainsi à la formation du complexe PI3KC3. 

• L’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) recrute Bécline-1 et la phospho-

ryle pour inhiber l’autophagie. 

• Akt suite à son activation, Akt interagit avec Bécline-1 et l’inhibe après sa phos-

phorylation.  

• AMPK active l’autophagie en phosphorylant Bécline-1 sur la Ser93 et la Ser96 

afin de répondre au stress nutritionnel.  

• Suite à un stress nutritionnel, Bécline-1 induit la formation du complexe PI3KC3 

après sa phosphorylation par ULK1/2 ce qui le dissocie de Bcl-2. Bécline-1 re-

crute et interagit avec les autres membres du complexe PI3KC3 comme VPS-

34, VPS-15 et Ambra-1 dans un premier temps puis avec UVRAG (suppresseur 

de tumeur, UV Radiation resistance-Associated Gene) afin d’assurer la forma-

tion et la maturation de l’autophagosome (363-366) (Figure 24).  
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V.2.4. NF-B : 

NF-B est un facteur de transcription connu comme proto-oncogène. Il est in-

hibé par IB-α (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells in-

hibitor, alpha). Dans les contextes de survie cellulaire, IKK (IB kinase) phosphoryle 

IB-α et l’envoie vers l’ubiquitination ce qui rend NF-B active. Durant la différenciation 

mégacaryocytaire, Leger et al. ont démontré la diminution de la translocation nucléaire 

de NF-B, ceci comme indicateur de la maturation (13). NF-B module l’autophagie 

selon le contexte cellulaire (différenciation, inflammation, cancer). En même temps, 

L’autophagie est responsable du turn-over de IKK à l’intérieur des cellules en réponse 

à un stress chronique et par conséquence inhibe NF-B. En revanche, NF-B peut 

activer l’autophagie suite à un stress causé par un choc thermique, une voie impliquant 

la protéine de choc thermique HspB8 et BAG3 (BCL-2-associated athanogene 3) 

(371). D’autre part, l’analyse du promoteur du gène codant Bécline-1 montre que NF-

B pourrait activer la transcription de ce gène. Ce n’est pas toujours le cas, NF-B 

pourrait inhiber l’autophagie en activant A20, un désubiquitinase de bécline-1 au ni-

veau du site d’interaction avec le domaine BH3 des protéines Bcl-2 (372). De nom-

breuses études ont montré que l’activation de l’autophagie par NF-B implique obliga-

toirement IKK. En outre, l’utilisation de rapamaycine induit l’activation de l’autophagie 

via un mécanisme qui implique l’activation d’AMPK et IKK suite à l’inhibition de 

mTORC1 ainsi que la dissociation de Bécline-1 de Bcl-2 par le biais de JNK1 (373). 

En même temps, IKK peut activer l’expression de plusieurs effecteurs d’autophagie 

comme LC3, Atg5, Bécline-1 indépendamment de NF-B en réponse à un stress aigü 

(déficience nutritionnelle) (374). 
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Figure 22 : voies de signalisation régulant l’autophagie : les régulateurs de 

AMPK, ULK1 et mTORC1 
AMPK est une protéine clé dans l’activation de la voie autophagique. TAK1, LKB1 and 

CamKK phosphorylent AMPK et induisent l’activation de la voie autophagique. AMPK 

stimule l’autophagie directement en phosphorylant ULK1 (ULK1/2 complexe), Bécline-1 

(PI3K-complexe III) ou indirectement en activant TSC1/2. TSC1/2 activée inhibe Rheb 

et par la suite mTORC-1. ULK1, catalytiquement active, induit la dissociation de Bé-

cline-1 de son interaction avec Bcl-2 suite à l’activation de JNK1. Une fois libérée, Bé-

cline-1 stimule l’autophagie. AMPK peut induire l’activation de FOXO3. FOXO3 est un 

facteur de transcription responsable de l’induction de la transcription de plusieurs gènes 

impliqués dans l’autophagie.  
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.  

 

 

Figure 23 : voies de signalisation régulant l’autophagie. 
En présence de facteurs de croissance, les récepteurs à tyrosine kinase sont activés. Ces 
récepteurs stimulent plusieurs voies de signalisation, parmi elles l’axe PI3K/Akt/mTORC1, 
régulateur principal de l’autophagie. Dans les conditions physiologiques, mTORC1 inhibe 

l’autophagie (phosphorylation inhibitrice d’ULK1). En conditions de stress, mTORC1 est inhi-
bée et l’autophagie est activée. ULK1 s’autophosphoryle et stimule la phosphorylation 

d’Atg13 et FIP200 du complexe d’initiation ULK1/2 
Source : Ravikumar et al., 2009 (342)  
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V.3. Autophagie : le paradoxe différenciation/cancer.  

L’autophagie est une voie d’homéostasie cellulaire. Dans les conditions physio-

logiques, en réponse au stress nutritionnel, énergétique, hypoxie ou radiation ioni-

sante, l’autophagie vise à protéger la cellule contre tout dommage à l’ADN afin d’éviter 

l’apoptose. En revanche, après une dégradation excessive des protéines et une forte 

Figure 24 : régulation de l’autophagie suite à la dissociation du complexe Bécline-

1/Bcl-2 

Une série de phosphorylations inhibe ou active cette association. La phosphorylation de Bcl-

2 par JNK1 ou la phosphorylation de Bécline-1 par TRAF6, MST1, DAPK, ROCK1, CAMKII 

induisent la dissociation de ce complexe. La libération de Bécline-1 induit l’activation de 

l’autophagie suite à son association avec le complexe PI3K-complexe III (VPS34, VPS15 et 

Atg14, Ambra A1). Suite à des conditions de déficience nutritionnelle, l’activation de Bécline-

1 peut se faire suite à la phosphorylation par ULK-1 et AMPK directement afin que l’autopha-

gie soit déclenchée. En revanche, plusieurs phosphorylations inhibitrices peuvent avoir lieu 

induisant ainsi l’inhibition de l’autophagie. Dans les conditions physiologiques, Bécline-1 peut 

être inhibée par Akt. En outre, durant l’élongation, l’autophagie peut être inhibée par l’asso-

ciation de Rubicon avec UVRAG ce qui empêche la fermeture de l’autophagosome. 
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dépense d’énergie, l’apoptose sera déclenchée (375). En hématologie, l’autophagie 

est importante dans la différenciation érythrocytaire, lymphocytaire et mégacaryocy-

taire. Notamment, dans les CSH, l’autophagie maintient leur quiescence ainsi que leur 

capacité d’auto-renouvellement. Afin de maintenir leur survie le plus longtemps pos-

sible, l’autophagie assure une clairance des mitochondries pour éviter la production 

de ROS dans les cellules (370-373). Ainsi, en 2017, une étude réalisée par Ho et al. a 

montré que l’inhibition de l’autophagie dans les CSH (délétion d’Atg12) augmentait 

l’oxydation phosphorylante induisant la formation des ROS et par la suite la mort cel-

lulaire (Figures 25, 26). L’autophagie joue un role important dans la différenciation mé-

gacaryocytaire. En 2015, Cao et al. ont montré que le « knockout » d’Atg7 dans les 

CSH inhibait la différenciation mégacaryocytaire. Par contre dans les mégacaryocytes 

matures, l’inhibition de l’autophagie ne montre pas d’effet sur la différenciation méga-

caryocytaire (380) (Figures 28, 29). Après deux ans, Wang et al., ont montré que la 

modulation de l’autophagie au début de la différenciation induisait une altération de la 

différenciation démontrant ainsi que le niveau basal de l’autophagie était important 

pour assurer le bon déroulement de la différenciation mégacaryocytaire (381). Dans le 

cas des cancers myéloïdes, le rôle de l’autophagie dépend du contexte comme elle 

est considérée parfois comme suppresseur ou promoteur de tumeur (377,382–384). 

Dans les CSH d’AML, la délétion des gènes Atg7 et Atg5 induit une inhibition de la 

survie et de la prolifération (385). L’utophagie joue un rôle paradoxal : elle peut agir 

comme un garant de la survie des CSC (cellules souches cancéreuses) ou comme un 

suppresseur de l’initiation des cancers leucémiques (382,383). En 2015, une étude de 

Watson et al. a montré que le balayage du génome de blastes AML affirme que l’ex-

pression des gènes impliqués dans l’autophagie comme 

Atg10, Atg5, Atg7, BECN1, GABARAP, GABARAPL1/2, et MAP1LC3B s’avère très 

basse, cela étant dû à la présence de profils de mutations et de délétions hétérogènes 

dans ces cellules. Au regard de ces résultats, l’activation de l’autophagie dans les 

blastes AML pourrait s’avérer être une stratégie de traitement anticancéreux en com-

binaison avec d’autres molécules conventionnellement utilisées. Cet effet rend l’inhi-

bition de l’autophagie comme une stratégie thérapeutique intéressante par exemple 

en combinaison avec la cytarabine (inhibiteur de la synthèse de l’ADN) (376,383) (Fi-

gure 25). 
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Figure 25 : rôle important de l’autophagie dans la survie des cellules souches héma-

topoïétiques (CSH). 
En absence d’autophagie, les CSH accumulent les ROS (Radical Oxygen Species). Cette 

accumulation fait suite à l’absence de leur élimination par les mitochondries. Les cellules 

passent du mode glycolyse anaérobie à la phosphorylation oxydative. Les CSH sortent de 

leur quiescence et commencent la prolifération mais, à terme, entrent en apoptose vu l’accu-

mulation de ROS. Les CSC d’AML suivent la même logique afin d’assurer leur survie et 

maintenir leur propre différenciation. 
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V.4. La différenciation mégacaryocytaire et l’autophagie : 

La relation entre l’autophagie et la différenciation mégacaryocytaire reste ambi-

guë. Plusieurs équipes ont montré le côté indispensable de l’autophagie dans la diffé-

renciation mégacaryocytaire. En 2009, une première étude par Colosetti et al., a montré 

que l’inhibition de l’autophagie suite au knock-down des facteurs clés de l’autophagie, 

bécline-1 et LC3 dans les cellules de leucémies myéloïdes chroniques K562 différen-

ciées par PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate), réduisait fortement la différenciation 

mégacaryocytaire. Ultérieurement, d’autres auteurs ont montré que le knock-out d’un 

gène clés de l’autophagie « Atg7 » dans les cellules souches hématopoïétiques inhibe 

fortement la différenciation mégacaryocytaire. Ils ont observé une diminution de la taille 

des mégacaryocytes et une abrogation du cycle cellulaire ainsi que l’activité mitochon-

driale. Ils ont montré que l’accumulation des espèces réactives de l'oxygène (ROS) in-

duit l’accumulation des mitochondries en absence de l’autophagie. Cette inhibition est 

accompagnée d’une augmentation du pourcentage des cellules apoptotiques en com-

paraison avec les cellules différenciées Cette étude est vérifiée plus tard en 2017, par 

Figure 26 : autophagie : une voie d’homéostasie cellulaire entre la survie et la mort 

cellulaire 

Dans les cellules normales, le niveau basal de l’autophagie est important pour assurer le dé-

veloppement, la différenciation et la défense des cellules contre le développement tumoral. 

En effet, l’absence ou la présence excessive de l’autophagie induit la tumorigénèse, la mort 

cellulaire et la dégénérescence cellulaire 
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Wang et al., sur les cellules de foie fœtal. Ils ont signalé que l’effet modulateur de l’auto-

phagie par bafilomycine A1 et rapamycine n’aboutit qu’à la repression de la différencia-

tion mégacaryoctaire dans les stades précoces de la différenciation. Tandis que dans 

les stades avancés, la modulation de l’autophagie n’a aucune conséquence sur la ma-

turation des mégacaryocytes. Contrairement à l’étude précédente, une étude dirigée 

par Sun et al. en 2020 a montré que l’activation de l’autophagie par la rapamycine dans 

les cellules Dami (lignée mégacaryoblastique) différenciées par TPA (12-O-tetradeca-

noylphorbol 13-acetate) augmente l’endomitose. D’un autre côté, l’inhibition de l’auto-

phagie par la bafilomycine A1 dans ces cellules inhibe l’endomitose des futurs mégaca-

ryocytes. Avant notre étude, le rôle de l’autophagie dans la différenciation mégacaryo-

cytaire induite par la diosgénine dans les cellules HELs n’a pas été étudié dans la litté-

rature. 
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Chapitre VI : Un stéroïde végétal : la diosgénine.  

VI.1. Diosgénine  

La diosgénine (Dios) [(25R)-5-spirosten-3β-ol] est une sapogénine à noyau sté-

roïdique, constituée du noyau spirostane seul et ne présente pas de partie glucidique 

ramifiée en C3 (386). Cette molécule est extraite des plantes médicinales de la famille 

des Dioscorea (Dioscorea batatas connu comme l’igname de Chine) (387) et des 

plantes comme le fenugrec (Trigonella foenum graecum) (388) (Figure 27). L’intérêt 

de la diosgénine dans l’industrie pharmaceutique est connu depuis des années. Les 

corticostéroïdes et les hormones sexuelles décrites pour leurs effets thérapeutiques 

sont obtenus de manière semi-synthétique à partir de la diosgénine (389). L’effet thé-

rapeutique de la diosgénine est exhaustivement décrit dans la littérature en tant 

qu’anti-infectieux (390), anti-inflammatoire (391), anti-cancéreux (13), anti-diabétique 

(392). Comme anti-cancéreux, la diosgénine présente des effets cytotoxiques sur dif-

férents types de cellules cancéreuses (cancer du sein (393), de la prostate (394), leu-

cémies (13), du colon (395), gastrique (396, 397)). De nombreuses études ont montré 

l’effet inhibiteur de la diosgénine sur la migration et l’invasion des cellules cancéreuses 

par exemple les cellules PC3 du cancer de prostate (394). En revanche, peu d’études 

montrent l’effet cytotoxique de la diosgénine sur les cellules leucémiques (398). Selon 

les travaux de Liu et al. en 2004, la diosgénine induit l’apoptose des cellules K562 en 

induisant l’arrêt du cycle cellulaire suite à l’inhibition de cycline B1, cdc2 et p21. De 

plus, le pourcentage des cellules K562 en sub-G1 du cycle cellulaire augmente suite 

au traitement ainsi que la fragmentation d’ADN et l’exposition de la phosphatidylsérine 

du côté externe de la membrane cellulaire (399). En 2014, Jiang et al. ont validé le fait, 

qu’à côté de l’effet antiprolifératif, l’augmentation de la dose de diosgénine induit une 

augmentation du flux autophagique. L’utilisation des inhibiteurs de l’autophagie tels 

que la 3-MA (3-méthyladénine) et la chloroquine accélère l’effet apoptotique de la 

diosgénine (400). Ceci confirme que l’autophagie est une voie de survie cellulaire vi-

sant à contrecarrer l’apoptose dans ce cas. 

Depuis une quizaine d’années, Leger et al. ont montré que la diosgénine (40 

µM) induit l’inhibition de la prolifération ainsi que l’apoptose des cellules HELs en dé-

montrant l’implication des voies p38, ERK, JNK, NF-B et PI3K/Akt, ainsi que des ef-
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fecteurs clés de l’apoptose (activation de la caspase-3 et clivage de la PARP) (401). 

Récemment en 2016, Jiang et al. ont montré l’effet apoptotique de la diosgénine sur 

les cellules de LMC K562 en démontrant que l’inhibition de l’autophagie accélère cet 

effet pro-apoptotique (402).  

Figure 27 : structure et effet de la diosgénine 

A- grains de fenugrec, B- structure chimique de la diosgénine, C- tubercules d’ignames et D- 

différenciation mégacaryocytaire induite par 10 µM de diosgénine pendant 192h (403).  

VI.2. La différenciation mégacaryocytaire et diosgénine :  

En 1995, Beneytout et al. ont montré que la différenciation mégacaryocytaire 

des cellules HEL était induite par la diosgénine. En effet à l’aide d’une dose-réponse, 

ces auteurs ont remarqué que seule la dose de 10 µM de diosgénine induisait des 

changements dans la structure des cellules devenant de plus grande taille et exprimant 
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des marqueurs caractéristiques de la différenciation (GpIB) (404). Une dizaine d’an-

nées plus tard, Leger et al. au sein de notre laboratoire ont étudié à nouveau cet effet 

sur les cellules HEL afin de mieux décrire l’induction de la différenciation mégacaryo-

cytaire sur le plan moléculaire. Ils ont montré que les cellules HEL différenciées par 10 

µM de diosgénine augmentent progressivement la taille jusqu’à la maturation finale. 

Selon leurs résutats, il y avait une augmentation de l’expression génomique de glyco-

protéine V, glycoprotéine IX, CD41+, CD61+, CD62+.En parallèle, ils ont montré que le 

contenu en ADN (la polyploïdie) augmentait progressivement jusqu’à la fin de la diffé-

renciation mégacaryocytaire. Ensuite, ils ont examiné les voies moléculaires impli-

quées. Ils ont observé une stimulation de l’expression de Bcl-2 au début de la différen-

ciation mégacaryocytaire. En outre, Il a été observé une augmentation de l’activité NF-

B et la phosphorylation d’Akt et l’activité de p-ERK et à ce stade. Au fur et à mesure 

de la progression de la différenciation, l’expression et l’activité de ces protéines dimi-

nuaient. En plus, ils ont confirmé la théorie de Botton et al. (304) en montrant qu’au 

cours de la différenciation l’activité de caspase-3 augmentait soudainement à 48h 

avant de reprendre un niveau basal. À partir de 96h de la différenciation, l’activité de 

caspase 3 augmentait avec une induction du clivage de la PARP jusqu’au terme de la 

différenciation mégacaryocytaire (13,401,405) (Figures 27, 29). Dans la littérature, 

peu sont les travaux qui étudient la différenciation mégacaryocytaire induite par des 

molécules naturelles (51,406). 

Toujours au sein de notre laboratoire, Ghezali et al. ont montré qu’il y avait une 

inhibition de la voie sonic hedgehog (SHh) corrélée avec la progression de la différen-

ciation mégacaryocytaire induite par la diosgénine. Les résultats montrent que l’inhibi-

tion de cette voie inhibe la polyploïdisation ainsi que l’activité d’p-ERK qui est norma-

lement élevée pendant les premières 24h de l’induction de la différenciation mégaca-

ryocytaire (407). 

L’effet de la diosgénine sur les cellules HEL repose sur un effet dose-dépendant 

car des doses supérieures à 10 µM inhibent également l’arrêt de la prolifération de ces 

cellules mais avec la mise en place d’un processus apoptotique et non plus différen-

ciant (401). 
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Figure 28 : inhibition de l’autophagie les cellules souches hématopoïétique in-
hibe la différenciation mégacaryocytaire. MK-PPF : proplatelet forming megacaryo-

cytes (362). 
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Figure 29 : voies moléculaires impliquées durant la différenciation mégacaryocy-

taire (403). 

Figure 30 : surexpression de mTOR inhibe l’autophagie dans les mégacaryocytes et 

provoque l’altération de la production et de la fonction des plaquettes (384). 
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Projet de recherche  

Les traitements actuels des leucémies se basent sur l’utilisation de la chimio-

thérapie et la greffe de cellules souches hématopoïétiques (408). Au regard des effets 

secondaires incontournables de ces traitements, les recherches récentes montrent 

l’importance de la thérapie de différenciation comme une solution alternative. Diffé-

rentes molécules chimiques ou naturelles ont été utilisées pour induire la différencia-

tion des cellules leucémiques particulièrement les cellules de leucémies myéloïdes 

aiguës (LMA) (409,410). On cite parmi eux l’acide rétinoïque (411), les esters de 

phorbol (412), certains inhibiteurs des histones désacétylases (210,413), la vitamine 

D3 (414) et ses analogues. 

Dans notre laboratoire, des résultats précédents ont montré que la différencia-

tion mégacaryocytaire des HELs, lignée érythroleucémique, est induite par 10µM d’un 

stéroïde  végétal nommé la diosgénine (401,404). La maturation nucléaire de ces cel-

lules se traduit par une polyploïdie marquante (64N en contenu d’ADN). En outre, la 

maturation membranaire se manifeste par l’apparition et l’augmentation de l’expres-

sion de récepteurs caractéristiques des mégacaryocytes tout au long de leur matura-

tion (13,415). Suite à la formation des membranes de démarcation pour donner les 

futures plaquettes, la maturation se termine par la fragmentation des mégacaryocytes 

et la libération de pseudo-plaquettes dans le milieu de culture (117). 

Notre laboratoire a montré l’implication de l’apoptose durant la différenciation 

mégacaryocytaire des cellules HEL induite par la diosgénine (13) et notamment lors 

des étapes finales conduisant à la libération des pseudo-plaquettes. De point de vue 

transduction de signal, les voies de signalisation régulantes la différenciation sont mu-

tuelles avec une autre voie de mort cellulaire programmée nommée l’autophagie 

(13,365). Récemment, les études montrent l’implication de l’autophagie et son impor-

tance dans ce processus mais le rôle de cette voie reste mal défini durant la maturation 

mégacaryocytaire (380,381,416). 

Mon projet de recherche au cours de cette thèse a été de démontrer l’implication 

de l’autophagie durant la différenciation mégacaryocytaire induite par 10 µM de 

diosgénine, et sa possible interaction avec l’apoptose. 
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Le premier objectif a été d’analyser l’expression des différents effecteurs clés 

de l’autophagie durant la différenciation mégacaryocytaire induite par la diosgénine. 

Au regard des résultats obtenus, la stratégie du deuxième objectif a reposé sur l’inhi-

bition de l’autophagie par la 3-méthyladénine ou sur son activation par la metformine 

avant et après l’induction de la différenciation mégacaryocytaire des HELs. De ce fait, 

la démarche a été de comprendre l’effet de la modulation de l’autophagie sur la matu-

ration membranaire et nucléaire des cellules HELs ainsi que sur la fragmentation 

d’ADN.  
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 Materiels et méthodes  
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I. LIGNÉE CELLULAIRE :  

La lignée HEL provient de l'American Type Culture Collection (ATCC) et nous a 

été gracieusement fournie par le Pr. J.P. Cartron (INSERM U76, Paris). Cette lignée a 

été obtenue en cultivant des cellules mononucléées du sang circulant d'un malade qui 

présentait une érythroleucémie après rémission d'une maladie de Hodgkin (417). 

Les cellules HELs sont ensemencées en flacons de culture de 75 cm2 dans du 

milieu RPMI-1640 (GibcoBRL) supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF, 

GibcoBRL), 1% de glutamine (2 mM, GibcoBRL), 1% de HEPES (10 mM, GibcoBRL) 

et 1% de pyruvate de sodium (1 mM, GibcoBRL) et 1% de streptomycine pénicilline 

(100 U/ml et 100 µg/ml, GibcoBRL).  

Les cellules ensemencées sont placées dans un incubateur à 37°C en atmos-

phère humide (95%) et sous 5% de CO2. Les numérations des cellules viables sont 

réalisées sur cellule de Malassez par le test d’exclusion au bleu de trypan (Sigma) (les 

cellules blanches étant viables). 

II. TRAITEMENTS :  

Pour toutes les éxpériences réalisées, les cellules sont ensemencées à une den-

sité de 105 cellules/ml de milieu (106 cellules/10 ml de milieu de culture). La concen-

tration cellulaire doit être maintenue entre 105 et 106 cellules par ml. 

La différenciation mégacaryocytaire est induite suite au traitement des cellules 

HEL avec la diosgénine. Après un jour d’ensemencement, les cellules sont traitées 

avec une solution mère de diosgénine à 10-2 M en solution éthanolique pour arriver à 

une concentration finale de 10 µM dans le flacon de culture de 75 cm2.  

Les cellules témoins sont traitées par le même volume d’éthanol (<0,1%) que 

pour les conditions traitées par la diosgénine. 

La modulation de l’autophagie se fait suite au traitement des cellules par les mo-

lécules 3-MA et Met (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) respectivement 

avec des concentrations finales de 2 mM et 0,25 mM.  

Le choix de temps de traitement est basé sur les résultats de Leger et al. publiés 

entre 2004 et 2007 au sein de notre laboratoire ainsi que les études précédentes éla-

borant la relation entre l’autophagie et la différenciation mégacaryocytaire (Chapitre 

V.4, VI.2) (13,401,415).  
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On a adopté deux stratégies de traitement pour moduler l’autophagie avant et 

après l’induction de la différenciation mégacaryocytaire des HELs par 10 µM de 

diosgénine :  

1- Les cellules sont pré-traitées avec la 3-MA ou la Met 2 h avant l’induction de 

la différenciation par 10 µM de diosgénine. 

2- Les cellules sont traitées par la 3-MA et la Met après l’induction de la différen-

ciation par 10 µM de diosgénine. On a modulé l’autophagie au jours 2 et 4 de la diffé-

renciation.  

Pour effectuer les différentes expériences les cellules sont récupérées aux jours 

2, 4 et 8 de la différenciation.  

III. ANALYSE DE L’EXPRESSION DES PROTÉINES PAR WESTERN BLOT : 

Les cellules sont ensemencées dans des flacons de culture de 75 cm2 selon la 

densité déterminée auparavant. Après 24h de prolifération, les cellules sont traitées 

ou non par 10 µM de diosgénine. Les cellules sont ensuite récupérées après 1, 2,4, 6 

et 8 jours de traitement, centrifugées et lavées en tampon PBS 1X. La numération des 

cellules viables a été réalisée sur cellule de Malassez par le test d’exclusion au bleu 

trypan (Sigma) (les cellules blanches étant viables). 

Les culots cellulaires ont été congelés à -80°C si nécessaire.  

1. L’extraction des protéines :  

Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA (HEPES 50 mM pH=7,5 ; 

déoxycholate 1% ; Nonidet P-40 1% ; SDS 0,1% ; NaCl 150 mM ; aprotinine 20 µg/ml) 

contenant 40 µl/ml d’une solution d’inhibiteurs de protéases (Complete®, Roche Dia-

gnostics). Les lysats sont récupérés par centrifugation (12000 rpm, 20 min à 4°C) et 

placés dans la glace ou à -80°C avant de déterminer la concentration protéique par 

la technique colorimétrique de Bradford utilisant le bleu de Coomassie (Bio-Rad). La 

lecture au spectrophotomètre à 595 nm est effectuée contre une gamme étalon d’al-

bumine sérique bovine (BSA : 0 à 2 µg/ml). 

2. L’expression des protéines  

Les protéines totales (40 à 70 μg) sont mélangées à un volume identique de 

tampon d’échantillon 2X (Tris-HCl 50 mM pH 6,8 ; SDS 2% ; glycérol 10% ; dithiothréi-

tol 100 mM ; Bleu de Bromophénol 0,1%), puis dénaturées 5 min à 95°C. Les protéines 

sont ensuite séparées sur un gel d’électrophorèse dénaturant (SDS-PAGE) (10 à 12 
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% selon les protéines). La migration s’effectue pendant 2h (90 V) dans le tampon de 

migration (Tris-HCl 25 mM pH 8,5 ; glycine 250 mM ; SDS 0,1%). Après la migration, 

les protéines sont transférées sur une membrane PVDF (polyvinylidène difluoride) 

(Amersham Pharmacia Biotech) préalablement trempée quelques secondes dans du 

méthanol avant d’être rincée à l’eau puis équilibrée quelques min dans du tampon de 

transfert (Tris 48 mM ; glycine 39 mM ; méthanol 20% ; SDS 0,03% ; pH= 8,1-8,5). Le 

gel de polyacrylamide est également équilibré quelques min dans le tampon de trans-

fert avant d’être mis en contact avec la membrane selon les instructions du fabricant 

(Invitrogen). Le transfert s’effectue pendant 1h 30 (20 V, 100 mA). Après lavages en 

tampon TBS 1X-Tween 0,1%, la membrane est incubée pendant 1 h à température 

ambiante sous agitation avec du tampon de blocage (TBS 1X-lait 4% ou TBS 1X-BSA 

5%) afin de saturer les sites aspécifiques. Après avoir éliminé le tampon de blocage, 

les membranes sont lavées brièvement avant d’être incubées une nuit à 4°C sous 

agitation avec les anticorps primaires dilués dans le tampon de blocage. Après incu-

bation, les membranes sont lavées plusieurs fois dans du tampon TBS 1X-Tween 

0,1% avant d’être incubées avec les anticorps secondaires polyclonaux anti-IgG cor-

respondants conjugués à une peroxydase : anticorps secondaire anti-IgG de souris 

(1/5000, Dako) ou de lapin (1/2000, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific (Villebon-sur-

Yvette, France)). La révélation des complexes antigène-anticorps spécifiques se fait 

sous agitation douce 1h à température ambiante en présence de l’anticorps secon-

daire dilué dans le tampon de blocage. Les membranes sont ensuite lavées dans le 

tampon de lavage afin d’éliminer l’excès d’anticorps secondaire. La révélation est réa-

lisée par une réaction de chimiluminescence en utilisant le système Immobilon (Subs-

trat HRP Immobilon Western, Merck Millipore) et le système G : BOX (Syngene, 

Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France). Le poids moléculaire des bandes spéci-

fiques ainsi révélées est déterminé grâce à la migration de marqueurs de poids molé-

culaires connus (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific). 

L’intensité relative des bandes a été déterminée grâce au logiciel de traitement 

d’images ImageJ et la GAPDH a été utilisée comme protéine de référence. 

Les anticorps monoclonaux de souris ou de lapin sont dirigés contre différentes 

protéines humaines : 
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Protéines Source Dilution Fournisseurs 

Becline-1 Lapin 1/1000ème Cell signaling 

Atg7 Lapin 1/1000ème Cell signaling 

Atg12-5 Lapin 1/1000ème Cell signaling 

Atg3 Lapin 1/1000ème Cell signaling 

LC3A/B-I/-II Lapin 1/1000ème Cell signaling 

GAPDH Souris 1/100ème 
Santa cruz Bio-

technology 

 

IV. ANALYSE DE LA QUANTITÉ D’ADN (NIVEAU DE PLOÏDIE) PAR CYTOMÉ-

TRIE EN FLUX :  

Les cellules HEL sont ensemencées à une densité de 105 cellules/ml de milieu de 

culture, cultivées pendant 24h puis traitées par la Dios 10 µM pendant 8 jours. Les 

cellules sont ensuite récupérées après 1, 2, 4 et 8 jours de différenciation, centrifugées 

et lavées une fois en PBS 1X. 2x106 cellules sont placées dans un nouveau tube, 

centrifugées, perméabilisées et fixées par l’addition de 1 ml d’éthanol à 50% (pendant 

une nuit à -20°C) ou par 1 ml d’éthanol à 70% (pendant une semaine à -20°C). Après 

cette étape, les cellules sont récupérées par centrifugation avant d’être lavées deux 

fois en PBS froid, puis reprises dans 500 µl de PBS froid contenant de la RNase A 

(40U/ml), et incubées 20 min à température ambiante. Une solution mère de RNase A 

à 100 mg/ml (Roche diagnostics, 40 U/mg, Boehringer Mannheim, Meylan, France) 

est préparée préalablement dans du tampon Tris (Tris-HCl 0,1 M pH 7,6 ; NaCl 0,1 M) 

ne contenant pas de DNase (la DNase résiduelle a été éliminée par chauffage à 100°C 

pendant 20 min). Les cellules sont ensuite marquées à l’iodure de propidium (IP, 50 

µg/ml, Invitrogen-Thermo Fisher Scientific (Villebon-sur-Yvette, France)) juste avant 

analyse. 

Les analyses sont effectuées par cytométrie en flux à l’aide d’un analyseur trieur 

BD Facscalibur (Becton Dickinson, USA). Les résultats sont présentés sous forme de 

cytogramme : pic du signal de fluorescence (FL3, fluorescence de l’IP) en fonction du 

nombre de cellules passées. Un minimum de 105 cellules/ml est analysé avec une 

vitesse de passage de 300 cellules/s. L’analyse de la distribution des cellules dans les 

différents niveaux de ploïdie (cycle cellulaire normal et polyploïdisation) est réalisée à 
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partir des cytogrammes précédents avec le logiciel CellQuestTMpro version 6.0 (BD, 

USA). Les résultats pourraient alors être également présentés sous forme d’histo-

grammes indiquant le pourcentage de cellules dans les différents niveaux de ploïdie. 

V. ANALYSE DE L’EXPRESSION DE L’ARNm DE GPV (GLYCOPROTÉINE 

V), UN MARQUEUR DE DIFFÉRENCIATION MÉGACARYOCYTAIRE. 

V.1. Extraction des ARNs totaux. 
 

Les ARNs totaux sont extraits des cellules HEL traitées ou non par 10 µM de 

diosgénine. 

L’extraction des ARN totaux est réalisée suite à la récupération des cellules 

après 1, 2, 4, 6 et 8 jours de différenciation sur colonne à partir du kit RNeasy Mini kit 

(Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les instructions du fabricant. Environ 2x106 cel-

lules sont récupérées, centrifugées, lavées deux fois au PBS 1X froid et de nouveau 

centrifugées. Le culot cellulaire est lysé par 350 µl de tampon de lyse RLT. Ce tampon 

contient un détergent à haute concentration, un agent dissociant et de l’isothiocyanate 

de guanidine afin d’inhiber les RNases. Ce tampon est complété par de l’éthanol et du 

β-mercaptoéthanol selon les instructions du fabricant. Après ajout d’un volume d’étha-

nol à 70% (350 µl), le lysat est homogénéisé à la pipette automatique puis transféré 

sur une colonne. Cette colonne comporte une membrane constituée par un gel de 

silice qui va retenir les ARNs. La colonne est alors centrifugée (8000 g, 15 s à tempé-

rature ambiante) et ce qui n’a pas été retenu par le gel de silice est éliminé. La colonne 

est alors transférée sur un tube propre et lavée une fois dans du tampon RW1 conte-

nant de l’éthanol et deux fois dans du tampon de lavage RPE par centrifugation 15 s 

à 8000 g. La membrane est ensuite séchée par centrifugation 2 min à 8000 g. Les 

ARNs sont ensuite élués par de l’eau stérile dépourvue de RNase à partir de la mem-

brane de silice par centrifugation 1 min à 8000 g. La qualité de l’extraction ainsi que la 

quantité d’ARN ont été évaluées par mesure spectrophotométrique en utilisant le Bio-

photometer (Eppendorf). On commence la mesure en passant le blanc (eau distillé, 

500 µL) puis après on passe les échantillons (2 µl) dilués dans 500 µl d’eau distillée 

afin d’obtenir une dilution au 1/2.  

Les ARNs totaux sont conservés à -80°C jusqu’à utilisation. 

 

V.2. Analyse de l’expression de gènes impliqués dans la différenciation méga-
caryocytaire :  
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Afin d’analyser l’expression de la GpV (Glycoprotéine V), les ARN totaux puri-

fiés de la première étape vont subir la transcription inverse afin d’obtenir des ADNc. 

La transcription inverse est réalisée en utilisant le kit « Omniscript RT kit » (Qiagen). 

La quantité d’ARN à transcrire doit être comprise entre 0,5-2µg reflétant ainsi la 

haute affinité et sensibilité du kit. 

Le mix établi pour chaque tube réactionnel est formé de : enzyme omniscript 

transcriptase inverse (4U/µl), tampon de RT (10X), dNTP (5 mM, Invitrogen), l’oligo dT 

(0.5 µg, Invitrogen, Cergy pontoise, France,) et inhibiteur de RNase (10 U/µl, Invitro-

gen). 

 

La manipulation est réalisée à 4°C. Les échantillons d’ARN sont mélangés avec 

de l’eau dépourvue en RNase avec un volume maximal de 13 µl.  

Les échantillons sont placés dans le thermocycleur afin d’accomplir la réaction 

selon le programme suivant : 37°C sur 1 cycle d’1h, 5 min à 93°C, 4°C en pause. 

 
V.3. Polymerase Chain Reaction (PCR), Analyse de l’expression génomique de 
GpV : 
 

La PCR est une technique semi-quantitative permettant de détecter l’expression 

génomique d’un gène d’intérêt. Le simple brin d’ADNc obtenu par réverse transcription 

est amplifié par réplication en double brin d’ADN. 

On vise à voire l’expression génomique de GpV en utilisant GAPDH comme contrôle 

interne. Les amorces utilisées pour amplifier un amplicon de l’ADNc de la GpV sont :  

Sens : 5′-CAC GAA TCT GGA GAA CCT GAA GTT G-3′ 

Anti-sens : 5′-CAA CAG AGT CAG ATT GTG CGA ATG-3’ 

 
Chaque ADNc est amplifié selon un nombre de cycle spécifique déterminé pré-

alablement : GpV : 30 cycles et GAPDH : 30 cycles 

La réaction de PCR est préparée à l’aide du kit « Hot start taq DNA polyme-

rase » (Qiagen).  

Chaque tube réactionnel est constitué de : tempon 10X, MgCl2 (25 mM), dNTP (10 

mM), d’oligonucléotide sens (20 µM), d’oligonucléotide anti-sens (20 µM), Hotstar Taq 

DNA polymerase, eau distillée et d’ADNc de chaque échantillon. Ensuite, les tubes 

réactionnels sont placés dans le thermocycleur et suivront le programme ci-dessous : 

activation de la Taq Polymérase 15 min à 95°C et 29 cycles : 45 s à 94°C (dénatura-
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tion), 45 s à 65°C (hybridation), 1 min à 72°C (elongation) et une étape finale de ter-

minaison de 10 min à 72°C.  

VI. ANALYSE QUALITATIVE DE LA FRAGMENTATION DE L’ADN.  

L’ADN amplifié est alors stocké à 4°C avant d’être visualisé après électropho-

rèse en tampon Tris-borate-EDTA 0,5 X ou TBE (Tris-HCl : 10 mM pH 7,4 ; Borate : 1 

mM ; EDTA : 1 mM) sur gel d’agarose contenant du bromure d’éthydium (BET). Les 

tailles des fragments estimées à l’aide de marqueurs de poids moléculaires (échelle 

de 100 pb, Invitrogen) sont comparées aux tailles des fragments théoriquement atten-

dues. L’ADN amplifié sera visualisé par le système G : BOX (Syngene, Ozyme, Saint 

Quentin en Yvelines, France) et l’acquisition de l’image se fait par le logiciel (Genesnap 

version 7.09). L’intensité relative des bandes de gène d’intérêt et du GAPDH (contrôle 

interne) ont été déterminés grâce au logiciel de traitement d’images ImageJ. 

Les cellules HEL sont ensemencées en flacon de culture de 75 cm2 à une den-

sité de 105 cellules/ml. Après 24 h de prolifération, les cellules sont traitées ou non par 

10 µM de diosgénine pendant 8 j. Les culots cellulaires récupérés après 1, 2, 4 et 8 j 

de différenciation sont alors repris dans du tampon de lyse (200 µL/105 cellules) et 

incubés 30 min à température ambiante. La fragmentation de l’ADN est alors quantifiée 

par le kit « Cell Death Detection ELISAPLUS » (Roche Diagnostics). Après centrifugation 

(10 min à 200 g), les lysats cellulaires sont déposés dans les puits d’une plaque d’ana-

lyse recouverts de streptavidine. Un mélange d’anticorps anti-histone biotinylé et 

d’anti-ADN conjugué à une peroxydase est ensuite ajouté dans les puits. Au cours de 

l’incubation (2 h sous agitation), les mono- et les oligo-nucléosomes formés lors de la 

fragmentation de l’ADN sont complexés avec les Ac anti-histone, eux-même capturés 

au fond des puits par la streptavidine. De plus, les Ac anti-ADN réagissent avec l’ADN 

nucléosomique. Après lavages, une solution d’ABTS (2,2’-azino-di- [3- éthylbenzothia-

zoline sulfonate]), substrat de la peroxydase, est ajoutée dans les puits. Au cours de 

l’incubation (15 min sous agitation à température ambiante), une réaction colorimé-

trique se développe entre l’ABTS et la peroxydase portée par les Ac anti-ADN. 

La quantité d’ABTS oxydé correspondant à la quantité d’ADN fragmenté est 

mesurée à 405 nm à l’aide d’un lecteur de plaque ELISA. Le blanc de lecture est re-

présenté par la solution d’ABTS (longueur d’onde de référence 490 nm). Chaque con-

dition est testée trois fois et les valeurs moyennes d’absorbance (405 nm-490 nm) sont 
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ensuite déterminées pour chaque échantillon et comparées aux valeurs obtenues pour 

les contrôles cellulaires (cellules non traitées).  

VII. ANALYSE STATISTIQUE  

Tous les résultats quantitatifs sont exprimés comme la moyenne ± l’erreur type 

de la moyenne (SEM) d’analyses distinctes. La significativité statistique a été évaluée 

grâce au test de Student bilatéral non-apparié et exprimée selon *, #p <0,05. Toutes 

les expériences ont été réalisées au moins 3 fois. 
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Résultats  

I. Expression des facteurs clés de l’autophagie pendant la différenciation méga-

caryoctaire des cellules HEL induite par la diosgénine (Dios) 10 µM. 

Les cellules érythroleucémique humaine HEL sont ensemencées à 105 cel-

lules/ml de milieu de culture frais. Après 24h d’ensemencement, les cellules sont trai-

tées par 10 µM de diosgénine (Dios). Les cellules se différencient pendant 8 jours et 

la taille des cellules augmente avec la progression de la différenciation (Figure 31). 

Afin d’examiner l’expression des effecteurs clés de l’autophagie (becline-1, Atg7, Atg3, 

Atg12-5, LC3A/B-I et LC3A/B-II) les cellules sont récupérées le 1er, 2ème, 4ème et 8ème 

jour après l’induction de la différenciation mégacaryocytaire des HELs. La sélection de 

ces temps a été faite en se basant sur les résultats obtenus au laboratoire et publiés 

par Leger et al. en 2006 (13,398,415) :  

 

• Au premier jour de différenciation : on note un changement de la morphologie 

de noyau des cellules, un début de polyploïdisation (8N) et de la maturation mem-

branaire (l’expression génomique de CD41+, CD62+ et GpV). 

• Au deuxième jour de différenciation : la polyploïdisation(16N) et la maturation 

membranaire s’accélèrent avec un pic d’activité de caspase-3 et une modulation 

de plusieurs voies moléculaires (p-ERK1/2, p-Akt ; NF-β, Bcl-2, PARP) 

• Au quatrième jour de différenciation : la majorité des cellules sont en 32N de 

ploïdie et les cellules géantes entre en plaquettogénèse. 

• Au huitième jour de différenciation : les cellules sont en maximum de ploïdie 

(64N) et prêtes pour la fragmentation et libération des pseudo plaquettes par 

apoptose. 
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À ces différents moments nous avons donc étudié les variations d’expressions 

des marqueurs clés de l’autophagie (Figure 32). Les résultats montrent une surex-

pression significative de Atg7 dès le premier jour après induction de la différenciation 

(x3,4 vs cellules témoins, *P<0,05). Cette surexpression continue jusqu’à la fin de la 

différenciation avec une élévation significative au jour 4 (x4,7 vs cellules temoins, 

*P<0,05), au jour 6 (x5,6 vs cellules temoins, *P<0,05) et au jour 8 (x4.3 vs cellules 

témoins, *P<0,05). Néanmoins, la modulation de l’expression de bécline-1 reste sta-

tistiquement insignificative avec l’avancement de la différenciation. 

Bien que Atg3 et Atg12-5 sont impliquées dans les systèmes de conjugaison de 

LC3A/B-I à la phosphatidyléthalonamine (LC3A/B-II), on n’observe aucune modulation 

dans leurs expressions. Cependant l’accumulation de la forme LC3-II commence dès 

le premier jour et devient significative aux jours 4 (x4,7 vs cellules temoins, *P<0,05) 

et 8 (x5,3 vs cellules temoins, *P<0,05). 

Jour 2 

Jour 4 Jour 8 

Figure 31 : l’aspect morphologique des cellules érythroleucémiques hu-

maines (HEL) suite au traitement par 10 µM de diosgénine pendant 8 jours 

en comparaison avec les cellules témoins. 

Grossissement (x100).  

Ctrl 
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Figure 32 : L’expression des effecteurs clés de l’autophagie au cours de la différen-

ciation mégacaryocytaire des HELs induite par la diosgénine. 
(A) L’expression de bécline-1, Atg7, Atg12-5, Atg3, LC3A/B-I et LC3A/B-II a été évalué par 

western blot (GAPDH a été utilisé comme un contrôle interne, les blots sont quantifiés et les 

valeurs sont représentatives de trois expériences séparées). (B) l’augmentation de fold est 

exprimée sous forme des moyennes ± SEM (n=3). *P<0.05 vs groupe ctrl. Dios : diosgé-

nine ; LC3A/B, light chain 3 A/B ; Ctrl, contrôle. 

              Temps (j) :     Ctrl               1                 2                4                   6               8 
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Tableau 3  : les folds d’expression en comparaison avec les cellules témoins traitées 

uniquement par l’éthanole (< 0.1%) (n=3 ; *P<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. Effet de la modulation de l’autophagie sur l’expression des facteurs clés de 

l’autophagie au cours de la différenciation mégacaryocytaire des cellules HELs.  

Afin de définir précisément le rôle de l'autophagie lors de la différenciation mé-

gacaryocytaire, nous avons modulé cette voie avant et après le traitement des cellules 

HEL à la diosgénine. Nous avons utilisé deux molécules modulatrices de l’autophagie, 

la 3-méthyladénine (3-MA) et la metformine (Met). La 3-MA est un inhibiteur de l’initia-

tion de l’autophagie en inhibant le complexe PI3K-complexe III. La metformine, quant 

à elle est un activateur de l’initiation de l’autophagie (axe AMPK). Deux stratégies ont 

alors été utilisées : une modulation en amont, avant l’induction de la différenciation par 

la diosgénine afin de vérifier si l'autophagie a un effet sur la différenciation débutant à 

court terme ou sur la maturation du mégacaryocyte à long terme. Dans ce cas le trai-

tement modulateur (3-MA ou Met) est réalisé 2h avant le traitement des HELs par 10 

µM de diosgénine. En second lieu une modulation en aval, après induction de la diffé-

renciation par la diosgénine. Dans ce cas, le traitement modulateur est effectué aux 

jours identifiés préalablement comme étant importants dans le timing de la différencia-

tion à savoir les jours 2 (stade précoce de différenciation) et 4 (les cellules ont atteint 

une teneur en ADN de 32N) après induction de la différenciation mégacaryocytaire. 

Dans un premier temps nous avons vérifié l’effet des modulateurs de l’autopha-

gie sur l’expression protéique des effecteurs clés de l’autophagie étudiés précédem-

Protéines Jour 1 Jour 2 Jour 4 Jour 6 Jour 8 
 

Atg7 X 3,42 X 3,57 

 

 

X 4,74 X 5,67 X 4,36 

 

LC3-A/B-II   X 4.7 X 2.94 X 5,32 

 

Ce résultat montre la stimulation du flux autophagique durant la diffé-

renciation mégacaryocytaire. 
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ment durant la différenciation mégacaryocytaire (Bécline-1, Atg7, Atg3, Atg12-5 et la 

conversion de la forme LC3A/B-I en LC3A/B-II). Comme l'illustre la Figure 33, l'inhibi-

tion de l'autophagie par le 3-MA (2 mM) avant ou après le traitement des HEL avec la 

diosgénine a inhibé l'expression de la protéine Atg7 mais pas bécline-1, Atg12-5 et 

Atg3. Aux jours 2 et 4, la réduction de l'expression d'Atg7 n'était pas statistiquement 

significative. Au jour 8, l'expression protéique d'Atg7 était significativement diminuée, 

que l'autophagie ait été inhibée 2h avant l'induction de la différenciation (2,5 fois) ou 

après au jour 4 (5,3 fois) en comparaison avec les cellules traitées uniquement avec 

la diosgénine (#P<0,05). Cette inhibition s'est accompagnée d'une accumulation de la 

forme LC3A/B-II de moyenne de 1,2 fois (#P<0,05) en comparaison avec les cellules 

traitées uniquement par la diosgénine validant ainsi la répression du flux d'autophagie. 

D’autre part, l'activation de l'autophagie par la Met (0,25 mM) n'a eu aucun effet 

significatif sur l'expression de Bécline-1, Atg7, Atg12-5, Atg3 et la conversion de 

LC3A/B-I en LC3A/B-II indépendamment du temps de traitement (Figure 33). Dans 

l'ensemble, l'activation de l'autophagie n'a eu aucun effet sur l'expression des pro-

téines d'autophagie, que ce soit au stade précoce ou tardif de la différenciation des 

mégacaryocytes. 
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Tableau 4 : les folds d’expression en compraison avec les cellules traitées unique-

ment par 10 µM de diosgénine (n=3 ; #P<0.05). 

 

 
 

 

 

 Jour 8 

Protéines 3-MA 2h en amont 3-MA jour 4 en aval 

Atg7 X 2,5 X 5,3 

LC3A/B-II X 1,22 X 1,18 

Les résultats montrent que l’inhibition de l’autophagie par la 3-méthyladénine in-

hibe l’expression d’Atg7 et induit l’accumulation de LC3A/B-II au stade tardif de 

la différenciation. Tandis que l’activation par la metformine, n’induit aucun effet 

sur l’expression de ces protéines. 

Figure 33 : L’expression des effecteurs clés de l’autophagie au cours de la différen-

ciation mégacaryocytaire des HELs induite par la diosgénine et après la modulation 

de l’autophagie par 3-MA et Met. 
(A) L’expression de bécline-1, Atg7, Atg12-5, Atg3 et LC3-A/B a été évalué par western blot 

(GAPDH a été utilisé comme un contrôle interne, les blots sont quantifiés et les valeurs sont 

représentatifs de trois expériences séparées). (B) l’augmentation de fold est exprimée sous 

forme des moyennes ± SEM (n=3). *P<0.05 vs groupe ctrl. Dios : diosgénine ; Ctrl, contrôle. 

; LC3A/B : light chain 3 A/B. 
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III. Effet de la modulation de l’autophagie sur la polyploïdisation caractéristique de 

la différenciation mégacaryocytaire (maturation nucléaire). 

La différenciation mégacaryocytaire est caractérisée par une maturation nu-

cléaire conduisant à une polyploïdisation (contenu en ADN du noyau >4N chromo-

somes). La polyploïdie est considérée comme un marqueur majeur de la différencia-

tion mégacaryocytaire en augmentant la teneur en ADN jusqu'à 128N. En 2006, la 

polyploïdie a été utilisée par Leger et al. pour évaluer la différenciation mégacaryocy-

taire des cellules HEL après traitement par 10 µM de diosgénine. Le contenu en ADN 

dans les cellules différenciées atteint 64N à la fin de la différenciation (jour 8) (13,415). 

Pour analyser l’effet de la modulation de l’autophagie sur la différenciation mé-

gacaryocytaire induite par la diosgénine, nous avons évalué la polyploïdisation dans 

les cellules différenciées après modulation de l'autophagie par 3-MA ou Met. Les ré-

sultats sont présentés sous forme de pourcentages de cellules qui ont un contenu en 

ADN 2N, 4N, 8N,16N, 32N et 64N. Pour simplifier l’analyse, les cellules ont été caté-

gorisées en deux groupes, les cellules non différenciées (2N et 4N) et cellules poly-

ploïdes (>4N) en cours de différenciation mégacaryocytaire.  

Les résultats de la Figure 34 corroborent tout d’abord les données obtenues 

précédemment dans le laboratoire avec une polyploïdisation progressive des cellules 

traitées par la diosgénine seule. La population des cellules témoins est constituée de 

90% de cellules présentent un contenu en ADN 2N et 4N et d’un faible pourcentage 

de cellules polyploïdes (9%). Le pourcentage de cellules polyploïdes passe ainsi à 

36% au jour 2 et à 46% aux jours 4 et 8 avec une augmentation, là aussi progressive, 

des cellules vers les plus hauts niveaux de ploïdie (64N).  

Nous avons ensuite évalué l’effet de la modulation de l’autophagie sur la matu-

ration nucléaire. 

Nos résultats montrent que l'inhibition de l'autophagie par la 3-MA a réduit la 

polyploïdisation aux stades tardifs (jours 4 et 8) de la différenciation mais pas à un 

stade précoce (jour 2) (Figure 34). Ainsi, aux jours 4 et 8, nous avons observé une 

forte inhibition de la polyploïdisation si les cellules HELs étaient pré-traitées 2h par la 

3-MA avant induction de la différenciation (respectivement 48% et 50% d'inhibition vs 

les cellules traitées uniquement par diosgénine aux jours 4 et 8, #P<0,05). Une inhibi-

tion de l’autophagie après induction de la différenciation (jour 2 ou jour 4) réduit éga-

lement la polyploïdisation mais avec des taux d'inhibition significativement moins éle-
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vés par rapport à une inhibition en amont (35% et 26% d'inhibition respectivement vs 

les cellules traitées uniquement par la diosgénine au jour 4 et 8, #P<0,05) (Figure 34). 

Au contraire, indépendamment du temps de traitement, l'activation de l'auto-

phagie par la Met n'a eu aucun impact sur la polyploïdisation (Figure 34) quel que soit 

le moment où le traitement a été effectué par rapport à l’induction de la différenciation. 

Globalement, ces résultats ont démontré un fort effet de l'inhibition de l'auto-

phagie qui reduit nettement la polyploïdisation dans les stades tardifs de la différen-

ciation. À l’inverse une activation de l'autophagie semble sans effet sur la polyploïdi-

sation. 
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Figure 34 : l’effet de la modulation de l’autophagie par 3-MA ou Met sur la diffé-

renciation mégacaryocytaire des HELs induite par 10 µM de disogénine.  
Le pourcentage relatif de la polyploidie est detecté par la cytometrie en flux. Les valeurs 

sont représentées sous forme des moyennes ± SEM (n=3). #P<0.05 vs les cellules trai-

tées uniquement par la diosgénine (>4N). Dios : diosgénine, Ctrl : contrôle ; 3-MA : 3-

methyladénine, Met : metformine. 
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Figure 35 : l’effet de l’inhibition de l’autophagie sur la différenciation mégacaryocytaire des HELs induite par la diosgénine. Les cyto-

grammes représentent la polyploïdie. L’analyse du contenu en ADN est effectuée suite au marquage de cellules par l’iodure de propidium.  
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représentent la polyploïdie. L’analyse du contenu en ADN est effectuée suite au marquage de cellules par l’iodure de propidium.  
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IV. Effet de la modulation de l’autophagie sur l’expression génomique de GpV (gly-

coprotéine V, maturation membranaire)  

L’expression génomique et membranaire de la Glycoprotéine V (GpV) est un 

marqueur tardif de la différenciation mégacaryocytaire. En 2006, Leger et al., ont mon-

tré une augmentation de l’expression de GpV au cours de la différenciation des cellules 

HELs induite par la diosgénine (415). 

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une augmentation progressive 

de l’expression de l’ARNm de la GpV (Figure 37). Cette augmentation est nette à partir 

du jour 4 et très marquée en fin de la différenciation. 

Concernant la modulation de l’autophagie, nous avons montré que ni l’activation 

ni l’inhibition de l’autophagie n’induit d’effet sur l’expression génomique de GpV aux 

temps précoces de la différenciation (jour 2). 

Ensuite, comme le montre la Figure 37-A, la 3-MA induit une diminution forte de 

la transcription de la GpV au cours de la différenciation mégacaryocytaire induite par 

la diosgénine. Après 4 jours de différenciation, cette diminution se produit quel que soit 

le moment de traitement par la 3-MA (diminution de 9 fois pour un traitement en amont 

(2 h avant) et de 2 fois pour un traitement en aval (2 jours après), #P<0,05 ; Figure 37-

A). En fin de différenciation, 8 jours après induction par la diosgénine, cette diminution 

était encore plus drastique (>13 fois, #P<0,05 ; Figure 37-A). Ce trait était similaire à 

la diminution observée dans le processus de polyploïdisation après traitement par la 

3-MA (Figure 35). 

Concernant l'effet de l'induction de l'autophagie, nous avons observé que la Met 

induit une augmentation de la transcription du GpV au cours de la différenciation mé-

gacaryocytaire induite par la diosgénine. Cette augmentation a commencé après 4 

jours de différenciation induite par la diosgénine et a duré jusqu'à la fin du traitement 

(jour 8) quel que soit le temps de traitement auquel la Met a été ajoutée (1,7 et 1,6 fois 

#P<0,05 ; Figure 37-B). 

Ces résultats montrent que la modulation de l’autophagie au temps précoces 

de la différenciation n’affecte pas la polyploïdie. Dans les temps tardifs, 3-MA 

inhibe la polyploïdie tandis que metformine ne donne aucun effet. 
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Figure 37 : l’effet de la modulation de l’autophagie sur l’expression génomique de GpV durant la différenciation mégacaryocytaire 

des HELs induite par 10 µM de diosgénine 
Transcription inverse de l’ARNm de GpV extrait des cellules et amplification de l’ADNc par PCR. L’analyse semi quantitatif est effectué suite à 

la migration de l’ADN obtenu sur un gel d’agarose et sa normalisation à l’expression de GAPDH (A) 3-MA (B) Met. Les valeurs sont représen-

tées sous forme des moyennes ±SEM de cinq expériences séparées. *P<0.05 vs contrôle et #p<0.05 vs cellules traitées avec la diosgénine. 

Dios : diosgénine ; Ctrl : contrôle ; 3-MA : 3-methyl adénine ; Met : metformine.  

A B 
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V. Effet de modulation de l’autophagie sur le taux de la fragmentation d’ADN au 

cours de la différenciation mégacaryocytaire.  

En 2002, De Botton et al. ont rapporté qu'au cours du stade précoce de la dif-

férenciation mégacaryocytaire, l'activité de la caspase-3 était détectée de manière lo-

calisée dans le cytoplasme mais n'était liée à aucun signal de fragmentation de l'ADN. 

En 2006, selon Leger et al. au jour 2 de la différenciation mégacaryocytaire des cel-

lules HEL traitées par la diosgénine, il y a un pic d’activité de caspase 3. Après ce jour, 

le niveau d’activité de caspase-3 revient à un taux basal puis augmente progressive-

ment jusqu’à la fin de la différenciation. 

Ici, nous avons étudié l'effet de la modulation de l'autophagie au cours de la 

différenciation mégacaryocytaire des cellules HEL induite par la diosgénine sur la frag-

mentation de l'ADN. Comme le montre la Figure 38, la fragmentation de l’ADN aug-

mente significativement à partir du jour 2 de la différenciation par rapport aux cellules 

témoins (4,9 fois vs témoins, *P<0,05) et continue d’augmenter jusqu’à la fin de la 

différenciation (6,9 et 11,2 fois aux jours 4 et 8 respectivement vs cellules témoins). 

Comme les Figures 38-A et 38-B rapportent, la modulation de l'autophagie 2 h avant 

ou au jour 2 ou 4 après le traitement des cellules HEL avec la diosgénine n'a pas 

modifié de manière significative le processus de fragmentation de l'ADN. 

Ces résultats montrent que le 3-MA inhibe fortement l’expression gé-

nomique de GpV aux jours 4 et 8 de la différenciaion. Par contre, 

metformine induit l’expression de GpV durant la phase terminale de la 

différenciation. 
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Figure 38-A-B : Effet de modulation de l’autophagie durant la différenciation mégaca-

ryocytaire sur le taux de fragmentation d’ADN 
 Les folds de fragmentation d’ADN sont étudiés en utilisant le kit ELISA. Suite à la modulation de 

l’autophagie par le 3-MA (A) et la metformine (B), les cellules sont récupérées aux jours 2, 4 et 8 de la 

différenciation. Les folds sont obtenues après normalisation par rapport au contrôle. Les Folds repré-

sentent les moyennes ± SEM de trois expériences séparées (n=3). Les valeurs *P<0.05 sont obte-

nuent en comparant avec le contrôle. 
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Discussion  

La thérapie conventionnelle est caractérisée toujours par ses effets indésirables 

sur les patients. Comme alternative dans les dernières décennies la thérapie de diffé-

renciation vient pour prendre une importance dans l’approche thérapeutique des sujets 

leucémiques. Nombreuses sont les molécules naturelles étudiées par les chercheurs 

mais la plus connue est l’acide rétinoïque (AR) (34). C’est un dérivé de vitamine A 

utilisé cliniquement dans le traitement des leucémies aiguës promyélocytaires (APL). 

Diosgénine est un stéroïde végétal marqué par ces divers effets pharmaceu-

tiques (397). Dans notre laboratoire, des publications par Leger et al. ont montré l’effet 

différenciant de diosgénine sur les HELs. Leurs résultats illustrent concrètement les 

différents aspects moléculaires impliquées lors de la différenciation mégacaryocytaire 

(13,401,415). Selon Leger et al. en 2006, les voies p-Akt, Bcl-2, p-ERK1/2, caspase-3 

sont potentiellement modulées durant la maturation des HELs traitées par 10 µM de 

diosgénine (13) . En outre, Ils ont montré ainsi que des autres équipes que l’apoptose 

est essentielle pour la fragmentation des mégacaryocytes matures pour guarantir la 

libération des plaquettes ou des pseudo-plaquettes dans le milieu extracellulaire 

(297,298,418). Dans notre étude, nous avons été interessé par l’implication de l’auto-

phagie durant ce processus. Partant de la littérature, durant la différenciation mégaca-

ryocytaire des nombreuses voies de signalisation occurentes sont commune avec le 

processus de l’autophagie (345,416,418). L’autophagie est une voie d’homeostasie 

cellulaire impliquée dans le recyclage des macromolécules et l’adaptation des cellules 

à toute forme de stress (345). Selon plusieurs études la macroautophagie, microauto-

phagie et l’autophagie médiée par les chaperonnes sont connus par leurs rôles dans 

le fonctionnement, l’homeostasie et la maintenance de la capacité d’autorenouvelle-

ment des cellules souches hématopoïétiques (CSH) (366,378,419,420). Depuis 1970, 

de nombreuses pathologies liées aux mégacaryocytes comme l'ITP (immune throm-

bocytopenia) décrivent l'apparition de vacuoles d'autophagie dans ces cellules (212). 

Ultérieurement, des travaux sont amenés pour éclaircir le rôle de l’autophagie durant 

la différenciation mégacaryocytaire. En 2009, Colosetti et al., demontraient que le flux 

d’autophagie est induit suite à la différenciation des K562, cellules de leucémie myé-

loïde chronique par le PMA. Ils ont montré que le nombre des vacuoles autophagique 
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augmentent dans les cellules post-traitées dès 16h de différenciation. Leurs résultats 

montraient que le knock down de bécline-1 et LC3 dans les cellules a inhibé fortement 

la différenciation mégacaryocytaire (416). Plus tard, en 2015, Cao et al. ont montré 

que le Knock-out d’Atg7, un analogue de l’enzyme E1 activatrice dans le système 

d’ubiquitination, induit une abrogation de la différenciation mégacaryocytaire en dimi-

nuant le nombre des mégacaryocytes dans la moelle osseuse (380). Dans notre étude, 

nous sommes intéréssés par l’implication de la macroautophagie durant la différencia-

tion mégacaryocytaire des HELs induite par 10 µM de diosgénine. On a commencé 

par la détection de l’expression protéique des effecteurs clés de l’autophagie. On a 

montré que Atg7 était uniquement stimulé suite à l’induction de la différenciation ac-

compagné d’une accumulation progressive de LC3A/B-II. Bécline-1 et les autres en-

zymes analogues au sytème d’ubiquitination n’ont été pas affecté et cela pourrais être 

expliquer par la stimulation d’une voie autophagique non canonique laquelle n’incluent 

pas forcément tous les effecteurs clés de l’autophagie. Atg7 joue divers rôles physio-

logiques pas toujours liés au processus autophagique de façon que sa modulation 

induit des infections, de cancer, de neurodégénérescence et de l’imflammation 

(382,421). Pour mieux identifier l’implication de l’autophagie dans notre modèle, on a 

décidé de la moduler en utilisant 3-MA et metformine. On a modulé l’autophagie avant 

et après l’induction de la différenciation mégacaryocytaire. On voulait savoir l’effet de 

l’autophagie sur la différenciation mégacaryocytaire des HELs à court et long terme. 

3-MA est un inhibiteur de PI3K-complexe III et plus précisément la sous-unité VPS34 

(422). Nos résultats ont montré que 3-MA inhibe l’expression d’Atg7 avec une signifi-

cative accumulation de LC3A/B-II à la fin de la différenciation et pas avant. Par contre 

on n’a pas vu aucun effet sur l’expression de bécline-1 ni les autres Atgs. En 2010, 

Wu et al. ont publié un article qui montre que 3-MA n’est pas un inhibiteur spécifique 

pour PI3K-complexe III mais selective pour la famille de PI3K (422). En 2006, Leger 

et al. ont montré que p-Akt est activé au stade précoce de la différenciation mégaca-

ryocytaire (418). Dans la même année Raslova et al. ont montré que l’inhibition de 

mTORC1 reduit fortement la maturation nucléaire ainsi que membranaire des mega-

caryocytes (423). D’un autre côté, la voie de mTOR inhibe l’autophagie suite à une 

serie de phosphorylation du complexe PI3K-complexe III (344). 

Dans un second lieu, On a activé l’autophagie par metformine et on n’a pas 

détecté aucune conséquence sur les effecteurs clés de l’autophagie indépendamment 

du temps de traitement soit avant ou après l’induction de la différenciation. Metformine 
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active l’autophagie par le biais de l’axe AMPK (365). Normalement, la metformine est 

utilisée pour le traitement de diabète type II et n’a jamais été utilisé dans le traitement 

des leucémies. Dans la litérature on ne trouve aucune imformation illustrant l’activité 

d’AMPK durant la différenciation mégacaryocytaire.  

 

L’effet de 3-MA et metformine (met) sur la différenciation mégacaryocytaire in-

duite par la diosgénine (10µM) :  

➢  La maturation nucléaire : La polyploïdie  

En 2006, Leger et al. ont rapporté que la teneur en ADN a atteint 64N à la fin de la 

différenciation des HELs par la diosgénine (398,405). Pour mieux determiner l’implica-

tion de l’autophagie durant la différenciation mégacaryocytaire, on a examiné l’effet de 

la modulation de ce processus sur la maturation nucléaire. Nos resultats ont montré 

que la polyploïdie n’a pas été affecté par l’effet modulateur de l’autophagie au jour 2. 

Cette insensibilité montre que les cellules à ce stade sont resistantes à l’autophagie. 

Cependant, nos constatations continuent de faire l’objet d’investigations vu qu’il a été 

démontré par Leger et al. que les voies Bcl-2 et p-Akt inhibirices de l’autophagie sont 

activées (418). Aux stades plus avancés, nos résultats ont montré que l’inhibition de 

l’autophagie réduisait la maturation nucléaire. On a noté que la reduction était plus 

intense si les HELs sont pré-traitées par le 3-MA. Nos résultats sont compatibles avec 

les observations de Wang et al. en 2017. Ils ont montré que l’inhibition de l’autophagie 

par la bafilomycine A1 (inhibiteur de la dégradation autophagique) reduisait le pour-

centage de la population polyploïde (≥ 8N) des cellules de foie fœtal différenciées par 

TPO (thrombopoïétine). Dans la même étude ils ont montré que l’inhibition de l’auto-

phagie dans les mégacaryocytes matures n’induisait aucun impact sur la maturation 

ou la plaquettogénèse (381). Une autre étude conduite par Cao et al. en 2015 a montré 

que la délétion d’Atg7 dans les cellules hématopoïétiques chez les souris inhibait for-

tement la polyploidie (380).  

En deuxième lieu, l’activation de l’autophagie par la metformine n’a pas modulé signi-

ficativement la teneur en ADN suite au traitement des HELs par la diosgénine. Dans 

la littérature l’activateur d’autophagie le plus utilisé est la rapamycine. En 2006, Drayer 

et al. ont signalé l’inhibition de mTORC1 par la rapamycine dans les cellules MO7e et 

les progéniteurs primaires mégacaryocytaires humains n'affecte pas la polyploïdie 

après l’induction de la différenciation par la thrombopoïétine (TPO) (424). Ce n’est pas 

toujours le cas, en 2017, Wang et al. ont confirmé que l’activation de l’autophagie par 



  

Dima Diab | thèse de doctorat | Université de Limoges |                                                                                                                                              119 

Licence CC BY-NC-ND 3.0  

la rapamaycine inhibe la polyploidie dans les cellules de foie fœtal différenciées par 

TPO (381). Paradoxalement, Un autre travail publié en 2020 par Sun et al. rapporte 

que l'activation de l'autophagie par la rapamycine dans les cellules Dami (lignée mé-

gacaryoblastique) différenciées par le TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol 13-acetate) 

augmente significativement la polyploïdie de manière dose-dépendante (425). 

 

➢ La maturation menbranaire : l’expression génomique de GpV :  

La maturation membranaire des mégacaryocytes est définie par l’apparition et l’aug-

mentation de l’expression des récepteurs membranaires caractéristiques des mega-

caryocytes matures. Selon Leger et al., suite au traitement des HELs par 10 µM de 

diosgénine, les cellules commencent à exprimer les marqueurs de surface spécifiques 

dès le jour 1 de la différenciation. Selon leurs résultats, l’expression génomique de 

CD41+, CD61+, CD62+, GpIX et GpV augemente jusqu’à la fin de différenciation (jour 

8) (403). Étant donné que l’expression de GpV était la plus prononcé, on a décidé de 

la détecter pour évaluer l’effet de la modulation de l’autophagie sur la maturation mem-

branaire. Dans la littérature, les chercheurs détectent le plus souvent CD41+ et CD61+ 

comme marqueurs membranaires. Selon colosetti et al. en 2009, l’inhibition de l’auto-

phagie par la 3-MA inhibait fortement l’expression membranaire de CD41+ durant la 

différenciation mégacaryocytaire des K562 (lignées de LMC) induite par le PMA 

(phorbol-12-myristate-13-acetate). En outre, ils ont validé ces observations suite à un 

knock-down de bécline-1 et de LC3 (416). Une autre étude menée par Cao et al. en 

2015 a montré que la délétion d’Atg7 dans les cellules hématopoïétiques inhibait l’ex-

pression membranaire de CD41+. Ce profil était synchronisé avec celui de la matura-

tion nucléaire (380). Ultérieurement, en 2017, Liu et al. ont rapporté que les cellules 

K562 différenciées par la tetrandrine (un alcaloïde) et prétraitées par la 3-MA ont subi 

une inhibition de l’expression membranaire de CD41+ (426). D’autres chercheurs ont 

montré que l’utilisation d’un autre inhibiteur de l’autophagie, bafilomycine A1, n’a pas 

influencé l’expression de CD41+ sur la surface des cellules de foie fœtal différenciées 

par le TPO contrairement à la polyploïdie inhibée (381). Nos travaux montrent une 

compatibilité avec la littérature. L’inhibition de l’autophagie reprimait l’expression gé-

nomique de GpV à partir de jour 4 de la différenciation et que cette répression était 

plus intense si les cellules sont prétraitées par la 3-MA. Pourtant, l’activation de l’auto-

phagie n’a généré aucune modification dans l’expression génomique de GpV avant le 

jour 8 de la différenciation. Cette augmentation pourrait être corréler à la faite que les 



  

Dima Diab | thèse de doctorat | Université de Limoges |                                                                                                                                              120 

Licence CC BY-NC-ND 3.0  

plaquettes sont des cellules anucléées et leurs récepteurs sont ceux qui sont fabriqués 

par les mégacaryocytes (91,172).  

Cet effet est contradictoire avec la littérature et dépend du type de la lignée cellulaire. 

Dans les cellules de foie fœtal, l’activation de l’autophagie par rapamycine induisait 

une inihibition de l’expression membranaire de CD41+ (381). Par contre dans les cel-

lules Dami (lignée mégacaryoblastique), rapamycine activait l’expression de CD41+. 

Souvent les maturations membranaire et nucléaire sont synchronisées (425) mais ce 

n’est pas toujours le cas. En 2011, Liu et al. ont montré que les MKs néonatales (micro 

MKs) pouvait atteindre une maturation complète et un profil de récepteurs membra-

naires mature avec un faible niveau de polyploïdie (4N) (427). 

 

La fragmentation d’ADN suite à la modulation de l’autophagie durant la différen-

ciation mégacaryocytaire induite par la diosgénine 10 µM :  

La fragmentation de l’ADN est le produit de l’activation catalytique de caspase-

3 et souvent une conséquence de l’activation de l’apoptose dans les cellules (292). 

Selon Leger et al., dans les cellules HELs différenciées par 10 µM de diosgénine l’ac-

tivité de caspase-3 s’élèvait au jour 2 avant de reprendre un niveau basal au jour 4 

(418). Selon eux, ce profil est indépendant de l’apoptose mais lié plutôt à l’amorcement 

de la plaquettogenèse à ce stade. Néanmoins, les cellules après le jour 4 entraient 

dans la phase apoptotique pour que les mégacaryocytes se fragmentaient et libéraient 

les pseudo-plaquettes dans le milieu extracellulaire (418). En 2002, De Botton et al. 

ont rapporté une activité précoce de caspase-3 localisée dans le cytosol et indépen-

dante de l'apoptose car elle ne conduisait pas à la fragmentation de l'ADN. En re-

vanche, dans les stades tardifs de la différenciation, la fragmentation de l'ADN aug-

mentait suite à une activité de caspase-3 diffusé à l'intérieur des cellules (304). Théo-

riquement la fragmentation d’ADN se fait par le CAD (Caspase-Activated DNAse) entre 

deux nucléosomes (280). Falcieri et al. ont démontré que les mégacaryocytes des 

stades tardifs de différenciation ne présentaient aucun signal de fragmentation de 

l'ADN. En utilisant l'analyse par électrophorèse, ils ont suggéré que la fragmentation 

de l'ADN n'était pas internucléosomale comme la majorité des lignées de cellules hé-

matopoïétiques qui subissent l’apoptose et les fragments d'ADN n'apparaissaient donc 

pas sur le gel d'agarose (428).  

L’ITP est une maladie caractérisée par la baisse de nombre des plauqettes. En 

2018, un test TUNEL réalisé sur des coupes histologiques appartenant à des patients 
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atteignent de thrombocytopénie immunitaire (ITP) a démontré l'absence de signaux de 

fragmentation de l'ADN dans les mégacaryocytes complètement matures (429). Ce 

qui montre que l’apoptose est strictement liée à la formation et libération des plaquettes 

dans la circulation sanguine. Ici, dans notre étude, le test de fragmentation de l'ADN 

n'a montré aucune variation statistiquement significative de la fragmentation de l'ADN 

suite à la modulation de l’autophagie dans les cellules différenciées. 
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Conclusion et perspective 

Deux stratégies utilisées pour le traitement de cancer : en induisant la mort cel-

lulaire programmée, l’apoptose, ou en réamorçant le processus de la différenciation 

bloquée lors de la transformation cancéreuse. La thérapie de différenciation est utilisée 

pour le traitement des leucémies par des substances naturelles ou chimiques (409). 

Dans notre laboratoire depuis des vingtaines d’années, Beneytout et al. ont publié l’ef-

fet différenciant de la diosgénine, un stéroïde végétal, sur les cellules érythroleucé-

miques humaines (HELs) (404). 

Parmi les voies de mort cellulaire impliquées dans la différenciation mégacaryo-

cytaire, on cite l’apoptose. Des autres études mettent en relief l’implication de l’auto-

phagie durant ce processus (380,381,416). L’autophagie est une voie d’homéostasie 

cellulaire permet aux cellules de s’adapter à toute forme de stress. À côté de 

son rôle dans la cytoprotection des cellules, l’autophagie a des fonctions cruciales 

dans les cancers, le développement et la différenciation cellulaire (430). 

Ce projet de recherche s’inscrivant dans la continuité d’un travail de recherche 

réalisé en 2006 par David Leger. Il a montré que l’apoptose est impliquée dans la 

différenciation mégacaryocytaire des HELs iduite par 10 µM de disogénine (418). L’ob-

jectif de notre travail est d’étudier l’implication de l’autophagie dans la différenciation 

mégacaryocytaire des HELs induite par diosgénine. 

En premier temps, on a montré que le flux autophagique est stimulé pendant 

les 8 jours de la différenciation mégacaryocytaire. Cette stimulation est traduite par la 

surexpression de l’Atg7 après le jour 1 de la différenciation. On a observé également 

une accumulation de la forme LC3A/B-II après le jour 2 de la différenciation comme 

preuve de stimulation de la voie autophagique. Pour plus examiner l’implication de 

l’autophagie dans la différenciation, on l’a modulé par deux molécules qui affectent 

l’initiation de cette voie. Les résultats montrent que le 3-MA (2 mM) induit une inhibition 

de la voie autophagique (répression de l’atg7 et l’accumulation de LC3A/B-II) à la fin 

de la différenciation et pas avant. Tandis que la metformine (0.25 mM) n’induit aucun 

effet statistiquement significatif. En outre, on a montré que la modulation de l’autopha-

gie avant le réamorcement de la différenciation n’a aucun effet sur la maturation nu-

cléaire ou la maturation membranaire au jour 2 de ce processus. Ce qui montre que 
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les cellules en temps précoce de la différenciation sont insensibles à l’autophagie. 

Dans les temps plus tardifs, on a montré que l’inhibition de l’autophagie par la 3-

methyladénine réprime la polyploïdie et l’expression génomique de GpV. En revanche, 

il n’y a aucun effet de l’activation de l’autophagie sur la polyploïdie malgré que la 

metformine induit une augmentation de l’expression génomique de GpV au jour 8 de 

la différenciation. 

Pour mieux comprendre la relation entre la maturation nucléaire et membranaire, 

autres types de marqueurs membranaires devraient être analysés (CD41+ et CD61+) 

pour éviter tout doute concernant la synchronisation de ces deux types de maturation. 

En outre, d’autres types de modulateurs d’autophagie devraient être utilisés comme le 

Baf A1 (bafilomycine A1, inhibiteur de la fusion des lysosomes avec l’autopha-

gososme) ou Z36 (inhibiteur de Bcl-2) pour décéler plus précisement le rôle de l’auto-

phagie dans la différenciation mégacaryocytaire. Vu que Atg7 et LC3 sont les protéines 

clés de l’autophagie modulées suite au traitement des HELs par la disogénine, leur 

knock-down aura un impact plus ciblé sur le rôle de l’autophagie durant la différencia-

tion des HELs.  

Selon Leger et al. en 2006, il y a un pic soudain de caspase-3 au jour 2 de la 

différenciation qui peut être en relation avec le début de la plaquettogénèse (13).Ils ont 

confirmé également l’activation de l’’expression de PARP, le substrat de caspase-3, 

dès le jour 2 de la différenciation. Selon nos résultats, le traitement des cellules par la 

diosgénine a induit une augmentation de fragmentation d’ADN à partir du jour 2 de la 

différenciation et a resté statistiquement stable jusqu’à la fin de la différenciation. En 

plus, on a montré que la modulation de l’autophagie n’induit aucune fluctuation du taux 

de fragmentation d’ADN. Ces résultats pouirraient être expliqués par l’absence de la 

relation directe entre l’autophagie et l’apoptose durant la différenciation mégacaryocy-

taire induite par la diosgénine. 

Des études supplémentaires concernant l’interaction de l’apoptose avec l’autop 

hagie devraient être réalisées. Les voies de signalisation PI3K/p-AKT/mTOR, Bcl-2, 

NF-β, ERK1/2, PARP et l’activité de caspase-3 sont des effecteurs clés de la diffé-

renciation (304,418) et pourraient être étudiées plus précisément après la modulation 

de l’autophagie durant la différenciation mégacaryocytaire des HELs par la diosgénine. 
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Les études in vivo pourraient être envisagées. Nos travaux n’ont pas été faites 

sur les souris. En effet, le problème d’origine est la faible biodisponibilité de diosgénine 

après administration par voies orale ou intraveineuse. Une étude conduite par Liu et 

al. en 2016, montrent que l’administration de la diosgénine par gavage sous forme de 

nanocristaux assure une haute solubilité et biodisponibilité de cette molécule en com-

parant avec l’administration de la diosgénine sous forme brute (431). Donc un modèle 

d’étude in vivo, peut être planifié en administrant la diosgénine et/ou la 3-MA ou la 

metformine. Pour tester l’efficacité de ce modèle. Il faut étudier la biodisponibilité de la 

diosgénine dans la moelle osseuse. Par la suite il faut dénombrer le nombre des mé-

gacaryocytes matures (coupes histologiques de MO) et le nombre des plaquettes dans 

la circulation sanguine. Une autre combinaison pourrait être envisagéeARN en utilisant 

les cristaux liquides de GMO (monooléate de glycéryle) et la diosgénine avec la cyclo-

dextrine. Une étude conduite par Okawara et al. en 2014, a montré que cette combi-

naison augmente la solubilité de la diosgénine après administration par voie orale chez 

les rats (432). L’ensemble de ces propositions resteront sous enquêtes. 
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Les voies de mort cellulaire et signalisation au cours de la différenciation méga-
caryocytaire des cellules érythroleucémiques humaine (HELs) induite par la 
diosgénine 

 
Les stratégies actuelles pour éradiquer les cellules cancéreuses consistent à induire l’apoptose 

ou la différenciation. Plusieurs substances naturelles sont utilisées pour réamorcer la différenciation 
bloquée durant la transformation cancéreuse des cellules. En 2006, Leger et al, ont montré l’implication 
de l’apoptose durant la différenciation mégacaryocytaire des HELs (lignée erythroleucémique humaine) 
par 10µM de diosgénine. Des études récentes parlent de l’importance de l’autophagie durant la diffé-
renciation mégacaryocytaire. Notre travail vise à montrer l’implication d’une autre voie de mort cellulaire 
nommée « autophagie » dans ce processus. Nos résultats ont montré la stimulation du flux autopha-
gique après le traitement des HELs par 10 µM de diosgénine. Cette stimulation s’est manifestée par la 
surexpression de l’Atg7 et l’accumulation de la forme LC3A/B-II au fur et à mesure de la progression de 
la différenciation. Dans le but d’interroger le rôle de l’autophagie, on a modulé cette voie 2h avant ou 
après (jours 2 et 4) de l’induction de la différenciation par la diosgénine On a montré que l’inhibition de 
l’autophagie par la 3-methyladénine (3-MA ; 2 mM) réprime la polyploïdie au jours 4 et 8 de la différen-
ciation tandis que l’activation de l’autophagie par metformine (Met ; 0.25 mM) n’induit aucun effet quel 
que soit le temps de traitement. En outre, on a montré que la modulation de l’autophagie affecte la 
maturation membranaire (expression génomique de glycoprotéine V) des HELs différenciées par la 
diosgénine. L’inhibition de l’autophagie avant et après l’induction de la différenciation par la diosgénine 
réprime fortement l’expression de GpV aux jours 4 et 8. Tandis que l’activation de l’autophagie par la 
metformine, active significativement l’expression de GpV à la fin de la différenciation indépendamment 
du temps de traitement. En parallèle, on a montré que la modulation de l’autophagie durant la différen-
ciation mégacaryocytaire induite par la diosgénine. (10 µM) n’affecte par la fragmentation d’ADN. En 
résumé, la voie autophagique est impliquée durant la différenciation mégacaryocytaire des HELs induite 
par la diosgénine (10 µM). Pour déceler plus précisément le rôle de l’autophagie dans ce processus et 
son interaction avec la voie apoptotique, plus d’investigation devraient être menés. 

Mots-clés : leucémies, différenciation, mégacaryocytes, diosgénine, autophagie, modulation. 

Death pathways and signalization during the megakaryocytic differentiation of 
human erythroleukemia cells (HELs) induced by diosgenin.                                               

Current strategies to eradicate cancer cells consist in inducing apoptosis or differentiation of 
these cells. Several natural substances are used to reactivate the differentiation that is stopped during 
the cancerous transformation of cells. In 2006, Leger et al, showed the involvement of apoptosis during 
megakaryocytic differentiation of HELs (human erythroleukemia cell line) by 10 µM of diosgenin. Previ-
ous studies talked about the autophagy crucial role during the megakaryocytic differentiation. Thus, the 
objective of our work is to show the involvement of this cell death pathway called "autophagy" in the 
differentiated HEL cells by diosgenin. Our results show the stimulation of autophagic flux after treatment 
of HELs with 10 µM diosgenin. This stimulation is manifested by the overexpression of Atg7 and the 
accumulation of the LC3-II form as the differentiation progresses. To interrogate the role of autophagy, 
this pathway was modulated before (2h before) and after (days 2 and 4) the differentiation induction by 
diosgenin. It was shown that inhibition of autophagy by 3-methyl adenine (3-MA ; 2 mM) represses 
polyploidy on days 4 and 8 of differentiation while activation of autophagy by metformin (Met ; 0.25 mM) 
induces no effect regardless of treatment time. Furthermore, modulation of autophagy was shown to 
affect membrane maturation (glycoprotein V genomic expression) of diosgenin-differentiated HELs. In-
hibition of autophagy before and after induction of differentiation by diosgenin, strongly represses GpV 
expression at days 4 and 8. Whereas activation of autophagy by metformin, activates GpV expression 
at the end of the differentiation regardless of the treatment time. In parallel, it was shown that modulation 
of autophagy during HEL megakaryocytic differentiation induced by diosgenin (10 µM) does not affect 
the DNA fragmentation. In summary, the autophagic pathway is involved during diosgenin (10 µM) in-
duced megakaryocytic differentiation of HELs. To further elucidate the role of autophagy in this process 
and its interaction with the apoptotic pathway, more investigations should be conducted. 
 
Key-words : leukemia, differentiation, megakaryocytes, diosgenin, autophagy, modulation. 


