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Etude de la calrŽticuline dans les syndromes myŽloprolifŽratifs : 

de la dŽtermination de la charge allŽlique aux mŽcanismes de 

dŽgradation des variants protŽiques 

Des mutations dans le g•ne de la calrŽticuline (CALR), codant pour une protŽine 

rŽsidente du rŽticulum endoplasmique (RE), ont ŽtŽ dŽcouvertes rŽcemment dans les 

syndromes myŽloprolifŽratifs (SMP). Elles sont associŽes ˆ augmentation de prolifŽration 

cellulaire portant spŽcifiquement sur la lignŽe mŽgacaryocytaire. Ceci est le rŽsultat dÕune 

activation constitutive de la signalisation des voies JAK-STAT et MAP Kinases, consŽcutive 

ˆ lÕinteraction des protŽines mutantes CALR avec le rŽcepteur ˆ la thrombopo•Žtine. Plusieurs 

Žtudes ont montrŽ la faible expression de ces protŽines mutŽes dans les cellules, mais aucune 

nÕa dŽterminŽ lÕimpact de leur expression sur lÕhomŽostasie du RE ni les acteurs mis en jeu 

dans leur Žlimination. Dans ce travail, nous avons montrŽ que lÕexpression des protŽines 

CALR mutŽes ne perturbe pas sensiblement lÕŽquilibre du RE et ne modifie pas la sensibilitŽ 

des cellules ˆ lÕapoptose induite par un stress du RE. Nous avons ensuite dŽmontrŽ dans 

diffŽrents mod•les, y compris des cellules engagŽes dans la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire, 

que les faibles niveaux intracellulaires de variants protŽiques CALR nÕŽtaient pas liŽs ˆ une 

sŽcrŽtion accrue dans le milieu extracellulaire ni ˆ un dŽfaut transcriptionnel. Cette faible 

expression est en fait la consŽquence dÕune dŽgradation mettant en jeu principalement la voie 

ERAD-protŽasome. Dans ce processus, la reconnaissance de motifs glycans nÕest pas 

impliquŽe, mais EDEM3 semble avoir un r™le majeur puisque son extinction augmente 

lÕexpression des formes mutŽes de CALR. La modulation de cette dŽgradation pourrait 

constituer une approche thŽrapeutique innovante dans les SMP. 

 

Mots clŽs : CalrŽticuline, EDEM, Syndromes MyŽloprolifŽratifs, ERAD, ProtŽasome 

 

INSERM U1218 ACTION , Equipe "Oncogen•se mammaire et leucŽmique" 
UniversitŽ de Bordeaux 

146 rue LŽo Saignat, Zone Sud, B‰timent TP, 4•me Žtage 
33076 Bordeaux  
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Study of calreticulin in myeloproliferative neoplasms: from allelic 

burden determination to mechanisms of variant proteins 

degradation 

Mutations in the calreticulin gene (CALR), encoding for an endoplasmic reticulum 

(ER) resident protein, have recently been discovered in myeloproliferative neoplasms (MPN). 

They are associated with an increased cell proliferation, specifically in the megakaryocytic 

lineage. This is the result of a constitutive activation of the JAK-STAT and MAP kinase 

pathways, following the interaction of mutant calreticulin proteins with the thrombopoietin 

receptor. Several studies have demonstrated that these mutated proteins are faintly expressed 

in cells, but none have determined the impact of their expression on ER homeostasis, nor 

addressed the actors at play in their degradation. In this work, we showed that the expression 

of mutated CALR proteins does not significantly disturb ER equilibrium, nor does it change 

the cellular sensitivity to ER stress-induced apoptosis. We next demonstrated in different 

models including cells committed towards megakaryocytic differentiation that the poor 

intracellular levels of variant CALR proteins are neither due to enhanced secretion into the 

extracellular medium, nor to transcriptional defects. This low-level expression is mainly the 

result of increased degradation, involving the ERAD-proteasome pathway. In this process, the 

recognition of glycan motifs is not engaged, but EDEM3 seems to be a key component as its 

extinction increases the expression levels of variant forms of CALR. Modulating this 

degradation process could represent a therapeutic option for MPN patients. 

 

 

Keywords : Calreticulin, EDEM, Myeloproliferative Neoplasms, ERAD, Proteasome 
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ABREVIATIONS  

 

ADP : AdŽnosine Di-Phosphate 

ASXL1 : Additional Sex Polycomb-Like 1 

ATF6 : Activating Transcription Factor 6 

ATF4 : Activating Transcription Factor 4 

ATG : Autophagy related Gene 

ATP : AdŽnosine Tri-Phosphate 

ATRA : Acide Tout-Trans RŽtino•que 

Asn : Asparagine 

BiP : Immunoglobulin heavy chain-
Binding Protein ou Glucose-Regulated 
Proteins of 78kDa 

CALR : CalrŽticuline 

CAR : CXCL12-abundant reticular 

CBL : Casitas B-lineage Lymphoma 

CHOP : C/EBP-homologous protein 

CD : Cluster of Differenciation 

CMA: Chaperone Mediated Autophagy 

CNX : Calnexine 

CRISPR : Clustered Regularaly 
Interspaced Short Palindromic Repeats 

Cys : CystŽine 

DR5 : Death Receptor 5 

EDEM : Endoplasmic Reticulum 
Degradation Enhancing Mannosidase-like 

eIF : eukaryote translation Initiation 
Factor 

ERGIC : Endoplasmic Reticulum Golgi 
Intermediate Compartment 

ERManI : Endoplasmic Reticulum !  1,2 
mannosidase I 

ERQC : Endoplasmic Reticulum Quality 
control Compartment 

ERdj : Endoplasmic Reticulum resident 
protein 

EPO : Erythropo•Žtine 

ERES : Endoplasmic reticulum Exit Sites 

ERp57 : Endoplasmic Reticulum protein of 
57 kDa 

FERM : band 4.1-Ezrin-Radixin-Moesin 

FKBP : FK Binding Protein 

GADD34 : Growth Arrest and DNA 
Damage-inducible protein 34 

G-CSF : Granulocytes-Colony Stimulating 
Factor 

GH47 : Glycosyl Hydrolase 47 

GM-CSF : Granulocytes-Monocytes-
Colony Stimulating Factor 

Gly : Glycine 

GRP : Glucose Related Protein 

GSKIP : GSK3"  Interacting Protein 
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HRD1: HMG-coA Reductase Degradation 
1 

HSP : Heat Shock Protein 

IL : Interleukine 

IRE1 : inositol requiring kinase 1 

kDa : kilo-Dalton 

KDEL : Lysine-Aspartate-Glutamate-
Leucine 

KO : Knock Out 

LA : LeucŽmie Aigu‘ 

LAL : LeucŽmie Aigu‘ Lymphoblastique 

LAM : LeucŽmie Aigu‘ MyŽloblastique 

LAMP2A : Lysosomal Associated 
Membrane Protein 2A 

LMC : LeucŽmie MyŽlo•de Chronique 

MAM  : Mitochondria Associated ER 
Membran 

MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase 

MECOM : MDS1 and EVI1 Complex 

MFP : MyŽlofibrose Primitive 

MIG : Monokine induced by Gamma 
Interferon 

MIP : Macrophage Inflammatory Protein 

MPL : Myeloproliferative Leukemia 

MRH : Mannose-6-phosphate Receptor 
Homology 

NBD : Nucleotide Binding Domain 

NMD : Non-sense Mediated Decay 

Nrf2 : NFE2 Related Factor 2 

OS-9 : Osteosarcoma amplified - 9 

OST : Oligosaccharyl Transferase 

Pb : Paire de bases 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PDI : Protein Disulfide Isomerase 

PERK : double-stranded RNA-activated 
protein kinase -like endoplasmic reticulum 
kinase 

PI3K : Phosphoinositide-3 Kinase 

PMA : Phorbol 12-Myrisate 13-Acetate 

PML : Promyelocytic Leukemia 

PP1 : Protein Phosphatase 1 

PPIase : Peptidyl Prolylisomerase 

PV : Polyglobulie de Vaquez 

QCV : Quality Control Vesicules 

OMS : Organisation Mondiale de la SantŽ 

RARA : RŽcepteur Alpha ˆ lÕAcide 
RŽtino•que 

RE : RŽticulum Endoplasmique 

RER : Rough Endoplasmic Reticulum - 
RŽticulum Endoplasmique Granuleux 

RIDD : Regulated IRE1 Dependant Decay 
of mRNA 

S1P : Site 1 Protease 

S2P : Site 2 Protease 

SBD : Substrate Binding Domain 

Ser : Serine 
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SMP : Syndr™me MyŽloprolifŽratif 

SOCS : Suppressor of Cytokine Signaling 

SRP : Signal Recognition Particle 

STAT : Signal Transducer and Activator 
of Transcription 

TE : ThrombocytŽmie Essentielle 

TERT : Telomerase Reverse Transcriptase 

TET2 : Ten-Eleven Translocation 

Thr : ThrŽonine 

TPO : Thrombopo•Žtine 

TPR : Tetraico Peptide Repeat 

UGT1 : UDP-glucose:glycoprotein 
glucosyltransferase 

UPR : Unfolded Protein Response 

Val : Valine 

VCP : Valosine Containing Protein 

VIP36 : vesicular integral membrane protein 
of 36Kda 

VIPL : VIP36-like 

XBP1 : X-box Binding Protein 1 

XBP1s : X-box Binding Protein 1 spliced 

Xxx : acide aminŽ quelconque exceptŽ 
proline 
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AVANT -PROPOS 

 

Les syndromes myŽloprolifŽratifs sont des hŽmopathies malignes caractŽrisŽes par une 

prolifŽration cellulaire excessive sans blocage de la maturation. Longtemps considŽrŽes 

comme des Ç maladies des kinases È, la dŽcouverte rŽcente des mutations du g•ne codant la 

calrŽticuline (CALR) a pointŽ lÕimplication dÕun compartiment cellulaire jusque lˆ largement 

ignorŽ dans lÕŽtude de la physiopathologie de ces maladies : le rŽticulum endoplasmique 

(RE). SÕil a maintenant ŽtŽ dŽmontrŽ que ces mutations partageaient des mŽcanismes 

oncogŽniques similaires ˆ ceux associŽs aux autres mutations initiatrices de ces pathologies, 

la prŽsentation clinique particuli•re des patients portant ces mutations ainsi que les donnŽes 

de transcriptomique obtenues chez ces patients laissent prŽsager des particularitŽs 

physiopathologiques qui leur sont propores. 

Fort de notre expertise dans lÕŽtude des syndromes myŽloprolifŽratifs depuis les 

aspects translationnels jusquÕˆ lÕŽtude plus fondamentale des mŽcanismes oncogŽniques, nous 

avons souhaitŽ apporter notre contribution ˆ la caractŽrisation des mutations de CALR. La 

premi•re pierre que nous avons souhaitŽ apporter ˆ lÕŽdifice se pose sur un versant tr•s 

appliquŽ ˆ la clinique. Elle consiste en le dŽveloppement dÕun outil de quantification des 

charges mutationnelles (ou charges allŽliques). Ce param•tre consiste ˆ Žvaluer la proportion 

de copies mutŽes dÕun g•ne dans un Žchantillon donnŽ, permettant ainsi dÕestimer la 

frŽquence des cellules portant lÕanomalie. En ce qui concerne la mutation JAK2V617F, la 

charge allŽlique a prŽcŽdemment ŽtŽ corrŽlŽ ˆ diffŽrents aspects de la maladie (prŽsentation au 

diagnostic, Žvaluation pronostique). La dŽtermination des charges mutationnelles constitue 

Žgalement un outil prŽcieux pour le suivi thŽrapeutique des patients.  

DÕautre part, nous avons souhaitŽ aborder la problŽmatique des mŽcanismes 

oncogŽniques associŽs ˆ ces mutations dÕun point de vue original en nous appuyant sur 

lÕexpertise du Dr Eric Chevet, prŽsent ˆ Bordeaux au dŽbut de ce travail. Initialement axŽ sur 

la description de lÕimpact des mutations de CALR sur lÕhomŽostasie du RE et la sŽcrŽtion des 

glycoprotŽines, nous avons rŽorienter notre projet afin de dŽterminer les raisons des faibles 

niveaux dÕexpression des protŽines CALR mutantes. Ces aspects encore mal dŽfinis ˆ ce jour 

nous semblent en effet importants pour dŽcrire prŽcisŽmment les mŽcanismes conduisant ˆ 

lÕhyperprolifŽration associŽe ˆ ces mutations, mais Žgalement pour envisager une approche 

thŽrapeutique ciblŽe et innovante. 
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Afin dÕapprŽhender ces diffŽrents points, les diffŽrentes Žtapes importantes dans la 

maturation des glycoprotŽines et les principales Žtapes du syst•me de contr™le qualitŽ des 

glycoprotŽines seront exposŽes. Nous aborderons ensuite les consŽquences de la mise en 

dŽfaut de syst•me conduisant ˆ la situation dŽnommŽe stress du RE. Apr•s de brefs notions 

sur lÕhŽmatopo••se et la mŽgacaryopo••se, les grandes notions concernant la physiopathologie 

des syndromes myŽloprolifŽratifs seront exposŽes avant de nous concentrer sur les donnŽes 

actuellement disponibles sur les mutations de CALR. 
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INTRODUCTION  

  

I. Contr™le qualitŽ des protŽines sŽcrŽtŽes et stress du rŽticulum 

endoplasmique 

 

La voie de sŽcrŽtion constitue un rŽseau de structures membranaires impliquŽ dans la 

production des protŽines destinŽes ˆ •tre exportŽes dans le milieu extracellulaire, ˆ la 

membrane ou vers les diffŽrents organites. CÕest au niveau de ces structures quÕelles sont 

synthŽtisŽes et acqui•rent leur structure fonctionnelle. La voie de sŽcrŽtion comprend 

diffŽrentes organelles, notamment le rŽticulum endoplasmique (RE) et lÕappareil de Golgi. 

Chez les eucaryotes environ un tiers du protŽome est ciblŽ vers la voie de sŽcrŽtion (Huh et 

al., 2003). 

Chaque protŽine est dŽfinie par sa sŽquence en acides aminŽs. Cependant pour •tre 

biologiquement active, il lui faut acquŽrir une structure tridimensionnelle bien dŽfinie. 

Globalement lÕacquisition de cette conformation consiste ˆ enfouir les rŽgions hydrophobes 

au cÏur de la protŽine et nÕexposer que les rŽgions hydrophiles ˆ la surface. Ce processus de 

repliement se rŽalise au niveau du RE qui constitue un compartiment cellulaire spŽcifique 

dotŽ de la machinerie nŽcessaire ˆ cette fonction (protŽines charperonnes et enzymes 

diverses). Au cours de leur transit dans ce compartiment, les protŽines en formation vont subir 

diffŽrentes modifications nŽcessaires ˆ lÕacquisition dÕune conformation correcte et donc ̂ 

leur activitŽ biologique. Par ailleurs, du fait de la toxicitŽ potentielle des protŽines mal 

conformŽes, un syst•me ŽlaborŽ de contr™le qualitŽ garantit la conformitŽ de structure des 

protŽines synthŽtisŽes dans le RE. Ainsi, si la maturation rŽussit, la protŽine pourra •tre 

exportŽe vers sa destination finale. Si la conformation spatiale nÕest pas adŽquate, la protŽine 

sera retenue dans le RE pour poursuivre sa maturation. Enfin, si lÕacquisition de la 

conformation correcte Žchoue ou prend trop de temps, la protŽine aberrante sera extraite du 

RE pour •tre dŽgradŽe par le protŽasome. Ce syst•me dŽnommŽ ERAD (Endoplasmic 

Reticulum Associated Degradation) garantit que seules les protŽines fonctionnelles seront 

transportŽes vers leur destination finale via la voie de sŽcrŽtion. (Figure 1, Braakman and 

Hebert, 2013; Ellgaard and Helenius, 2003; Helenius and Aebi, 2004; Lamriben et al., 2016; 

Olivari and Molinari, 2007; S"omi#ska-Wojew—dzka and Sandvig, 2015; Xu and Ng, 2015) 
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Figure 1 Principe du syst•me de contr™le qualitŽ des glycoprotŽines sŽcrŽtŽes.  

Les glycoprotŽines en formation doivent acquŽrir une conformation spatiale adŽquate pour pouvoir 
•tre sŽcrŽtŽes ou exprimŽes ˆ la membrane. Tant que cette conformation nÕest pas obtenue, elles sont 
retenues dans le rŽticulum endoplasmique afin de favoriser leur repliement correct. Si cette 
conformation ne peut •tre obtenue, les protŽines sont exportŽes dans le cytosol pour •tre dŽgradŽes par 
le protŽasome. (adaptŽ dÕapr•s Molecular Biology of the Cell, 4th edition, Bruce Alberts, Alexander 
Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter, New York: Garland Science; 
2002). 
 

1. Synth•se des glycoprotŽines et modifications co- et post-traductionnelles 

 

Depuis leur entrŽe dans le RE et jusquÕˆ leur export, les protŽines nŽo-synthŽtisŽes 

entrant dans la voie de sŽcrŽtion peuvent subir diverses modifications (clivage du peptide 

signal, formation de ponts disulfures, ADP-ribosylation, addition dÕancres 

glycosylphosphatidylinositol, O-mannosylation, N-glycosylation) qui interviennent dans le 

processus de repliement qui leur permettra de pouvoir exercer leurs activitŽs biologiques. 

(Figure 2) Ces modifications peuvent Žgalement permettre de marquer leur Žtat de maturation 

et ainsi au syst•me de contr™le qualitŽ de juger si elles peuvent •tre exportŽes ou si elles 

doivent •tre dŽgradŽes. (Braakman and Hebert, 2013) 

A. Clivage du peptide signal 

 

Les cha”nes polypeptidiques naissantes entrent dans le RE par un canal formŽ dans la 

membrane du RE : le complexe translocon Sec61. (Park and Rapoport, 2012) Contrairement 

aux pores nuclŽaires, il sÕagit dÕun canal Žtroit nŽcessitant que les protŽines soient totalement 
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dŽpliŽes pour pouvoir y passer. Classiquement, lÕadressage des complexes ribosome-

polypeptide vers le RE est assurŽ par la reconnaissance par la Signal Recognition Particule 

(SRP) dÕune sŽquence en position N-terminale, le peptide signal. (Walter and Blobel, 1981) 

ComposŽ dÕenviron 25 acides aminŽs, il permet de positionner le peptide pendant la 

traduction de telle sorte que la cha”ne polypeptidique est poussŽe dans le RE au cours de sa 

synth•se. Tr•s rapidement, le complexe signal peptidase va cliver cette sŽquence, 

gŽnŽralement au cours de la traduction. (Hegde and Bernstein, 2006)  

 

 

Figure 2 : Modification co- et post-traductionnelles apportŽes aux protŽines synthŽtisŽes dans le 

rŽticulum endoplasmique.  

Apr•s avoir pŽnŽtrŽ dans le RE, les protŽines nŽosynthŽtisŽes subissent diffŽrentes modifications 
pouvant participer ˆ leur maturation correcte. Parmi ces transformations, on peut retenir le clivage du 
peptide signal par le complexe Signal Peptidase (SPC) et lÕajout de motifs N-glycosylŽs par 
lÕoligosaccharide transferase (OST). Ces cha”nes glucidiques constituent une marque dont lÕŽdition 
(par des glucosidases Ð Gls - et mannosidases) permettra par la suite de recruter les acteurs favorisant 
leur repliement correct via leur interaction avec des lectines comme la calnexine (CNX) ou la 
calrŽticuline (CALR). Ces motifs glycans permettent Žgalement dÕŽvaluer leur Žtat de maturation. 
(Braakman and Hebert, 2013) 
 

B. N-Glycosylation 

 

La plupart des protŽines traversant la voie de sŽcrŽtion est modifiŽe par lÕajout de 

cha”nes glycosylŽes sur les rŽsidus Asn appartenant ̂ la sŽquence consensus Asn-Xxx-

Ser/Thr, ou plus rarement Asn-Xxx-Cys, Asn-Xxx-Val, Asn-Gly. (Xxx dŽsignant n'importe 

quel acide aminŽ, Helenius and Aebi, 2004; Zielinska et al., 2010) Ce processus est dŽnommŽ 

N-glycosylation. Il se fait par le transfert en bloc dÕun oligosaccharide composŽ de 2 N-
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acŽtyl-glucosamines, 9 mannoses et 3 glucoses organisŽs en 3 branches (A, B et C, Figure 3) 

abrŽgŽ selon la formule Glc3Man9GlcNAc2. (Helenius and Aebi, 2004) 

LÕaddition de ces cha”nes est rŽalisŽe par le complexe oligosaccharyl transferase 

(OST) associŽ au translocon et se fait le plus souvent de mani•re co-traductionnelle (elle 

implique alors la sous-unitŽ STT3A du complexe OST). (Nilsson and von Heijne, 1993) Une 

autre sous-unitŽ de OST (STT3B) est capable de rŽaliser ce transfert de mani•re post-

traductionnelle afin de rattraper les Ç oublis È de glycosylation, gŽnŽralement pour des rŽsidus 

en position C-terminal. (Ruiz-Canada et al., 2009) 

 

 

Figure 3 : Structure du motif glycosylŽ transfŽrŽ sur les rŽsidus asparagine des glycoprotŽines dans le 

cadre de la N-glycosylation.  

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses (la couleur 
dŽpendant du type de liaison comme indiquŽ sur le schŽma) et les rectangles bleus aux N-acŽtyl-
glucosamines (S"omi#ska-Wojew—dzka and Sandvig, 2015) 

 

La N-glycosylation a diffŽrents buts. Tout dÕabord, elle permet dÕaugmenter la 

solubilitŽ des cha”nes nŽo-synthŽtisŽes encore non structurŽes. Par ailleurs, en modifiant les 

propriŽtŽs physiques des cha”nes poly-peptidiques, les cha”nes saccharidiques interviennent 

directement dans le repliement des protŽines en amŽliorant la cinŽtique et la 

thermodynamique de repliement. (Hanson et al., 2009; Jitsuhara et al., 2002) Elles peuvent 

Žgalement masquer des rŽgions hydrophobes, des sites de clivage ou de reconnaissance 

immunologique. Ces cha”nes permettent de plus le recrutement de protŽines chaperonnes et de 

facteurs de repliement (foldases), facilitant encore lÕacquisition dÕune conformation 

tridimensionnelle correcte. Enfin, ces cha”nes glycosylŽes constituent une sorte de minuteur 

signalant lorsque la durŽe du programme de repliement a expirŽ et que la protŽine doit •tre 

dŽgradŽe. (Braakman and Hebert, 2013; Helenius and Aebi, 2004; Olivari and Molinari, 
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2007) 

DÕautres modes de glycosylation ont ŽtŽ dŽcrits. Les rŽsidus Ser et Thr des protŽines 

peuvent ainsi •tre modifiŽs par lÕajout de fucose, glucose, mannose et N-acŽtylglucosamine. 

Ces modifications ne sont cependant pas rŽalisŽes dans le RE et ne sont pas impliquŽes dans 

le contr™le qualitŽ des glycoprotŽines chez les eucaryotes supŽrieurs, (Xu and Ng, 2015) cÕest 

pourquoi nous ne les dŽtaillerons pas ici. 

2. Repliement des protŽines : acteurs, contr™le qualitŽ et export des glycoprotŽines 

 

Du fait de la tr•s forte concentration en protŽines dans le RE, les cha”nes peptidiques 

naissantes sont vulnŽrables au mauvais repliement et ˆ lÕagrŽgation. Ainsi, d•s leur arrivŽe 

dans le RE, les cha”nes polypeptidiques vont disposer dÕun Ç comitŽ de bienvenue È formŽ de 

diffŽrentes chaperonnes et dÕenzymes de repliement (foldases) dont lÕaction permettra de 

fournir un environnement protŽgŽ et privilŽgiŽ ˆ lÕintŽrieur de la cellule afin de favoriser leur 

bonne maturation. (Helenius and Aebi, 2004) MalgrŽ cela, la proportion de protŽines 

efficacement repliŽes peut parfois •tre tr•s faible (30%). (Braakman and Hebert, 2013)  

Les chaperonnes molŽculaires sont dŽfinies comme des protŽines aidant les autres 

protŽines ˆ acquŽrir leur conformation correcte, sans faire partie de la protŽine finale. (Ellis 

and van der Vies, 1991) Deux syst•mes principaux de chaperonnes existent dans le RE : les 

chaperonnes classiques et les chaperonnes liant les carbohydrates ou lectines. A c™tŽ de ces 

protŽines chaperonnes, lÕaction dÕenzymes catalysant la formation des ponts disulfures ou 

lÕisomŽrisation cis-trans des prolines est Žgalement capitale pour le bon repliement des 

protŽines. (Braakman and Hebert, 2013) Le r™le de ces diffŽrents acteurs est de retenir les 

cha”nes polypeptidiques en formation dans lÕenvironnement favorable au repliement quÕest le 

RE, de protŽger les rŽgions non repliŽes des protŽines environnantes afin dÕŽviter lÕagrŽgation 

des cha”nes peptidiques, et dÕassister les Žtapes limitantes du processus de repliement. (Olivari 

and Molinari, 2007) 
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A. Les chaperonnes classiques 

 

Le RE contient des protŽines des familles HSP70 et HSP90. Ces chaperonnes 

reconnaissent des substrats prŽsentant ˆ leur surface des rŽgions hydrophobes qui devraient 

•tre enfouies au cÏur de la protŽine, signifiant quÕil sÕagit dÕintermŽdiaires de repliement, de 

protŽines mal conformŽes ou de sous-unitŽs non assemblŽes dÕun mutlim•re. Elles sont 

recrutŽes pour assister le repliement des protŽines non-glycosylŽes ou des domaines de 

glycoprotŽines non modifiŽs et Žviter leur agrŽgation. Leur liaison dŽpend de la liaison de 

nuclŽotides-adŽnine et de lÕaction de co-facteurs spŽcifiques. (Braakman and Hebert, 2013; 

Lamriben et al., 2016) 

a. Immunoglobulin Binding Protein - BiP 

 

La famille HSP70 est principalement reprŽsentŽe dans le RE par BiP (Immunoglobulin 

Heavy Chain Binding protein) encore appelŽe Glucose Related Protein of 78 kDa (GRP78) ou 

Heat Shock 70 kDa Protein 5 (HSPA5). BiP comporte deux domaines : lÕun pour lier les 

nuclŽotides (Nucleotide Binding Domain, NBD), lÕautre pour lier les substrats (Substrate 

Binding Domain, SBD). La reconnaissance de ses substrats par BiP se fait par la liaison aux 

motifs hydrophobes exposŽs ˆ leur surface. Le SBD se prŽsente sous forme dÕun sillon dont 

lÕacc•s est contr™lŽ par un Ç couvercle È. La liaison de BiP ˆ lÕATP ouvre ce couvercle tandis 

que lÕhydrolyse de lÕATP en ADP le referme sur le substrat, protŽgeant ce dernier dÕun 

repliement trop prŽcoce ou dÕune agrŽgation. DiffŽrents cofacteurs rŽgulent le cycle de liaison 

de BiP ˆ ses substrats. Chez les mammif•res, BAP et GRP170 concourent ˆ lÕŽchange ADP-

ATP. (Chung et al., 2002; Weitzmann et al., 2006) Au contraire, lÕhydrolyse de lÕATP par 

BiP est accŽlŽrŽe par les membres de la famille HSP40 ou protŽines du RE ̂  domaine J 

(ERdj). Chez les mammif•res, 7 protŽines ˆ domaine-J sont dŽcrites (ERdj 1 ˆ 7) assistant 

diverses fonctions de BiP. ERdj 1 et 2 sont associŽes au translocon et participent au 

positionnement de BiP ̂ ce niveau pour assurer la maturation prŽcoce des cha”nes 

polypeptidiques en formation. ERdj3 et 6 se lient aux protŽines en formation ou 

incompl•tement conformŽes suggŽrant leur r™le dans le processus de repliement des protŽines. 

ERdj4 et ERdj5 se lient aux protŽines mal conformŽes et participent ˆ lÕaccŽlŽration de leur 

dŽgradation. Le r™le de ERdj7 reste mal connu. (Otero et al., 2010) On consid•re que BiP est 

un rŽgulateur majeur de lÕhomŽostasie protŽique du rŽticulum, se liant aux intermŽdiaires de 

repliement de la majoritŽ des protŽines traversant ce compartiment cellulaire. (Braakman and 
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Hebert, 2013) 

b. Glucose related Protein of 94 kDa - GRP94 

 

GRP94 est organisŽe en 3 domaines : N-terminal, mŽdian et C-terminal. Elle peut lier 

les nuclŽotides adŽnylŽs par son domaine N-terminal. Comme BiP, la liaison de ces 

nuclŽotides conditionne lÕouverture ou la fermeture de la protŽine chaperonne. Un motif 

KDEL en position C-terminale assure la rŽtention de la chaperonne dans le RE. Le site de 

liaison aux substrats de GRP94 reste inconnu. Bien que tr•s abondante dans le RE, peu de 

clients de GRP94 ont ŽtŽ identifiŽs. Il nÕa pas ŽtŽ identifiŽ de co-chaperonne. (Braakman and 

Hebert, 2013) Par contre GRP94 semble •tre un acteur important pour cibler certains substrats 

vers la dŽgradation par lÕERAD. (Christianson et al., 2008) 

B. Les chaperonnes liant les motifs glycosylŽs 

 

Rapidement apr•s leur liaison, les motifs N-glycosylŽs sont ŽditŽs dans le RE pour •tre 

Ç reconstruits È ultŽrieurement dans lÕappareil de Golgi. La composition de ce motif glycosylŽ 

est une sorte de marque reflŽtant le statut et lÕ‰ge de la protŽine ˆ laquelle il est attachŽ. Ce 

Ç glyco-code È est centrŽ sur un syst•me de lectine-chaperonnes : la calnexine et la 

calrŽticuline, spŽcifiques des motifs mono-glucosylŽs.  

a. Malectine 

 

Quasiment d•s leur transfert sur les cha”nes polypeptidiques, les cha”nes N-

glycosylŽes se voient amputŽes du 1er glucose de leur branche A par la glucosidase I (glucose 

n sur la Figure 3, Chen et al., 1995) Le motif Glc2Man9GlcNAc2 qui en rŽsulte est la cible 

spŽcifique dÕune lectine prŽsente dans le RE : la malectine. (Schallus et al., 2008) Le motif di-

glucosylŽ Žtant prŽsent ˆ des Žtapes prŽcoces, cela sugg•re une intervention de la malectine 

dans les premi•res Žtapes de la maturation des glycoprotŽines. Cependant, il a ŽtŽ dŽmontrŽ 

que la malectine pouvait se lier ˆ des substrats aberrants, ce qui laisse ouverte la question du 

mŽcanisme de distinction entre protŽines en cours de repliement effectif et protŽines 

aberrantes ˆ ces stades tr•s prŽcoces. (Chen et al., 2011; Galli et al., 2011) 
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b. Le cycle calnexine/calrŽticuline 
 

La coupure du 2•me glucose (glucose m sur la Figure 3) par la glucosidase II se fait 

plus tardivement, mais peut survenir avant m•me que la cha”ne peptidique ne soit finie de 

synthŽtiser. (Deprez et al., 2005; Lamriben et al., 2016; Olivari and Molinari, 2007) Le motif 

Glc1Man9NAcGlc2 ainsi formŽ est essentiel pour lÕentrŽe des glycoprotŽines dans le syst•me 

chaperon calnexine/calrŽticuline-ERp57. (Olivari and Molinari, 2007) 

La calnexine, protŽine transmembranaire et la calrŽticuline, son homologue soluble, 

partagent une m•me structure gŽnŽrale. Elles sont constituŽes de 3 domaines (Figure 4) : 

- un domaine N globulaire prŽsentant un site unique de liaison aux motifs glycosylŽs, 

avec une spŽcificitŽ pour les cha”nes mono-glucosylŽes. (Hebert et al., 1995; Peterson 

et al., 1995) Cette association se fait avec une faible affinitŽ, et donc de mani•re 

transitoire. Par ailleurs, il existe au niveau de ce domaine des sites de liaison pour 

lÕATP et pour le calcium. (Schrag et al., 2001; Wijeyesakere et al., 2011) La liaison de 

ces deux facteurs module lÕinteraction des lectines avec leurs substrats. 

- un domaine central riche en prolines. Celui-ci crŽŽ un bras qui sÕŽtend au-dessus de la 

chaperonne. Ce domaine permet une interaction avec lÕoxydorŽductase ERp57, de la 

superfamille PDI (Protein Disulfide Isomerase) ainsi quÕavec la cyclophiline B (voir 

plus loin). Dans le cas de la calrŽticuline, une liaison au calcium de faible capacitŽ, 

mais de forte affinitŽ se fait Žgalement au niveau de ce domaine. (Bedard et al., 2005; 

Michalak et al., 2009; Williams, 2006) 

- un domaine C qui diff•re entre les deux protŽines, mais qui pour toutes les deux porte 

un motif de rŽtention dans le RE. Dans le cas de la calnexine, le domaine C comporte 

un domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique. Cette partie 

cytosolique porte un motif di-Arg ainsi que des rŽsidus phosphorylables participant ˆ 

la rŽtention dans le RE. (Chevet et al., 2010) Dans le cas de la calrŽticuline, le 

domaine C porte un motif KDEL de rŽtention dans le RE, ainsi quÕune sŽrie de rŽsidus 

acides permettant une liaison de faible affinitŽ mais avec une forte capacitŽ pour le 

calcium. Ce domaine est naturellement non structurŽ et acquiert une conformation 

rigide suite ˆ la liaison de calcium. (Villamil Giraldo et al., 2010) 
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Le nombre exact de substrats de ces deux lectines reste inconnu, mais on consid•re 

que toutes les glycoprotŽines se lient ˆ lÕune et/ou lÕautre de ces chaperonnes. MalgrŽ de 

nombreuses similaritŽs, il existe des diffŽrences dans le spectre des clients se liant ˆ la 

calnexine et la calrŽticuline. (Molinari et al., 2004) Ces lectines seraient Žgalement capables 

de se lier ˆ leurs substrats directement au niveau de certains segments peptidiques. (Danilczyk 

and Williams, 2001; Saito et al., 1999; Wijeyesakere et al., 2013) 

 

 

Figure 4 : ReprŽsentation schŽmatique des structures linŽaire et tridimensionnelle de la calrŽticuline et 

de la calnexine.  

Les structures linŽaire (haut) et tridimensionnelle (bas) de la calrŽticuline (gauche) et de la calnexine 
(droite) dŽmontrent une organisation comparable des deux protŽines. Celles-ci sont constituŽes de trois 
domaines (N, P et C) chacun impliquŽ dans une ou plusieurs fonction(s) de la protŽine (chaperonne, 
liaison du calcium). (Michalak et al., 2009) 
 

Comme ŽvoquŽ prŽcŽdemment, la calnexine et la calrŽticuline ont un r™le central dans 

le contr™le qualitŽ des glycoprotŽines. Elles favorisent le repliement des glycoprotŽines de 

diffŽrentes mani•res :  

- elles stabilisent les Žv•nements survenant dans le repliement ou ralentissent le 

processus de repliement de mani•re domaine-spŽcifique permettant ainsi de diriger le 

processus en contr™lant lÕaccessibilitŽ des rŽgions ˆ structurer (Daniels et al., 2003; 
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Hebert et al., 1996, 1997). 

- elles prŽviennent lÕagrŽgation et la dŽgradation des intermŽdiaires de repliement 

(Hebert et al., 1996; Vassilakos et al., 1996). 

- elles retiennent les intermŽdiaires de repliement dans le RE afin de leur offrir de 

nouvelles tentatives pour un repliement efficace (Rajagopalan et al., 1994). La 

rŽtention des intermŽdiaires ou protŽines mal conformŽes dans le RE prŽvient 

Žgalement lÕexport de protŽines non fonctionnelles. 

- elles facilitent la formation de ponts disulfures gr‰ce ˆ leur association avec 

lÕoxydorŽductase ERp57 (Oliver et al., 1997; Zapun et al., 1998). 

- elles favorisent lÕisomŽrisation de prolines par une interaction avec la Peptidyl-Prolyl 

Isomerase Cyclophyline B (Kozlov et al., 2010). 

DÕautres fonctions leur ont Žgalement ŽtŽ attribuŽes. Notamment, la capacitŽ de la 

calrŽticuline ˆ lier de mani•re importante le calcium en fait un tampon calcique capital. Elle 

participe donc ˆ la constitution dÕune rŽserve de cet ŽlŽment dans la RE et rŽgule ainsi la 

signalisation et les processus dŽpendants du calcium. (Michalak et al., 2009) 

La calrŽticuline intervient de plus dans divers processus, parmi lesquels lÕimmunitŽ 

anti-cancŽreuse : son expression ˆ la surface des cellules constitue en effet un signal 

favorisant leur phagocytose. Son implication dans lÕadhŽsion cellulaire, la rŽparation des 

tissus entre autres est Žgalement dŽmontrŽe. (Bedard et al., 2005; Michalak et al., 2009) 

ImmŽdiatement apr•s sa libŽration de la calnexine/calrŽticuline, la cha”ne N-

glycosylŽe verra son dernier glucose (glucose l sur la Figure 3) supprimŽ par lÕaction de la 

glucosidase II. La disparition de ce glucose a pour effet de supprimer la possibilitŽ dÕune rŽ-

association avec les deux chaperonnes. La structure du glycopeptide est ensuite vŽrifiŽe par 

lÕUDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase (UGT1 ou UGGT). Si sa conformation est 

correcte, le substrat sera ignorŽ et pourra •tre exportŽ vers sa destination finale. Si le client est 

reconnu comme trop mal conformŽ (de mani•re irrŽmŽdiable), il sera dŽviŽ vers la machinerie 

de dŽgradation pour •tre ŽliminŽ. Si toutefois le degrŽ de mauvaise conformation est 

considŽrŽ comme modŽrŽ, lÕUGT1 pourra re-glucosyler le mannose de la branche A du 

substrat qui pourra alors se lier de nouveau ˆ la calnexine et/ou la calrŽticuline pour essayer 



 32 

une fois de plus de se replier correctement. (Caramelo et al., 2003, 2004; Pearse et al., 2008; 

Ritter et al., 2005; Sousa and Parodi, 1995) 

Si certaines protŽines peuvent atteindre leur conformation native d•s la premi•re 

liaison ˆ la calnexine/calrŽticuline (Soldˆ et al., 2007), dÕautres doivent sÕy associer et sÕen 

dissocier plusieurs fois, rŽalisant des cycles de liaison-dissociation (Van Leeuwen and Kearse, 

1997; Wada et al., 1997). Au sein de ce Ç cycle calnexine È, UGT1 constitue un gardien 

primordial dans le syst•me de contr™le qualitŽ du RE, dŽcidant si les glycoprotŽines peuvent 

•tre exportŽes, ou si elles doivent y rester pour parfaire leur maturation. Pour cela, elle 

dispose dÕun domaine  Ç senseur de repliement È au niveau N-terminal reconnaissant les 

surfaces hydrophobes exposŽes. (Caramelo et al., 2003; Sousa and Parodi, 1995) 

C. Les enzymes participant au repliement : les foldases 

 

Pour assister les chaperonnes dans la maturation des protŽines, le rŽticulum dispose 

dÕenzymes dont les activitŽs favorisent lÕacquisition dÕune conformation correcte ˆ leurs 

substrats. Deux principales classes dÕenzymes peuvent •tre retenues : les oxydorŽductases et 

les Peptidyl Prolyl-isomerases. 

a. OxydorŽductases 

 

Plus de 20 oxydorŽductases ont ŽtŽ identifiŽes, diffŽrant par leur potentiel redox, leur 

spŽcificitŽ de substrats et leur profil dÕexpression dans les tissus. Protein Disulphide 

Isomerase (PDI) est la premi•re oxydorŽductase du RE dŽcouverte, mais Žgalement la plus 

abondante et la mieux caractŽrisŽe. Selon les conditions, elle catalyse la formation, 

lÕisomŽrisation ou la rŽduction des ponts disulfures. Elle prŽsente une spŽcificitŽ de substrats 

tr•s large (voire une absence de spŽcificitŽ). Par ailleurs, elle prŽsente la particularitŽ de 

pouvoir se lier directement aux protŽines par son domaine bÕ. (Braakman and Hebert, 2013; 

Ellgaard and Ruddock, 2005) Par ailleurs, lÕentrŽe dÕune glycoprotŽine dans le cycle 

calnexine/calrŽticuline lui permet de recruter une oxydorŽductase dŽdiŽe ˆ son repliement : 

ERp57. (Ellgaard and Ruddock, 2005; Olivari and Molinari, 2007) ERp57 est elle aussi 

capable de se lier ˆ des protŽines via son domaine bÕ, mais utilise cette propriŽtŽ pour 

sÕassocier avec la calnexine et la calrŽticuline. (Frickel et al., 2002; Oliver et al., 1999)  

Au cours de leur maturation, les cystŽines dÕune cha”ne polypeptidique en formation 
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sont oxydŽes par les oxydorŽductases pour former des ponts disulfures intramolŽculaires. Ces 

ponts sont capitaux pour assurer la stabilitŽ de la structure des protŽines. En fait, il est 

probable que ces ponts ne guident pas directement le repliement des protŽines, mais 

stabilisent les intermŽdiaires qui sont Ç sur la bonne voie È, emp•chant tout retour en arri•re, 

et favorisant ainsi une maturation progressive vers la conformation adŽquate. (Braakman and 

Hebert, 2013)  

b. Peptidyl Prolyl Isomerases 

 

La grande majoritŽ des protŽines comportent des rŽsidus proline qui lorsquÕils sont 

ajoutŽs sont dans une conformation trans. Ces rŽsidus peuvent •tre transformŽs pour acquŽrir 

une conformation cis, rŽaction catalysŽe par les Peptidyl Prolyl Isomerases ou PPIase. Il sÕagit 

dÕun processus lent, constituant une Žtape limitant le repliement des protŽines. Deux familles 

de PPIase sont distinguŽes : les cyclophilines et les protŽines FK-binding protein (FKBP). 

(Braakman and Hebert, 2013) La cyclophiline B interagit avec le domaine P de la calnexine et 

de la calrŽticuline, partageant le site de liaison de ERp57. (Kozlov et al., 2010) 

D. LÕexport des glycoprotŽines correctement conformŽes 

 

En plus des chaperonnes participant ˆ la maturation des glycoprotŽines dans le RE, 

dÕautres lectines sont impliquŽes dans la liaison des glycoprotŽines une fois que celles-ci ont 

acquis leur conformation dŽfinitive afin de permettre leur export vers leur destination. 

ERGIC53 (Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartment) est une protŽine 

transmembranaire qui circule entre le RE et lÕappareil de Golgi. (Appenzeller et al., 1999; 

Vollenweider et al., 1998) Elle se lie aux motifs glycans avec une faible spŽcificitŽ (y compris 

sÕils sont encore glucosylŽs), dans la mesure o• leur contenu en mannose est suffisant. Elle ne 

reconna”t donc pas les cha”nes Man5-6GlcNAc2 associŽes aux substrats destinŽs ˆ •tre 

dŽgradŽs (voir plus loin, Kamiya et al., 2008). Cette spŽcificitŽ exclut donc les protŽines 

aberrantes des sites de sortie du RE (Endoplasmic reticulum Exit Sites Ð ERES). Des 

mutations dÕERGIC53 sont associŽes ˆ un dŽfaut de sŽcrŽtion de protŽines, comme cela a ŽtŽ 

dŽmontrŽ pour les dŽficits combinŽs en facteurs V et VIII de la coagulation. (Nichols et al., 

1998) 

Deux autres lectines participent au trafic intracellulaire des glycoprotŽines : VIP36 et 
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VIPL, qui comme ERGIC53 ne lient pas les motifs Man5-6GlcNAc2. (Satoh et al., 2014; 

Yamaguchi et al., 2007)  

Les diffŽrentes Žtapes suivies par une glycoprotŽine au sein de la voie de sŽcrŽtion 

sont rŽsumŽes au niveau de la Figure 5. Celles-ci correspondent au cas o• aucun Žchec nÕest 

observŽ. Cependant, lÕefficacitŽ de maturation des glycoprotŽines nÕest pas absolue, et il peut 

arriver quÕune glycoprotŽine nÕarrive pas ˆ atteindre sa conformation native. Afin de ne pas 

perturber les fonctions cellulaires, celle-ci doit alors •tre ŽliminŽe. 

 

Figure 5 : ReprŽsentation schŽmatique du devenir des glycoprotŽines dans le RE depuis leur synth•se 

jusquÕˆ leur export ou leur dŽgradation.  

Rapidement apr•s leur entrŽe dans le RE, le peptide signal des protŽines nŽo-synthŽtisŽes est clivŽ et 
des cha”nes saccharidiques leur sont ajoutŽes. Ces cha”nes N-glycosylŽes sont ensuite ŽditŽes par les 
glucosidases I et II. Les cha”nes monoglucosylŽes qui en rŽsultent constituent un motif permettant 
lÕentrŽe dans le cycle calnexine/calrŽticuline, indispensable ˆ lÕacquisition dÕune conformation spatiale 
correcte. Une fois convenablement repliŽe, la glycoprotŽine peut •tre exportŽe. Cependant si celle-ci 
Žchoue ˆ se replier correctement, elle sera orientŽe vers une dŽgradation par le syst•me ERAD 
(Lamriben et al., 2016) 
 

3. ERAD 

 

LorsquÕune protŽine Žchoue ˆ acquŽrir sa conformation fonctionnelle ou ˆ 

sÕoligomŽriser correctement, il est impŽratif quÕelle ne soit pas exportŽe vers sa destination 
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sous peine dÕexercer des effets toxiques. Un syst•me dŽdiŽ permet ainsi de sŽquestrer ces 

protŽines aberrantes dans le RE et de modifier les motifs glycosylŽs quÕelles portent afin de 

stopper les tentatives futiles de repliement et dÕorienter ces substrats vers le protŽasome. On 

parle dÕERAD : Endoplasmic Reticulum Associated Degradation. (Helenius and Aebi, 2004; 

Olivari and Molinari, 2007) 

A. ERAD des glycoprotŽines 

 

a. Le premier signal de destruction : la coupure des mannoses 

 

¥ Mannosidases du RE 

 

La reconnaissance des protŽines comme mal conformŽes est dŽlicate puisquÕil est 

nŽcessaire de les distinguer des intermŽdiaires de repliement qui prŽsentent des 

caractŽristiques similaires (exposition de rŽgions hydrophobes par exemple), mais qui eux ne 

doivent pas •tre dŽgradŽs. Cette distinction semble basŽe sur le temps passŽ par la 

glycoprotŽine dans le RE, la dŽgradation commen•ant typiquement apr•s un dŽlai de 30-90 

minutes suivi dÕune dŽgradation exponentielle. (Mancini et al., 2003; Molinari et al., 2003)  

Les donnŽes montrant que la suppression des mannoses des cha”nes glycosylŽes liŽs en 

! 1,2 Žtait requise pour lÕŽvacuation des glycoprotŽines du RE ont ŽtŽ publiŽes avant m•me 

quÕil ait ŽtŽ dŽmontrŽ que la dŽgradation Žtait ensuite assurŽe par le protŽasome. (Olivari and 

Molinari, 2007) La kifunensine et la 1-deoxymannojirimycine, des analogues de mannose, 

inhibent cette coupure des mannoses et ainsi sÕopposent ˆ la dŽgradation de la plupart si ce 

nÕest de tous les substrats glycosylŽs. Ces composŽs ciblent les membres de la famille 

Glycosyl Hydrolase 47 (GH47) comprenant les mannosidases du RE : ER !  1,2 mannosidase 

I (ERManI), et du Golgi : ! 1,2 mannosidase IA, IB et IC, ainsi que les 3 membres de la 

famille EDEM (Endoplasmic Reticulum degradation Enhancing Mannosidase-like). LÕeffet 

de la kifunensine et de la 1-deoxymannojirimycine a donc fait pressentir les membres de cette 

famille comme des acteurs importants de lÕERAD.  

Contrairement aux levures, le dŽclenchement de la dŽgradation dÕune glycoprotŽine 

chez les mammif•res ne nŽcessite pas seulement la coupure du mannose terminal de la 

branche B (mannose i dans la Figure 3). Il  requiert Žgalement une dŽmannosylation extensive 
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des motifs glycans, exposant les mannoses liŽs en ! 1,6. (d et J sur la Figure 3, Avezov et al., 

2008; Frenkel et al., 2003; Hosokawa et al., 2003; KitzmŸller et al., 2003) Par ailleurs, les 

cha”nes qui en rŽsultent (Man5GlcNAc2 ou Man6GlcNAc2) ne prŽsentent plus le mannose 

terminal de la branche A (g sur la Figure 3) et ne peuvent donc plus •tre re-glucosylŽes par 

UGT1. LÕactivitŽ de ces enzymes est faible, expliquant que le clivage ne survienne quÕapr•s 

un dŽlai pouvant excŽder une heure dans les cellules de mammif•res. Cette action lente 

constitue donc une sorte de minuteur. Le clivage des mannoses nŽcessite un certain dŽlai et 

seules les protŽines retenues dans le RE suffisamment longtemps se verront amputŽes de leurs 

mannoses, Žpargnant ainsi les protŽines nouvellement synthŽtisŽes. Le dŽlai dŽpend des 

protŽines, notamment du nombre et de la position des motifs glycosylŽs, mais aussi dÕautres 

facteurs. (Helenius and Aebi, 2004) 

o ER !  1,2 mannosidase I (ERManI) 

 

ERManI est une protŽine transmembranaire de type II rŽsidente du RE, considŽrŽe 

depuis longtemps comme le minuteur initiant la dŽgradation des protŽines aberrantes. (Figure 

6, Gonzalez et al., 1999; Helenius and Aebi, 2004; Hosokawa et al., 2003; Tremblay and 

Herscovics, 1999) Pour jouer efficacement ce r™le, son niveau dÕexpression basal est faible 

assurant que le clivage des mannoses des motifs glycosylŽs est dŽpendant du temps passŽ 

dans le RE. (Wu et al., 2003) 

 

 

Figure 6 : ReprŽsentation schŽmatique de la structure linŽaire des membres de la famille Gycosyl 

Hydrolase 47. 

Les diffŽrents membres partagent le domaine mannosidase homology. ERManI et les mannosidases du 
Golgi disposent dÕun domaine transmembranaire (TM). Le peptide signal dÕEDEM1 peut ne pas •tre 
coupŽ, ˆ lÕorigine dÕune protŽine pouvant •tre transmembranaire ou soluble. Par rapport aux autres 
membres, EDEM3 dispose dÕun domaine Protease Associated (PA) de fonction inconnue. (Olivari and 
Molinari, 2007) 
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On a longtemps considŽrŽ quÕERManI ne clivait que le mannose terminal de la 

branche B (i sur la Figure 3). (KitzmŸller et al., 2003; Wu et al., 2003). Cependant, des Žtudes 

rŽcentes ont montrŽ que dans des conditions dÕhyper-expression (ou hyper-concentration), 

cette mannosidase pouvait •tre impliquŽe dans une coupure plus extensive des mannoses des 

cha”nes glycosylŽes. (Avezov et al., 2008; Benyair et al., 2015a) Compte tenu que son 

expression nÕest pas induite pas un stress du RE, ceci pourrait •tre obtenu au niveau de 

certains compartiments du RE (voir plus loin), ou via une interaction avec EDEM1 qui 

stabilise la protŽine. (Termine et al., 2009) 

o ProtŽines de la famille EDEM 

 

Une autre explication au clivage extensif des mannoses des cha”nes glycosylŽes des 

substrats de lÕERAD est lÕimplication dÕautres protŽines appartenant ˆ la famille Endoplasmic 

Reticulum Degradation Enhancing Mannosidase-like ou EDEM. 

EDEM1 a ŽtŽ identifiŽe chez la souris comme une cible induite par un stress du RE. 

(Hosokawa et al., 2001) Quelques annŽes apr•s, deux autres membres de la famille ont ŽtŽ 

dŽcouverts : EDEM2 et EDEM3. (Hirao et al., 2006; Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005) 

LÕalignement des protŽines EDEM entre elles et avec les autres membres de la famille 

GH47 rŽv•le une conservation dÕenviron 440 acides aminŽs correspondant au domaine 

homologue aux mannosidases. En dehors de ce domaine, il existe peu dÕhomologie entre les 

diffŽrentes protŽines. (Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005)  

Initialement dŽcrite comme protŽine transmembranaire de type II dans la lignŽe COS 

(Hosokawa et al., 2001), EDEM1 a ŽtŽ dŽcrite dans des Žtudes ultŽrieures comme soluble. 

(Figure 6, Olivari et al., 2005) Ces discordances rŽsultent dÕune faible efficacitŽ du clivage du 

peptide signal ˆ lÕorigine de la gŽnŽration de deux protŽines de topologie diffŽrente. (Tamura 

et al., 2011) EDEM2 et EDEM3 sont quant ˆ elles des protŽines solubles. (Hirao et al., 2006; 

Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005) EDEM3 diff•re des autres membres par la prŽsence 

dÕun domaine associŽ aux protŽases dont la fonction reste inconnue, ainsi que par la prŽsence 

dÕun motif de rŽtention dans le rŽticulum endoplasmique KDEL. EDEM1 et EDEM2 ne 

prŽsentent aucune sŽquence de rŽtention dans le RE, suggŽrant que leur rŽtention dans ce 

compartiment passe par une interaction avec dÕautres protŽines rŽsidentes. (Kanehara et al., 

2007) EDEM1, 2 et 3 prŽsentent respectivement 5, 4 et 7 sites de glycosylation. (Hirao et al., 
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2006; Hosokawa et al., 2001; Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005) LÕexpression des 

diffŽrents membres de cette famille est induite par un stress du RE via la voie IRE1-XBP1. 

(Olivari et al., 2005; Yoshida et al., 2003) 

Ces protŽines ont ŽtŽ impliquŽes dans la dŽgradation de diffŽrents substrats de 

lÕERAD, leur sur-expression accŽlŽrant la disparition des protŽines aberrantes, leur extinction 

la ralentissant. Cependant, leur fonction exacte dans ce processus reste sujette ˆ controverse. 

DiffŽrentes Žtudes ont suggŽrŽ que ces protŽines accŽlŽraient la libŽration des substrats 

du cycle calnexine/calrŽticuline-ERp57 en vue de leur Žlimination de la lumi•re du RE. 

(Molinari et al., 2003; Oda et al., 2003) 

Si tous les membres de la famille GH47 conservent les rŽsidus nŽcessaires ˆ lÕactivitŽ 

catalytique mannosidase (et la liaison ˆ la kifunensine) (Olivari and Molinari, 2007; 

S"omi#ska-Wojew—dzka and Sandvig, 2015), les Žtudes initiales sur EDEM1 et EDEM2 ont 

ŽchouŽ ˆ identifier une activitŽ mannosidase. (Hosokawa et al., 2001; Mast et al., 2005; 

Olivari et al., 2005) Il semblerait cependant que la sur-expression dÕEDEM1 soit associŽe ˆ la 

dŽmannosylation de ses substrats au niveau des branches A et C. (Hosokawa et al., 2010; 

Olivari et al., 2006) LÕactivitŽ catalytique dÕEDEM3 a quant ˆ elle ŽtŽ suggŽrŽe d•s sa 

dŽcouverte. (Hirao et al., 2006) LÕhypoth•se selon laquelle EDEM1 et EDEM3 portent 

effectivement une activitŽ catalytique concorde avec le fait que la mutation des rŽsidus 

nŽcessaires ˆ lÕactivitŽ mannosidase prŽvient le clivage des mannoses de leurs substrats. 

(Cormier et al., 2009; Hosokawa et al., 2010; Olivari et al., 2006) Plus controversŽe, lÕactivitŽ 

catalytique dÕEDEM2 a rŽcemment ŽtŽ pointŽe par des expŽriences de KO dans des lignŽes 

eucaryotes. (Ninagawa et al., 2014) Cette Žtude sugg•re une double vŽrification des substrats 

de lÕERAD dans les cellules de mammif•res. EDEM2 serait le principal acteur responsable du 

clivage du mannose i de la branche B (avec un r™le prŽpondŽrant sur celui de ERManI) tandis 

quÕEDEM3 (et dans un moindre mesure EDEM1) participerait ˆ la transformation des cha”nes 

mannosylŽes conduisant aux motifs Man7GlcNAc2 (Figure 7). Cette dŽmannosylation 

extensive exercŽe par les membres de la famille EDEM fournit ainsi diffŽrents signaux. Elle 

permet dÕextraire dŽfinitivement les substrats du cycle calnexine/calrŽticuline, la suppression 

des mannoses emp•chant UGT1 de reglucosyler ses cibles potentielles. Par ailleurs, 

lÕexposition des mannoses liŽs en ! 1,6 oriente les glycoprotŽines vers les acteurs en aval dans 

la voie de lÕERAD. Cette dŽmmanosylation prŽvient Žgalement la liaison ˆ ERGIC53 et 

sÕoppose ˆ lÕexport des protŽines aberrantes. NŽanmoins des Žtudes dŽmontrant clairement 
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lÕactivitŽ mannosidase des EDEM sur des protŽines purifiŽes manquent encore. 

 

 

 

Figure 7 : ReprŽsentation schŽmatique du clivage des mannoses des cha”nes glycosylŽes intervenant 

dans lÕinitiation de lÕERAD.  

Selon le mod•le proposŽ par Ninagawa et al, le clivage du 1er mannose de la branche B est 
principalement mŽdiŽ par EDEM2 chez les mammif•res. Le clivage plus extensif des mannoses est 
ensuite principalement rŽalisŽ par EDEM3 et dans une moindre mesure EDEM1. Sur le schŽma, les 
ronds bleus reprŽsentent les glucoses, les ronds verts les mannoses et les carrŽs bleus foncŽs les N-
acŽtylglucosamines. (Ninagawa et al., 2014) 
 

LÕactivitŽ catalytique de ces protŽines ne semble pas toujours indispensable pour 

exercer leurs fonctions dans lÕERAD. Par exemple, il a ŽtŽ dŽmontrŽ quÕEDEM1 sÕoppose ˆ 

la formation dÕagrŽgats par les substrats libŽrŽs du cycle calnexine, sans que cette activitŽ 

dŽpende de la dŽmannosylation du substrat. (Hosokawa et al., 2006; Olivari et al., 2006; Ron 

et al., 2011) De plus, la liaison au substrat dÕEDEM1 et EDEM2 peut •tre indŽpendante des 

motifs glycosylŽs, et donc non connectŽe avec lÕactivitŽ catalytique des EDEMs. (Cormier et 

al., 2009; Groisman et al., 2011; Marin et al., 2012; Ron et al., 2011; Slominska-Wojewodzka 

et al., 2006; Soko"owska et al., 2015; Tang et al., 2014b) La mutation de rŽsidus du site 

mannosidase dÕEDEM1 nÕinhibe pas lÕaccŽlŽration de dŽgradation de ses substrats. (Cormier 

et al., 2009) Ainsi, les protŽines de cette famille pourraient donc se comporter comme de 

simples chaperonnes. Leur r™le serait alors de reconna”tre les protŽines mal conformŽes pour 

les transmettre ˆ des effecteurs en aval de la voie de lÕERAD. (Cormier et al., 2009; Oda et 

al., 2006; Saeed et al., 2011; Tang et al., 2014b) LÕactivitŽ mannosidase serait alors portŽe par 

un autre facteur, par exemple ERManI dont lÔexpression est stabilisŽe par EDEM1. (Termine 

et al., 2009) Il est Žgalement possible que les protŽines EDEM exercent ces deux fonctions 

(mannosidase et chaperonnes) mais dans des conditions diffŽrentes : la 1•re en conditions 

basales, la 2•me dans des conditions de stress. 
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¥ Implication des mannosidases du Golgi :  

 

Une implication des mannosidases du Golgi capables de cliver les mannoses de la 

branche A a Žgalement ŽtŽ considŽrŽe. (Hebert and Molinari, 2007) Ceci nŽcessiterait soit le 

transport de ces enzymes dans le RE, soit le transfert des substrats de lÕERAD dans le Golgi. 

Cette derni•re hypoth•se concorderait avec les observations dÕun trafic subi par les substrats 

de lÕERAD ˆ travers les compartiments golgiens. (Caldwell et al., 2001; Hammond and 

Helenius, 1994; Kincaid and Cooper, 2007) LÕimplication des mannosidases golgiennes a 

Žgalement ŽtŽ dŽmontrŽe pour des mutants de lÕ! 1-antitrypsine. (Hosokawa et al., 2007) Mais 

le r™le de lÕappareil de Golgi dans lÕERAD peut Žgalement •tre reliŽ ˆ ERManI. En effet, cette 

mannosidase a pu •tre localisŽe dans le Golgi o• elle subit des O-glycosylations. Il a ŽtŽ 

suggŽrŽ que le marquage des substrats pour lÕinteraction avec ERManI pouvait se dŽrouler 

dans le Golgi. ERManI participerait ˆ un syst•me multifonctionnel facilitant le rapatriement 

des substrats de lÕERAD vers le RE. (Pan et al., 2011, 2013) 

 

En dŽfinitif, la structure du motif de base de N-glycosylation est telle que la branche A 

fournit des information quant ˆ la maturation de la protŽine (cycle calnexine), tandis que les 

branches B et C sont utilisŽes pour orienter le substrat vers lÕERAD (mannosidases et lectines 

de lÕERAD). Le clivage du glucose terminal de la branche A expose le 2•me glucose qui 

inhibe la liaison aux lectines chaperonnes calnexine et calrŽticuline. Son clivage permet 

lÕacc•s au 3•me glucose qui lui est indispensable ˆ lÕentrŽe dans le cycle 

calnexine/calrŽticuline. DÕun autre c™tŽ, le clivage du mannose terminal de la branche B 

permet lÕexposition de la structure mannosylŽe ramifiŽe servant ˆ initier lÕERAD. (Helenius 

and Aebi, 2004) Les diffŽrentes Žtapes de lÕŽdition des motifs N-glycosylŽs sont rŽsumŽes 

dans la Figure 8. 
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Figure 8 : ReprŽsentation schŽmatique des modifications des motifs N-glycosylŽs.  

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses et les 
rectangles bleus aux N-acŽtyl-glucosamines. Les glucoses sont successivement clivŽs par les 
glucosidase I et II, permettant lÕassociation successive aux lectines du RE (malectine puis calnexine et 
calrŽticuline). La coupure des mannoses par les membres de la famille GH47 permet dÕinitier lÕexport 
des protŽines qui ont acquis une conformation correcte, ou la dŽgradation des protŽines qui Žchouent ˆ 
se replier correctement. (S"omi#ska-Wojew—dzka and Sandvig, 2015) 
 

b. Les lectines OS-9 et XTP3-B 

 

LÕexposition de rŽsidus mannoses Ç internes È permet le recrutement de lectines dont 

la fonction est de dŽlivrer les substrats ˆ la machinerie de rŽtro-translocation. Dans les cellules 

de mammif•res, il sÕagit de OS-9 (Osteosarcoma amplified-9) et XTP3-B. (Groisman et al., 

2011; Hosokawa et al., 2009; Yamaguchi et al., 2010) Ces lectines reconnaissent via leur 

domaine Mannose-6-phosphate Receptor Homology (MRH) les substrats dont les mannoses 

de la branche C (liŽs en ! 1,6) ont ŽtŽ clivŽs (mannose j, e et c sur la Figure 3). Le clivage du 

mannose g (sur la branche A de la Figure 3), nÕest pas requis pour que OS-9 puisse se lier ˆ 

son substrat. (Hosokawa et al., 2009) Par cette spŽcificitŽ, OS-9 et XTP3-B sont capables de 

reconna”tre les protŽines qui ont ŽtŽ reconnues comme aberrantes suite ˆ leur passage dans le 

cycle calnexine/calrŽticuline. Leur r™le semble se limiter ˆ celui dÕintermŽdiaires dans la voie 

de lÕERAD : elle captent les substrats amenŽs par les mannosidases pour les transmettre ˆ la 

machinerie de rŽtro-translocation afin de les extraire du RE, et plus particuli•rement ˆ 

lÕadaptateur membranaire SEL1L. (Bernasconi et al., 2008; Christianson et al., 2008; 

Hosokawa et al., 2008, 2009) 
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c. La machinerie de rŽtro-translocation 

 

Une fois identifiŽs, les substrats de lÕERAD sont dirigŽs vers une machinerie assurant 

leur rŽtro-translocation (ou dislocation, cÕest-ˆ -dire leur passage du RE vers le cytosol). Ce 

transfert est couplŽ ˆ leur ubiquitination leur permettant, une fois dans le cytosol, dÕ•tre la 

cible du protŽasome. LÕensemble de ces processus est rŽalisŽ par des complexes 

multiprotŽiques centrŽs sur une ubiquitine-ligase. (Hampton and Sommer, 2012) 

Les substrats acheminŽs par OS-9 et XTP3-B doivent dans un premier temps •tre 

transfŽrŽs vers le complexe de rŽtro-translocation. Ceci est assurŽ par un adaptateur 

transmembranaire, SEL1L. (Mueller et al., 2008) Cet acteur dont la plus grande partie est 

localisŽe dans la lumi•re du RE comporte des domaines prŽsentant des rŽpŽtitions de 

tŽtraicopeptides (TPR, rŽpŽtitions de sŽquences de 34 acides aminŽs) permettant 

lÕŽtablissement dÕinteractions protŽines-protŽines. Ainsi, SEL1L interagit avec les autres 

membres des complexes de rŽtro-translocation, mais aussi avec OS-9, XTP3-B, EDEM1, 

calnexine, BiP, PDI. (Christianson et al., 2008; Cormier et al., 2009; Hosokawa et al., 2008; 

Mueller et al., 2008). 

Le passage au travers la membrane du RE devrait en toute logique impliquer la 

formation dÕun canal dont les constituants restent discutŽs. Les diffŽrents membres du 

complexe de rŽtro-translocation pourraient en fait participer ˆ sa formation. Notamment, les 

protŽines transmembranaires de la famille Derlin (Lilley and Ploegh, 2004; Oda et al., 2006; 

Ye et al., 2004) de par leur capacitŽ ˆ sÕhomo- et/ou sÕhŽtŽro-oligomŽriser pourraient ainsi 

participer ˆ la formation dÕun large canal permettant la dislocation des substrats de lÕERAD. 

(Lilley and Ploegh, 2005; Ye et al., 2005) Sec61 (impliquŽ dans le transport des protŽines 

dans le RE) pourrait Žgalement intervenir dans lÕextraction de certains substrats de lÕERAD 

du RE. (Xu and Ng, 2015) Quelle que soit la nature du canal, le substrat doit •tre maintenu 

dans une configuration permettant son passage par le pore (cÕest-ˆ -dire suffisamment dŽpliŽ). 

Un r™le de ERdj5 dans ce processus a ŽtŽ suggŽrŽ, en participant ˆ la rŽduction des ponts 

disulfures. (Ushioda et al., 2008) 

Au cours de lÕextraction des protŽines aberrantes, celles-ci vont •tre ubiquitinŽes. 

Cette rŽaction peut •tre assurŽe par diffŽrentes ubiquitine-ligases dont la plus ŽtudiŽe chez les 

mammif•res est HRD1. (Kikkert et al., 2004) La liaison covalente dÕubiquitine sur les rŽsidus 

de la protŽine cible lui permettra dÕ•tre Ç prise en charge È par le protŽasome afin dÕ•tre 
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dŽgradŽe. Cette marque participe Žgalement ˆ sa reconnaissance par lÕAAA+ ATPase p97 (ou 

Valosine Containing Protein, VCP). LÕhydrolyse de lÕATP rŽalisŽe par p97 permet ainsi de 

fournir lÕŽnergie nŽcessaire pour extraire le substrat du RE au travers du canal membranaire. 

(Ye et al., 2003) 

Parmi les autres acteurs impliquŽs dans ces structures multiprotŽiques, nous 

retiendrons Žgalement les protŽines Herp, dont lÕune des fonctions pourrait •tre dÕassurer le 

recrutement des diffŽrents constituants du complexe vers HRD1 et SEL1L. (Huang et al., 

2014; Leitman et al., 2014) Une reprŽsentation de la complexitŽ de ces structures 

mutliprotŽiques impliquŽes dans la rŽtro-translocation est prŽsentŽe sur la Figure 9. 

Une fois dans le cytosol, les protŽines aberrantes seront dŽ-glycosylŽes par une N-

glycanase (Zhao et al., 2007) avant dÕ•tre adressŽes au protŽasome. Celui-ci va alors assurer 

leur dŽgradation. (Bhattacharyya et al., 2014; Voges et al., 1999) 

 

 
 

Figure 9 : Structure et composition du complexe de rŽtro-translocation impliquŽ dans la dŽgradation 

des protŽines luminales du RE.  

La dislocation des substrats de lÕERAD met en jeu des complexes protŽiques assemblŽs autour dÕune 
ubiquitine ligase, la plus ŽtudiŽe chez les mammif•res Žtant HRD1. Les protŽines indiquŽes en noir 
correspondent aux membres du complexe identifiŽs chez la levure et celles en bleu dŽsignent les 
orthologues identifiŽs chez les mammif•res. (Mehnert et al., 2010) 
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B. LÕERAD des protŽines non-glycosylŽes 

 

Les mŽcanismes impliquŽs dans la dŽgradation des protŽines, prŽcŽdemment exposŽs, 

sont basŽs sur la liaison et lÕŽdition des motifs glycosylŽs quÕelles portent. Aussi important 

que soit le motif glycosylŽ dans ce processus, il a ŽtŽ clairement dŽmontrŽ que lÕinteraction 

des diffŽrents acteurs de lÕERAD pouvait •tre indŽpendante de ce motif poly-saccharidique. 

Par exemple, les diffŽrents membres de la famille EDEM peuvent se lier ˆ leurs substrats 

m•me en cas de mutation de leur site MRH (Cormier et al., 2009; Kosmaoglou et al., 2009; 

Marin et al., 2012; Ron et al., 2011) M•me les protŽines dŽcrites comme des lectines Ç pures È 

peuvent •tre impliquŽes directement dans la reconnaissance de domaines protŽiques mal 

conformŽs. (Hosokawa et al., 2009; Yamaguchi et al., 2010) La capacitŽ dÕEDEM1, EDEM2, 

EDEM3, Herp, HRD1, Derlin-1 ou p97 ̂ lier des substrats totalement non-glycosylŽs est une 

autre preuve que la reconnaissance des protŽines comme anormales ne passe pas enti•rement 

par la structure des cha”nes osidiques. (Groisman et al., 2011; Huang et al., 2014; Marin et al., 

2012; Okuda-Shimizu and Hendershot, 2007; Tang et al., 2014) Comme pour les autres 

chaperonnes, cette reconnaissance passe par lÕidentification de rŽgions hydrophobes 

anormalement exposŽes. (Soko"owska et al., 2015) Notons cependant que la liaison aux 

substrats non glycosylŽs nÕest pas forcŽment associŽe ˆ leur dŽgradation. (Tang et al., 2014b) 

De m•me, lÕimplication dans la dŽgradation dÕune glycoprotŽine nÕest pas obligatoirement 

associŽe au m•me r™le pour la protŽine non glycosylŽe. (Hirao et al., 2006; Hosokawa et al., 

2001; Olivari et al., 2005; Tang et al., 2014b) 

Bien quÕimpliquant de nombreux acteurs en commun avec Ç lÕERAD classique È, le 

syst•me dÕERAD des protŽines non glycosylŽes nÕest cependant pas parfaitement 

superposable. Par exemple, Herp est important pour la dŽgradation des cha”nes lŽg•res kappa. 

Or ces substrats non glycosylŽs sont pris en charge par BiP plut™t que par le syst•me classique 

des lectines. (Okuda-Shimizu and Hendershot, 2007)  

Un r™le accessoire de ce syst•me a initialement ŽtŽ suggŽrŽ. Selon cette hypoth•se 

lÕERAD Ç non glycosylŽ È nÕaurait que peu dÕimportance ˆ lÕŽtat basal. Par contre, lorsque 

des protŽines aberrantes sÕaccumulent dans le RE, il renforcerait le nettoyage de ce 

compartiment assurŽ par lÕERAD des glycoprotŽines, afin dÕen rŽtablir lÕhomŽostasie. 

(Ushioda et al., 2013) Cependant, des Žtudes plus rŽcentes semblent indiquer une participation 

active de ce syst•me dans la dŽgradation des substrats m•me dans des conditions basales. 
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(Ninagawa et al., 2015) 

4. Compartimentalisation du rŽticulum endoplasmique  

 

Bien que le RE constitue un organite unique et continu, il peut •tre divisŽ en 

diffŽrentes rŽgions. On peut tout dÕabord distinguer le RE granuleux pŽrinuclŽaire Ç dŽcorŽ È 

par les ribosomes et le RE lisse dŽpourvu de ribosomes, mais sÕŽtendant plus largement dans 

les cellules. Ce RE lisse peut lui m•me •tre subdivisŽ en diffŽrentes rŽgions fonctionnelles 

(Figure 10). On peut ainsi distinguer lÕEndoplasmic Reticulum Quality control Compartment 

ou ERQC, les Quality Control Vesicules ou QCV, ou les Endoplasmic Reticulum Exit Sites 

ou ERES (Figure 10). 

Les protŽines sont synthŽtisŽes au niveau du RE granuleux o• les acteurs prŽcoces 

(OST, complexe de clivage du peptide signal, glucosidases, BiP, calnexine et calrŽticuline)  

favorisent d•s les premi•res Žtapes un environnement favorable ˆ un repliement correct et 

dŽfavorable ˆ lÕagrŽgation. (Braakman and Hebert, 2013) Les complexes 

calnexine/calrŽticuline-glycoprotŽines clientes ainsi formŽs circulent ensuite en direction de 

lÕERQC afin de sŽparer les protŽines non- ou incorrectement conformŽes des protŽines 

naissantes. Les lectines chaperonnes permettent donc Žgalement de vŽhiculer leurs clients vers 

ce sous-compartiment du RE. (Benyair et al., 2015a) 

Les protŽines aberrantes vont ensuite circuler entre lÕERQC et les QCV pour entrer en 

contact avec ERManI o• elle est constitutionnellement sŽquestrŽe. Au niveau de ces 

vŽsicules, les concentrations en enzymes peuvent •tre bien supŽrieures ˆ celles retrouvŽes 

dans le reste du RE, conditions permettant ˆ ERManI de cliver de mani•re extensive les 

mannoses des cha”nes glycosylŽes. (Avezov et al., 2008; Benyair et al., 2015a) Les substrats 

qui rŽsultent de cette activitŽ sont ensuite piŽgŽs au niveau de lÕERQC par OS-9 et XTP3-B 

afin de permettre leur rŽtro-translocation et leur dŽgradation. (Groisman et al., 2011; Leitman 

et al., 2014)  

Les protŽines correctement conformŽes vont quant ˆ elles •tre ŽpargnŽes de ce clivage 

des mannoses et sÕaccumuler au niveau des ERES. Lˆ, elles pourront se lier ˆ ERGIC53 avant 

dÕ•tre exportŽes. La spŽcificitŽ de cette lectine pour les cha”nes ayant un contenu en mannose 

Ç ŽlevŽ È exclut les substrats de lÕERAD des sites ERES. (Kamiya et al., 2008)  

Cette compartimentalisation permet donc aux substrats de tenter dÕacquŽrir leur 
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conformation correcte sans quÕil y ait de clivage des mannoses de mani•re concomitante. Ceci 

participe probablement Žgalement ˆ la lenteur de clivage des mannoses prŽcŽdemment 

ŽvoquŽe et permettant de constituer un minuteur orientant les protŽines vers la dŽgradation en 

cas de contact prolongŽ avec les lectines. 

En cas dÕinhibition de la dŽgradation des protŽines aberrantes ou de la saturation de la 

machinerie de lÕERAD, les protŽines mal conformŽes sÕaccumulent dans le RE, dŽfinissant un 

stress du RE. Celles-ci sont alors sŽquestrŽes au niveau de lÕERQC, conjointement avec la 

calnexine, la calrŽticuline, EDEM1 et ERManI. (Benyair et al., 2015a; Kondratyev et al., 

2007) Dans ces situations, les QCV convergent vers lÕERQC (Benyair et al., 2015b) afin de 

favoriser un contact privilŽgiŽ entre les mannosidases et leurs substrats afin dÕaccŽlŽrer 

lÕŽdition des motifs glycosylŽs et la dŽlivrance ˆ la machinerie de dŽgradation. 

A cela sÕajoute une compartimentalisation temporelle, les diffŽrents complexes de 

lÕERAD sÕassociant de mani•re transitoire, lorsque leur action est nŽcessaire. (Benyair et al., 

2015a) 

 

 

Figure 10 : ReprŽsentation schŽmatique de la sous-compartimentalisation du RE.  

Les protŽines sont synthŽtisŽes au niveau du RE granuleux (RER) avant dÕ•tre transfŽrŽes dans le RE 
lisse. Si elles acqui•rent une conformation correcte, elles gagnent les sites de sortie du RE (ERES) 
pour •tre exportŽes vers leur destination via le Golgi. Les protŽines anormales transitent entre le 
compartiment de contr™le qualitŽ (ERQC) et les vŽsicules de contr™le qualitŽ (QCV) pour subir la 
coupure des mannoses de leurs cha”nes glycosylŽes, Žtape indispensable pour les orienter vers la 
dŽgradation par le protŽasome. (Benyair et al., 2015a) 
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5. Une alternative ˆ la voie ERAD-protŽasome, lÕautophagie 

 

Si les protŽines aberrantes du RE sont principalement dŽgradŽes dans le cytosol par la 

voie ubiquitine-protŽasome, dÕautres voies de dŽgradation ont ŽtŽ Žgalement ŽtŽ impliquŽes 

pour ces substrats, notamment lÕautophagie.  

A. GŽnŽralitŽs sur lÕautophagie 

 

LÕautophagie est un processus de dŽgradation de protŽines, de macromolŽcules et/ou 

dÕorganelles destinŽ ˆ recycler des constituants cellulaires. Ce phŽnom•ne est tr•s conservŽ 

chez les eucaryotes et impliquŽ dans la survie cellulaire, ainsi que dans diffŽrentes situations 

pathologiques. Chez les mammif•res, on distingue 3 type dÕautophagie : lÕautophagie mŽdiŽe 

par les chaperonnes (CMA pour Chaperon Mediated Autophagy), la micro-autophagie et la 

macro-autophagie. Le point commun de ces diffŽrents modes de dŽgradation est lÕacteur 

final : les substrats capturŽs sont tous acheminŽs vers le lysosome o• les diffŽrentes enzymes 

vont dŽgrader les macromolŽcules afin dÕen recycler les constituants. (Parzych and Klionsky, 

2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005) 

Au cours de la micro-autophagie, le contenu cytoplasmique est directement capturŽ 

par une dŽformation/invagination de la membrane lysosomale. Les mŽcanismes en restent 

cependant assez mal connus. (Mijaljica et al., 2011) 

LÕautophagie mŽdiŽe par les chaperonnes est le type dÕautophagie le plus ciblŽ. DŽcrit 

uniquement chez les mammif•res, elle nŽcessite la reconnaissance des motifs 

pentapeptidiques KFERQ par la chaperonne HSPA8 (motif prŽsent sur 30% des protŽines 

cytosoliques environ). (Dice, 1990) Les protŽines cibles sont ensuite dŽpliŽes et transfŽrŽes ˆ 

un rŽcepteur membranaire lysosomal, la protŽine LAMP2A (lysosomal associated membran 

protein 2A). Cette liaison permet de mettre en place le complexe de translocation qui 

permettra ˆ la protŽine cible dÕ•tre transfŽrŽe dans le lysosome pour y •tre dŽgradŽe 

(Orenstein and Cuervo, 2010) 

La macro-autophagie diff•re des deux autres sur deux points. Elle se rŽalise par la 

capture de ses cibles ˆ lÕintŽrieur dÕune vŽsicule appelŽe autophagosome constituŽe de novo et 

non ˆ partir dÕune membrane prŽexistante. Par ailleurs, cette capture se rŽalise ˆ distance du 

lysosome. La premi•re Žtape (la nuclŽation) consiste ˆ gŽnŽrer un syst•me membranaire 
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dÕabord dŽnommŽ phagophore. (Parzych and Klionsky, 2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005) 

Celui-ci doit ensuite •tre amplifiŽ afin de cerner compl•tement la cible de lÕautophagie : on 

parle dÕŽlongation. LÕacteur le plus ŽtudiŽ dans cette Žtape est le LC3, qui subit lors de 

lÕautophagie une conversion de la forme LC3-I (non conjuguŽe) en LC3-II, forme conjuguŽe 

avec la phosphatidylethanolamine. LÕŽtude par western-blot des diffŽrentes formes de LC3 

constitue un marqueur dÕactivation de lÕautophagie. Une fois lÕŽlongation terminŽe, le 

phagophore aura suffisamment grandi pour englober compl•tement sa cible, devenant un 

authentique autophagosome. Celui-ci pourra alors fusionner avec les lysosomes pour devenir 

un autolysosome ˆ lÕintŽrieur duquel les macromolŽcules seront dŽgradŽes, et leurs 

constituants recyclŽs pour de nouvelles synth•ses ou pour fournir de lÕŽnergie. (Parzych and 

Klionsky, 2014; Wang and Klionsky, 2003; Yorimitsu and Klionsky, 2005) 

B. R™le de lÕautophagie dans le contr™le qualitŽ des protŽines sŽcrŽtŽes 

 

Une premi•re preuve de lÕimplication de lÕautophagie dans le contr™le qualitŽ de la 

voie de sŽcrŽtion vient de lÕŽtude de souris dŽficientes en facteurs de lÕautophagie qui 

prŽsentaient des pathologies neurologiques et hŽpatiques liŽes ˆ lÕaccumulation de protŽines 

ubiquitinŽes. (Komatsu et al., 2006) LÕimplication de lÕautophagie a ensuite ŽtŽ clairement 

dŽmontrŽe pour un mod•le de protŽine soluble aberrante : le mutant Z de lÕ! 1-anti-trypsine. 

(Kamimoto et al., 2006; Kruse et al., 2006) Ce r™le de lÕautophagie a par la suite ŽtŽ confirmŽ 

pour dÕautres mod•les de protŽines comme le procollag•ne, la dysferline ou le GnRHR, entre 

autres. (Fujita et al., 2007; Houck et al., 2014; Ishida et al., 2009) 

LÕimplication de lÕautophagie dans le contr™le qualitŽ des glycoprotŽines de la voie de 

sŽcrŽtion semble ainsi constituer une voie de secours, lorsque le syst•me ERAD-protŽasome 

est dŽpassŽ. Un premier point allant dans ce sens est que certains des substrats ŽtudiŽs sont 

gŽnŽralement dŽgradŽs ˆ la fois par le protŽasome et par lÕautophagie. (Kamimoto et al., 

2006; Kruse et al., 2006) Par ailleurs, il sÕagit dÕune voie de dŽgradation prŽfŽrentiellement 

mise en place lorsque les protŽines anormales ont tendance ˆ sÕagrŽger ou prŽsenteraient des 

difficultŽs pour •tre disloquŽes. En effet, les protŽines suffisamment mal conformŽes sont 

Žgalement suffisamment peu repliŽes pour pouvoir •tre disloquŽes facilement et dŽgradŽes par 

le protŽasome. Par contre, des protŽines anormales ayant dŽjˆ acquis une certaine structure 

peuvent constituer de mauvais substrats de lÕERAD, plus difficiles ˆ rŽtro-transloquer. Dans 

ces conditions, les protŽines aberrantes ne peuvent •tre ŽliminŽes par les voies classiques de 
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lÕERAD. Du fait de leur caract•re potentiellement toxique, la cellule met en jeu un syst•me de 

protection afin dÕŽliminer ces anomalies en digŽrant de fa•on relativement ciblŽe les rŽgions 

du RE contenant ces protŽines anormales. (Fujita et al., 2007; Houck et al., 2014; Kruse et al., 

2006) 

6. Le stress du rŽticulum endoplasmique 

 

A. Stress du RE et Unfolded Protein Response 

 

LÕhomŽostasie du rŽticulum est perturbŽe lorsque lÕinflux de polypeptides naissants 

non repliŽs exc•de les capacitŽs de repliement de ce compartiment cellulaire. Ceci conduit ˆ 

lÕaccumulation de protŽines mal conformŽes, situation appelŽe stress du RE. Cette situation 

peut •tre observŽe lors de la sur-expression de protŽines normales, ou en cas dÕexpression de 

protŽines mutantes ˆ la maturation dŽficiente. Dans ce dernier cas, on parle de maladie 

conformationnelle. (Schršder and Kaufman, 2005) Des situations physiologiques telles que la 

diffŽrenciation des lymphocytes B en plasmocytes sÕaccompagnent dÕune intense 

augmentation de lÕactivitŽ de sŽcrŽtion de telle sorte que lÕinflux de protŽines dans le RE crŽŽ 

un stress du RE. (Calfon et al., 2002) 

Dans ces conditions, une rŽponse adaptative dŽnommŽe Unfolded Protein Response ou 

UPR est mise en place afin de rŽtablir lÕhomŽostasie du rŽticulum. Le flux entrant est limitŽ 

en diminuant globalement la traduction des ARNm codant des protŽines secrŽtŽes. 

LÕŽlimination des protŽines mal conformŽes est Žgalement stimulŽe en augmentant 

lÕexpression des acteurs de lÕERAD. Par ailleurs, la capacitŽ de maturation de la voie de 

sŽcrŽtion est augmentŽe via une expansion du volume du RE (permettant de diluer les 

protŽines aberrantes) associŽe ˆ une augmentation dÕexpression des chaperonnes et foldases. 

(Ron and Walter, 2007; Schršder and Kaufman, 2005) 

a. Les voies de signalisation de lÕUPR 

 

Chez les mammif•res, lÕUPR se subdivise en 3 voies en fonction du senseur initiant la 

signalisation : inositol requiring kinase 1 (IRE1), double-stranded RNA-activated protein 

kinase-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) et activating transcription factor 6 (ATF6). 

(Schršder and Kaufman, 2005) 
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¥ Inositol Requiring kinase 1 (IRE1) 

 

IRE1 est une protŽine transmembranaire de type 1 portant un domaine de dimŽrisation 

du c™tŽ luminal. (Liu et al., 2002) Sa partie cytosolique porte par ailleurs des domaines ˆ 

activitŽ kinase et endoribonuclŽase. (Figure 11)  

En conditions basales IRE1 est trouvŽe sous forme monomŽrique. Lors dÕun stress du 

RE, elle se dimŽrise, permettant ainsi par le rapprochement des domaines kinases une trans-

autophosphorylation. (Bertolotti et al., 2000; Liu et al., 2002) Ceci induit un changement de 

conformation conduisant ˆ lÕactivation de sa fonction endoribonuclŽase dŽdiŽe ˆ lÕŽpissage de 

XBP1. (Lee et al., 2002; Yoshida et al., 2001) Cet Žpissage est dit non-conventionnel car il 

nÕutilise ni la machinerie classique dÕŽpissage, ni les sŽquences habituelles de reconnaissance 

des jonctions introns-exons. (Schršder and Kaufman, 2005) LÕŽtude de lÕŽpissage de XBP1 

constitue un marqueur de stress du RE communŽment utilisŽ. LÕexcision des 26 nuclŽotides 

aboutit ˆ un dŽcalage du cadre de lecture responsable de la gŽnŽration dÕune Ç nouvelle È 

protŽine portant une activitŽ de facteur de transcription. (Figure 12, Calfon et al., 2002; Lee et 

al., 2002; Yoshida et al., 2001) 

 

 
Figure 11 : ReprŽsentation schŽmatique de la structure linŽaire des trois senseurs de lÕUPR : IRE1, 

PERK et ATF6. 

Les barres jaunes indiquent les domaines suffisants pour assurer la transduction du signal ou 
lÕoligomŽrisation. Les barres bleues reprŽsetent les rŽgions impliquŽes dans lÕinteraction avec BiP. Les 
rŽgions en noir correspondent aux peptides signaux et celles en vert aux rŽgions dÕhomologie entre 
IRE1 et PERK. bZIP : basic leucin zipper ; GLS1 et GLS2 : Golgi localization sequences 1 et 2; 
TAD : Transcriptional Activation Domain; TM : domaine transmembranaire (Schršder and Kaufman, 
2005) 
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Figure 12 : Signalisation initiŽe par IRE1.  

En cas de stress du RE, IRE1 sÕoligomŽrise, permettant ainsi une trans-autophosphorylation de sa 
partie cytosolique et activant par lˆ m•me sa fonction endoribonuclŽase. Cette activitŽ sÕexprime 
envers XBP1 (chez les mammif•res) dont lÕŽpissage non conventionnel conduit ˆ la gŽnŽration dÕun 
facteur de transcription rŽgulant lÕexpression de diffŽrents g•nes impliquŽs dans lÕERAD ou la 
biogŽn•se du RE. IRE1 est Žgalement impliquŽe dans la gŽnŽration dÕun signal pro-apoptotique via 
son association avec TRAF2. Enfin, IRE1 est impliquŽe dans la dŽgradation dÕARNm afin de 
reprogrammer la synth•se protŽique en cas de stress du RE. (Ron and Walter, 2007) 

 

¥ Double-stranded RNA-activated Protein kinase-like Endoplasmic Reticulum Kinase 

(PERK) 

 

Comme IRE1, PERK est une protŽine transmembranaire de type 1 prŽsentant un 

domaine dÕoligomŽrisation au niveau luminal. (Figure 11) A lÕŽtat physiologique, PERK est 

Žgalement maintenue dans un Žtat monomŽrique inactif. En cas de stress du RE, sa 

dimŽrisation permet une trans-autophosphorylation. LÕactivitŽ kinase de PERK sÕexerce 

ensuite sur diffŽrents substrats. (Figure 13, Cullinan et al., 2003; Harding et al., 1999; Pytel et 

al., 2016) La phosphorylation dÕeIF2!  permet de diminuer globalement la traduction dans les 

cellules (Harding et al., 1999), mais Žgalement dÕactiver la traduction des ARNm codant pour 

le facteur de transcription ATF4 et le transporteur Lysine/Arginine Cat-1. (Harding et al., 

2000; Scheuner et al., 2001; Yaman et al., 2003) La phosphorylation de Nrf2 conduit ˆ son 

activation et ̂ lÕexpression de ses g•nes cibles participant ˆ la rŽgulation de la balance redox. 

(Cullinan et al., 2003) DÕautres substrats de PERK ont rŽcemment ŽtŽ mis en Žvidence, 

comme les facteurs de transcription de la famille FOXO ou le diacylglycŽrol. (Pytel et al., 
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2016) 

Si la diminution de traduction globale est nŽcessaire lors dÕun stress du RE, il est 

Žgalement capital quÕelle ne dure pas trop longtemps. DiffŽrentes phosphatases veillent ainsi ˆ 

ce quÕeIF2!  soit dŽphosphorylŽe lorsque lÕaccumulation de protŽines mal conformŽes perdure 

trop longtemps. Notamment, lÕactivitŽ de la Protein Phosphatase 1 (PP1) est rŽgulŽe par 

GADD34 dont lÕexpression est induite tardivement par ATF4. Il existe donc une boucle de 

rŽtro-contr™le nŽgatif qui permet dÕŽviter la persistance dÕune extinction de traduction 

potentiellement dŽlŽt•re. (Brush et al., 2003; Ma and Hendershot, 2004a) 

 

 

Figure 13 : Voie de signalisation activŽe par PERK.  

Lors dÕun stress du RE, PERK sÕoligomŽrise avant de se trans-autophosphoryler. Son activitŽ kinase 
sÕexerce ensuite sur deux substrats : eIF2!  et Nrf2. La phosphorylation du premier est associŽe ˆ une 
diminution de la traduction globale, avec cependant une activation de la traduction dÕATF4, facteur de 
transcription activant lÕexpression de diffŽrents g•nes cibles dont certains sont indiquŽs sur le schŽma. 
(Ron and Walter, 2007) 
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¥ ATF6 

 

ATF6 est une protŽine transmembranaire de type 2 rŽsidente du RE. (Figure 11, Chen 

et al., 2002; Shen et al., 2002) Lors dÕun stress du rŽticulum, elle est exportŽe en direction du 

Golgi o• une sŽrine protŽase (Site 1 Protease ou S1P) clive son domaine luminal, tandis que 

la mŽtalloprotŽase S2P (Site 2 Protease) en coupe la partie N-terminale directement ˆ 

lÕintŽrieur de la bicouche lipidique. (Chen et al., 2002; Haze et al., 1999; Ye et al., 2000) Ceci 

permet la libŽration du domaine cytosolique appelŽ ATF6f (f pour fragment) qui est un 

facteur de transcription de type Ç basic leucin zipper È. (Figure 14) Apr•s translocation dans 

le noyau, lÕactivation de diffŽrents g•nes cibles peut •tre ainsi stimulŽe.  

 

 

Figure 14 : Signalisation associŽe ˆ ATF6.  

En cas de stress du RE, ATF6 est exportŽe du RE vers le Golgi o• des protŽases lib•rent le fragment 
cytoplasmique portant une activitŽ facteur de transcription responsable de lÕactivation de lÕexpression 
des g•nes cibles de cette voie. (Ron and Walter, 2007) 
 

LÕactivation des trois voies de lÕUPR est en partie dŽpendante de BiP. Dans des 

conditions basales, ce facteur se lie au domaine luminal des trois protŽines senseurs pour les 

maintenir dans un Žtat inactif. Lors dÕun stress du RE, BiP se liant aux rŽgions hydrophobes 

des protŽines aberrantes, les domaines de dimŽrisation de IRE1 et PERK sont dŽmasquŽs. Ces 

facteurs vont alors pouvoir se dimŽriser et sÕauto-transphosphoryler. La titration de BiP 

dÕATF6 dŽmasque un site permettant son export en direction de lÕappareil de Golgi o• le 

facteur sera activŽ. (Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002) La dŽtection de protŽines mal 

conformŽes par ces senseurs du RE pourrait Žgalement se faire via une liaison directe avec les 

substrats aberrants, au niveau du sillon constituŽ au sein des dim•res dÕIRE1 et de PERK. 

(Ron and Walter, 2007) 
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Bien que lÕactivation des trois branches de lÕUPR soit observŽe au cours dÕun stress du 

RE, leur cinŽtique de signalisation est variable, permettant dÕadapter la rŽponse de la cellule ˆ 

une situation de stress prolongŽe. (Lin et al., 2007) Par ailleurs, afin de coordonner les 

signaux gŽnŽrŽs, une rŽgulation fine est mŽdiŽe par des interactions protŽine-protŽine (au 

moins pour IRE1) conduisant ˆ la formation de complexes dŽnommŽs UPRosomes qui 

contr™lent lÕamplitude et la temporalitŽ de la signalisation. (Woehlbier and Hetz, 2011) 

b. ConsŽquences de lÕactivation de lÕUPR 

 

LÕUPR Žtant une rŽponse adaptative ˆ une situation dÕaccumulation de protŽines mal 

conformŽes dans le RE, la signalisation dŽclenchŽe par les trois senseurs a pour but la mise en 

place de diffŽrents mŽcanismes afin de rŽtablir lÕhomŽostasie de ce compartiment cellulaire. 

¥ RŽduction du flux entrant de protŽines dans le RE 

 

LÕune des rŽponses prŽcoces a pour finalitŽ de rŽduire le flux de protŽines entrant dans 

le RE afin de limiter la charge de protŽines ˆ maturer. Pour ce faire, le premier mŽcanisme 

identifiŽ est la phosphorylation dÕeIF2!  qui permet de diminuer globalement la traduction 

dans les cellules. (Harding et al., 1999) Plus rŽcemment, un syst•me de contr™le qualitŽ 

prŽemptif des protŽines a ŽtŽ dŽcouvert. Celui-ci consiste en une sŽlection des protŽines 

transloquŽes dans le RE en fonction de la sŽquence de leur peptide signal. Dans des 

conditions de stress du RE, ce syst•me permet de bloquer lÕentrŽe de protŽines dans la voie de 

sŽcrŽtion, et de les rediriger dans le cytosol, les condamnant ainsi ˆ une dŽgradation. Au 

contraire, la traduction de protŽines importantes pour lÕUPR comme BiP est favorisŽe. (Kang 

et al., 2006) La charge protŽique du RE peut par ailleurs •tre allŽgŽe par un syst•me de 

dŽgradation co-traductionnel dŽpendant dÕERdj6. Ce processus permet dÕintercepter les 

protŽines au cours de leur synth•se pour les diriger vers le protŽasome. (Oyadomari et al., 

2006) Au cours dÕun stress du RE, un dŽtachement massif des ribosomes de la membrane du 

RE peut Žgalement •tre observŽ, bloquant la synth•se de nouvelles protŽines. (Reid et al., 

2014) Enfin, IRE1 est Žgalement capable de dŽgrader les ARNm codant pour des ARNr 

(Iwawaki et al., 2001) ou  des protŽines entrant dans le RE (Hollien, 2006) limitant ainsi 

lÕafflux de protŽines ˆ ce niveau. On parle dÕactivitŽ RIDD pour Regulated IRE-1-Dependant 

Decay of mRNA. 
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¥ Augmentation des capacitŽs chaperonnes et dŽgradation des protŽines anormales 

 

Dans un 2•me temps, lÕactivation des trois voies de lÕUPR conduit les cellules ˆ 

stimuler lÕexpression de g•nes codant des protŽines chaperonnes, des foldases ou des 

protŽines impliquŽes dans la voie de sŽcrŽtion. (Lee et al., 2002; Okada et al., 2002; Ron and 

Walter, 2007; Schršder and Kaufman, 2005) Ceci a pour but, dÕoptimiser la maturation des 

protŽines mal conformŽes et de rŽduire ainsi la charge de protŽines ˆ replier dans le RE. 

Parall•lement, la dŽgradation des protŽines mal conformŽes va •tre favorisŽe par une 

induction de g•nes codant des facteurs de lÕERAD. (Yoshida et al., 2003) Comme dŽjˆ 

ŽvoquŽ prŽcŽdemment, lÕexpression de protŽines telles quÕEDEM1/2/3, UGT1, Herp, HRD1 

est induite par un stress du RE. (Hirao et al., 2006; Hosokawa et al., 2001; Ma and 

Hendershot, 2004b; Olivari et al., 2005) Parall•lement, lÕexpression de beaucoup des facteurs 

de lÕautophagie est Žgalement stimulŽe par lÕUPR. Ces facteurs importants pour la survie 

cellulaire au cours dÕun stress du RE permettent en effet de participer ˆ lÕŽlimination des 

agrŽgats protŽiques constituant de mauvais substrats pour lÕERAD. (Bernales et al., 2006; 

Yorimitsu et al., 2006) 

Les g•nes codant des facteurs participant ˆ dÕautres voies mŽtaboliques importantes 

pour lÕhomŽostasie du RE (mŽtabolisme des acides aminŽs, Žtat dÕoxydorŽduction de la 

cellule) sont Žgalement la cible de lÕUPR. (Cullinan and Diehl, 2004; Cullinan et al., 2003; 

Harding et al., 2003; Ye and Koumenis, 2009) 

Un autre aspect de la rŽduction de la charge en protŽine mal conformŽe est lÕexpansion 

du rŽticulum observŽe en rŽponse ˆ un stress du RE. LÕexpression forcŽe de XBP1s induit la 

synth•se de phosphatidylcholine (le phospholipide majoritaire des membranes cellulaires) et 

une expansion du RE, permettant ainsi de diluer les protŽines mal conformŽes. (Shaffer et al., 

2004; Sriburi et al., 2004) 

Notons, quÕafin de permettre lÕexpression de ces g•nes cibles de lÕUPR, il est 

nŽcessaire pour la cellule de dŽphosphoryler eIF2!  via lÕactivitŽ de GADD34 afin de rŽ-

initier la synth•se protŽique. Il existe ainsi une reprogrammation du RE avec synth•se de 

facteurs augmentant les capacitŽs sŽcrŽtrices de la cellule. (Novoa et al., 2001; Ron and 

Walter, 2007) 
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¥ En cas dÕŽchec, une seule issue possible : la mort par apoptose 

 

MalgrŽ les mŽcanismes mis en place, les cellules peuvent Žchouer ˆ rŽtablir 

lÕhomŽostasie au niveau du RE. Il est alors nŽcessaire dÕŽliminer ces cellules afin de limiter 

lÕimpact nŽgatif quÕelles pourraient avoir. Cette Ç UPR terminale È passe par lÕinduction 

dÕune apoptose. 

Le facteur de lÕUPR dont lÕactivitŽ pro-apoptotique est la plus ŽtudiŽe est CHOP 

(C/EBP-Homologous Protein). Ce facteur induit principalement par la voie PERK peut 

rŽprimer lÕexpression du facteur anti-apoptotique BCL-2 (McCullough et al., 2001), mais 

aussi stimuler celles de divers facteurs pro-apoptotiques : facteurs de la famille BH3-only ou 

Death Receptor 5 (DR5) par exemple. (Fu et al., 2010; Lu et al., 2014; Puthalakath et al., 

2007; Tabas and Ron, 2011; Yamaguchi and Wang, 2004) DÕautres mŽcanismes ont 

Žgalement ŽtŽ ŽvoquŽs, notamment la libŽration de calcium du RE ou la stimulation dÕun 

stress oxydatif. (Tabas and Ron, 2011) 

CHOP nÕest cependant pas le seul facteur impliquŽ dans la mort induite par un stress 

du RE. Ainsi, la dŽphosphorylation de eIF2!  en rŽ-induisant la synth•se protŽique peut •tre ˆ 

lÕorigine dÕun stress protŽotoxique et oxydant pouvant mener ˆ la mort cellulaire. (Han et al., 

2013; Marciniak et al., 2004) LÕactivitŽ RIDD dÕIRE1 peut Žgalement participer ˆ lÕinduction 

de lÕapoptose en dŽgradant les ARNm de certaines cibles de lÕUPR comme BiP ou des 

microARN impliquŽs dans la rŽgulation de lÕexpression de g•nes pro-inflammatoires ou pro-

apoptotiques. (Han et al., 2009; Upton et al., 2012) Par ailleurs, IRE1 par son interaction avec 

TRAF2 peut favoriser lÕactivation de JNK, un facteur associŽ ˆ la mort cellulaire. (Urano et 

al., 2000) Au final, la plupart des signaux pro-apoptotiques Žmis lors de lÕUPR conduisent ˆ 

lÕactivation de la voie canonique mitochondriale de lÕapoptose, avec notamment la libŽration 

de cytochrome c permettant lÕactivation de caspases effectrices comme la caspase 3. (Figure 

15) 

Les mŽcanismes dÕaiguillage entre tentative dÕaugmentation des capacitŽs chaperonnes 

du RE et mort cellulaire restent encore incompl•tement compris. Cependant, la durŽe variable 

dÕactivation des diffŽrentes voies de lÕUPR pourrait jouer un r™le dans le dŽclenchement de 

lÕapoptose. La persistance de lÕactivation de PERK associŽe ˆ une extinction de la voie IRE1-

XBP1 conduit ˆ lÕexpression des facteurs pro-apoptotiques et une attŽnuation de lÕeffet pro-

survie exercŽ par XBP1s (forme ŽpissŽe de XBP1). (Lin et al., 2007) Lorsque les facteurs pro-
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apoptotiques sont exprimŽs au-dessus dÕun certain seuil, la mort cellulaire peut-•tre initiŽe. 

Ces facteurs joueraient ainsi un r™le de minuteur, dŽclenchant lÕapoptose uniquement lorsque 

le stress du RE est suffisamment prolongŽ, et donc considŽrŽ comme irrŽmŽdiable (Hetz et al., 

2015; Rutkowski et al., 2006; Tabas and Ron, 2011) 

Cette mort induite par un stress du RE constitue une cible thŽrapeutique de choix. En 

effet, cÕest cette propriŽtŽ qui est mise ˆ profit par les traitements utilisant les inhibiteurs du 

protŽasome tels que le Bortezomib utilisŽ dans le traitement des myŽlomes. LÕinhibition de 

lÕappareil de dŽgradation des protŽines entra”ne une accumulation irrŽmŽdiable de protŽines 

anormales ˆ lÕorigine de lÕapoptose des cellules, prŽfŽrentiellement celles prŽsentant une 

sŽcrŽtion tr•s active comme cÕest le cas des plasmocytes. (Obeng et al., 2006) 

 
Figure 15 : MŽcanismes dŽclanchant la mort cellulaire au cours dÕun stress du RE. 

La signalisation associŽe ˆ PERK et IRE1 peut conduire ˆ lÕactivation de lÕapoptose par diffŽrentes 
voies. ATF4, activŽe en aval de PERK, prŽsente comme cible CHOP elle m•me activant lÕexpression 
de diffŽrents g•nes pro-apoptotiques et inhibant lÕexpression de g•nes anti-apoptotiques. IRE1 est 
capable dÕinteragir avec TRAF2 pour conduire ˆ lÕactivation de JNK. LÕactivitŽ RIDD dÕIRE1 peut 
Žgalement participer au dŽclenchement de la mort cellulaire. (Hetz et al., 2015) 
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B. Stress du RE, cancers et hŽmopathies 

 

LÕUPR est impliquŽe dans diverses pathologies telles que les maladies 

neurodŽgŽnŽratives, le diab•te, lÕathŽrosclŽrose, les maladies mŽtaboliques et inflammatoires 

ou les infections virales ou bactŽriennes. (Wang and Kaufman, 2012) 

Le r™le de lÕUPR dans les tumeurs est Žgalement bien Žtabli. DiffŽrentes causes 

peuvent expliquer lÕactivation de cette rŽponse au cours des cancers :  

- lÕexpression dÕoncog•nes est associŽe ˆ une augmentation de la synth•se protŽique 

dŽpassant les capacitŽs chaperonnes du RE et conduisant ˆ lÕaccumulation de 

protŽines mal conformŽes.  

- des mutations peuvent •tre associŽes ˆ un dŽfaut de maturation de la protŽine 

oncogŽnique elle-m•me qui est donc alors directement responsable du stress du RE. 

- certaines tumeurs sont associŽes ˆ une forte sŽcrŽtion protŽique (comme les myŽlomes 

par exemple) 

- les cellules cancŽreuses, du fait dÕun dŽfaut de vascularisation, peuvent se retrouver 

dans un environnement hypoxique et pauvre en nutriments, conditions favorables au 

dŽveloppement dÕun stress du RE. 

LÕactivation de lÕUPR ou une sur-expression de ses cibles (et notamment les protŽines 

chaperonnes) est ainsi identifiŽe dans la plupart des tumeurs solides, corrŽlant parfois avec 

leur agressivitŽ. Les voies de signalisation ainsi activŽes peuvent participer aux diffŽrentes  

Žtapes du dŽveloppement dÕune tumeur, de la transformation jusquÕˆ la formation de 

mŽtastases. Pour ce faire, lÕUPR est associŽe ˆ une reprogrammation transcriptionnelle 

favorisant la transformation, lÕangiogen•se ou la formation de mŽtastases. Le moyen le plus 

Žvident est une augmentation des capacitŽs de synth•se et de repliement protŽique permettant 

dÕŽviter aux cellules cancŽreuses dÕentrer en apoptose suite ˆ un stress du RE trop intense. 

Mais des effets moins Žvidents sont Žgalement impliquŽs. Par exemple, il a ŽtŽ mis en 

Žvidence une reprogrammation mŽtabolique destinŽe ˆ optimiser les apports en glucose 

(notamment en augmentant lÕexpression du transporteur Glut1). (ManiŽ et al., 2014) 

LÕinduction de lÕautophagie par lÕUPR peut Žgalement favoriser la survie des cellules 
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tumorales. La promotion dÕune nŽo-angiogen•se, dÕune dormance tumorale ou lÕinduction 

dÕun Žtat inflammatoire est Žgalement impliquŽe dans lÕassociation de lÕUPR avec le cancer. 

Enfin, lÕUPR a ŽtŽ associŽe ˆ une instabilitŽ gŽnŽtique et une chimiorŽsistance des cellules 

malignes. (Chevet et al., 2015; Wang and Kaufman, 2014) Cependant, les consŽquences de 

lÕactivation des diffŽrentes voies peuvent dŽpendre du type de cancer, du statut prolifŽratif et 

du microenvironnement. (Luo and Lee, 2012) 

LÕimplication de lÕUPR dans les hŽmopathies malignes, bien que moins documentŽe 

que dans les tumeurs solides, est maintenant reconnue.  

LÕimportance de XBP1 dans la diffŽrenciation plasmocytaire est connue depuis 

longtemps. (Calfon et al., 2002) Son implication dans le dŽveloppement des myŽlomes a 

Žgalement ŽtŽ largement dŽmontrŽe, notamment dans un mod•le murin de sur-expression de 

XBP1s. (Carrasco et al., 2007) Une activation de lÕUPR dans les autres hŽmopathies 

lympho•des est Žgalement dŽmontrŽe, que ce soit dans les lymphomes ou la LeucŽmie 

Lympho•de Chronique, avec dans ce dernier cas une association avec lÕagressivitŽ de la 

maladie. (Krysov et al., 2014; Maestre et al., 2009; Tang et al., 2014a) 

Au cours de leucŽmies aigu‘s myŽlo•des (LAM), une activation de lÕUPR peut •tre 

observŽe chez 16-17% des patients. Une participation ˆ la physiopathologie de ces maladies a 

ŽtŽ suggŽrŽe via lÕinhibition de la traduction de C/EBP! . (Haefliger et al., 2011; Schardt et 

al., 2010) Mimant en quelque sorte une mutation bi-allŽlique de ce facteur de transcription 

cette inhibition de C/EBP!  pourrait expliquer le bon pronostic associŽ ˆ lÕactivation de lÕUPR 

dans les LAM. (Schardt et al., 2009) Dans les leucŽmies aigu‘s promyŽlocytaires, la protŽine 

de fusion PML-RAR!  interagit avec N-CoR. Cette interaction conduit ˆ la rŽtention de N-

CoR dans le RE du fait de son agrŽgation ainsi quÕˆ une activation dÕATF6. Une dŽgradation 

de N-CoR est ainsi dŽclenchŽe, sÕopposant ˆ la rŽpression transcriptionnelle assurŽe par ce 

facteur important pour la diffŽrenciation myŽlo•de. Forcer la diffŽrenciation myŽlo•de en 

traitant les cellules par de lÕacide tout-trans rŽtino•que (ATRA) permet de rŽduire la formation 

dÕagrŽgats par N-CoR et de lever le stress du RE observŽ dans ce mod•le. Au contraire 

lÕinduction dÕun stress du RE par la tunicamycine rŽduit la diffŽrenciation cellulaire induite 

par lÕATRA. (Khan et al., 2004) 

Le r™le de XBP1 et de BiP dans les LeucŽmies Aigu‘s Lymphoblastiques (LAL) 

semble Žgalement important, leur inhibition Žtant associŽe ˆ une augmentation de la mort 
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cellulaire. Par ailleurs, un haut niveau dÕexpression de XBP1 est associŽ ˆ un pronostic 

dŽfavorable dans les LAL-B. (Kharabi Masouleh et al., 2014) 

Les donnŽes associant lÕUPR aux Syndromes MyŽloprolifŽratifs (SMP) sont plus 

limitŽes. BCR-ABL1, la protŽine de fusion responsable de la LeucŽmie MyŽlo•de Chronique 

(LMC), est capable dÕinduire un stress du RE. (Tanimura et al., 2009) Cette Žtude a par 

ailleurs mis en Žvidence que lÕinhibition dÕATF6 ou de IRE1 favorise la mort cellulaire 

induite par lÕŽtoposide et lÕimatinib. LÕimplication dÕATF6 dans la protection des cellules 

contre lÕapoptose induite par lÕimatinib a rŽcemment ŽtŽ confirmŽe. (Higa et al., 2014) Il 

semblerait quÕune activation de la voie PERK soit Žgalement impliquŽe dans cette maladie, 

particuli•rement dans les phases dÕaccŽlŽration ou blastique. (Kusio-Kobialka et al., 2012) Par 

contre, aucune donnŽe nÕest disponible ˆ ce jour sur le r™le de lÕUPR dans les SMP non-LMC. 

Quelle que soit lÕhŽmopathie considŽrŽe, lÕUPR semble constituer une cible 

thŽrapeutique intŽressante, lÕinhibition de ses acteurs pouvant dŽclencher une apoptose ˆ elle 

seule ou en association avec des drogues dŽjˆ utilisŽes en pratique clinique. (Higa et al., 2014; 

Kharabi Masouleh et al., 2014; Kusio-Kobialka et al., 2012; Mimura et al., 2012; Papandreou 

et al., 2011; Rosati et al., 2010; Sun et al., 2016; Tang et al., 2014a; Tanimura et al., 2009; 

Uckun et al., 2011)  
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II.  Les syndromes myŽloprolifŽratifs 

 

1. HŽmatopo••se, mŽgacaryopo••se 

 

A. GŽnŽralitŽs sur lÕhŽmatopo••se 

 

La production des cellules sanguines, ou hŽmatopo••se, est un processus finement 

rŽgulŽ permettant dÕassurer la gŽnŽration des diffŽrentes lignŽes en continu et de fa•on 

adaptŽe aux besoins de lÕorganisme. Chaque jour plus de 100 milliards de cellules sanguines 

sont ainsi produites. Chez lÕadulte, ce processus prend place au niveau de la moelle osseuse 

o• sont retrouvŽes les cellules souches hŽmatopo•Žtiques. Principalement quiescentes, ces 

cellules sont par ailleurs capables dÕauto-renouvellement afin de conserver un stock suffisant 

tout au long de la vie et Žviter leur Žpuisement. Sous lÕinfluence de diffŽrents stimuli, ces 

cellules pourront se diffŽrencier vers lÕensemble des lignŽes hŽmatopo•Žtiques (elles sont 

multipotentes) en passant par des stades de progŽniteurs puis de prŽcurseurs avant de gŽnŽrer 

des cellules matures qui rejoindront la circulation sanguine. 

Diff Žrentes lignŽes sanguines sont distinguŽes. Une premi•re dichotomie consiste ˆ 

sŽparer les cellules lympho•des (donnant les lymphocytes) des cellules myŽlo•des. Ces 

derni•res se subdivisent ultŽrieurement en polynuclŽaires (ou granulocytes), monocytes, 

hŽmaties (ou globules rouges) et plaquettes. Chacune de ces populations assure des fonctions 

diffŽrentes. SchŽmatiquement, les lymphocytes participent ˆ lÕimmunitŽ (innŽe et adaptative), 

les polynuclŽaires et monocytes ˆ lÕimmunitŽ innŽe, tandis que les hŽmaties transportent 

lÕoxyg•ne aux tissus et les plaquettes assurent un r™le dans lÕhŽmostase. 

Les besoins de lÕorganisme Žtant variables dans le temps, une adaptation de la 

production des cellules sanguines Ç en temps rŽel È est nŽcessaire et fait intervenir de 

multiples acteurs. Un premier type de rŽgulateur peut •tre identifiŽ comme le 

microenvironnement mŽdullaire. La Ç niche hŽmatopo•Žtique È constitue un milieu 

pourvoyeur de signaux favorisant la quiescence et lÕauto-renouvellement des cellules souches 

hŽmatopo•Žtiques. (Boulais and Frenette, 2015) DiffŽrents types cellulaires participent ˆ cette 

niche : ostŽoblastes, ostŽoclastes, cellules pŽrivasculaires (cellules CAR, CXCL12-abundant 

reticular), cellules endothŽliales, cellules nerveuses du syst•me sympathique, cellules de 
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Schwann. Elles apportent aux cellules hŽmatopo•Žtiques des facteurs rŽgulant le maintien des 

cellules souches dans la moelle, ainsi que leur diffŽrenciation tels que CXCL12, TGF-$, 

angiopo•etine, noradrŽnaline, É DÕautres param•tres se surajoutent, notamment les protŽines 

de la matrice extracellulaire ou la faible concentration en oxyg•ne qui est associŽe ˆ une 

quiescence des cellules souches. (Boulais and Frenette, 2015) Le r™le des cytokines dans le 

contr™le de lÕhŽmatopo••se est Žgalement capital et connu depuis tr•s longtemps. Ces 

glycoprotŽines (sŽcrŽtŽes par le microenvironnement, les cellules hŽmatopo•Žtiques ou par des 

organes ˆ distance tels que les reins ou le foie) agissent au niveau de rŽcepteurs membranaires 

et rŽgulent le devenir des cellules hŽmatopo•Žtiques afin de maintenir leur quiescence, 

favoriser leur auto-renouvellement, leur diffŽrenciation, leur prolifŽration ou emp•cher la 

mort cellulaire. Leur action peut •tre dirigŽe sur plusieurs lignŽes ou restreinte ˆ une voie de 

diffŽrenciation ou ̂ une population plus ou moins mature. (Robb, 2007) 

B. MŽgacaryopo••se 

 

La mŽgacaryopo••se correspond aux phŽnom•nes permettant la production des 

plaquettes. Ces cellules anuclŽŽes de 1-3 %m de diam•tre sont impliquŽes dans lÕhŽmostase, 

mais aussi la rŽgŽnŽration des tissus, lÕangiogen•se, lÕinflammation, lÕimmunitŽ innŽe. Les 

mŽgacaryocytes, les cellules mŽdullaires qui leur donnent naissance, sont les cellules les plus 

grosses et les plus rares de la moelle osseuse. Deux phŽnom•nes uniques sont mis en jeu dans 

la mŽgacaryopo••se. Au cours dÕun processus dÕendomitose, les cellules deviennent 

polyplo•des. Ce phŽnom•ne unique rŽsulte dÕune rŽplication dÕADN sans division cellulaire 

aboutissant ˆ la formation de cellules pouvant prŽsenter jusquÕˆ 128n chromosomes. Apr•s 

une phase de maturation durant laquelle des membranes de dŽmarcation et diffŽrents types de 

granulations sont mises en place, les mŽgacaryocytes Žmettent des expansions cytoplasmiques 

appelŽes pro-plaquettes. Ces structures projetŽes ˆ travers la paroi des sinuso•des mŽdullaires 

sont alors fragmentŽes dans le flux sanguin libŽrant des Ç portions È cytoplasmiques contenant 

les organelles et granules correspondant aux plaquettes. (Machlus and Italiano, 2013) 

La thrombopo•Žtine (TPO) est le principal facteur de croissance rŽgulant la 

mŽgacaryopo••se. (Kaushansky, 1998) Elle est sŽcrŽtŽe principalement par le foie, et dans une 

moindre mesure par les reins et dans la moelle osseuse. Son taux circulant est rŽgulŽ par la 

masse de plaquettes et de mŽgacaryocytes qui la captent et assurent sa destruction, crŽant ainsi 

une boucle de rŽgulation. (Kaushansky, 2005) Sa sŽcrŽtion hŽpatique est Žgalement rŽgulŽe 
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par un rŽcepteur stimulŽ par les plaquettes ‰gŽes dŽsialylŽes. (Grozovsky et al., 2015) La 

thrombopo•Žtine affecte tous les aspects de la mŽgacaryopo••se, depuis lÕexpansion et lÕauto-

renouvellement des cellules souches hŽmatopo•Žtiques jusquÕˆ la formation des pro-

plaquettes. (Kaushansky, 2005)  

Le rŽcepteur de la TPO, c-MPL, a ŽtŽ identifiŽ dans les annŽes 90. (Vigon et al., 1992) 

Il appartient ˆ la famille des rŽcepteurs aux facteurs de croissance hŽmatopo•Žtiques de type I. 

ExprimŽ principalement au niveau des cellules souches, des mŽgacaryocytes (ainsi que leurs 

progŽniteurs) et des plaquettes, il est dŽpourvu dÕactivitŽ enzymatique propre. A la suite de la 

liaison de son ligand, il dŽclenche toutefois une cascade de signalisation impliquant les 

tyrosine kinases qui lui sont associŽes, principalement JAK2. A lÕŽtat basal, le rŽcepteur est 

sous forme homodimŽrique avec une conformation maintenant les domaines cytosoliques 

ŽloignŽs. La liaison de la TPO ˆ son rŽcepteur entra”ne un changement de conformation 

rapprochant ces domaines lÕun de lÕautre, et par lˆ -m•me les tyrosine kinases JAK2. Ainsi 

rapprochŽes, celles-ci vont sÕauto-transphosphoryler avant de phosphoryler MPL lui-m•me et 

les acteurs de la signalisation en aval : principalement STAT5, PI3K et MAPK. (Vainchenker 

et al., 2011) LÕintensitŽ de la signalisation semble mettre en jeu ces diffŽrentes voies de 

signalisation de mani•re distincte, et ainsi jouer sur les divers aspects de la diffŽrenciation 

mŽgacaryocytaire : alors quÕune signalisation faible favorise la prolifŽration cellulaire, une 

signalisation forte bloque la prolifŽration pour engager la diffŽrenciation cellulaire via la voie 

des MAPK. (Besancenot et al., 2014) 

2. Les Syndromes MyŽloprolifŽratifs 

 

A. PrŽsentation clinico-biologique : 

 

Le terme Ç syndromes myŽloprolifŽratifs È (SMP) introduit par William Dameshek 

(Dameshek, 1951) rassemble au sein dÕun m•me groupe plusieurs hŽmopathies partageant 

certaines similaritŽs cliniques et biologiques. Les principaux (et plus frŽquents) SMP sont la 

LeucŽmie MyŽlo•de Chronique (LMC), la Polyglobulie de Vaquez (PV), la ThrombocytŽmie 

Essentielle (TE) et la MyŽlofibrose Primitive (MFP). La classification de lÕOMS a ensuite 

rattachŽ ˆ ce groupe dÕhŽmopathies les LeucŽmies Chroniques ˆ Neutrophiles (LCN), les 

Syndromes HyperŽosinophiliques (SHE) et les SMP inclassables. (Arber et al., 2016)  
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SchŽmatiquement, les SMP sont divisŽs en 2 groupes. DÕun c™tŽ la LMC caractŽrisŽe 

par la prŽsence du chromosome Philadelphie (Nowell and Hungerford, 1960) rŽsultant de la 

translocation t(9;22)(q34;q11). (Rowley, 1973) De lÕautre c™tŽ, les SMP dit Ç Philadelphie-

nŽgatifs È (SMP-Ph nŽgatifs) qui, par opposition ˆ la LMC, ne prŽsentent pas le transcrit de 

fusion BCR-ABL1 (Žquivalent molŽculaire de la translocation t(9;22)) et dont les formes dites 

Ç typiques È rassemblent la PV, la TE et la MFP. 

Les SMP sont la consŽquence dÕanomalies des cellules souches hŽmatopo•Žtiques ˆ 

lÕorigine dÕune hypersensibilitŽ ou dÕune indŽpendance vis-ˆ -vis de la rŽgulation exercŽe par 

les cytokines. (Campbell and Green, 2006; Delhommeau et al., 2006) Ils sont caractŽrisŽs par 

une prolifŽration cellulaire excessive avec une maturation cellulaire conservŽe responsable 

dÕune augmentation du taux de cellules matures. La MFP dŽroge quelque peu ˆ cette r•gle 

puisquÕil existe dans cette maladie des anomalies de maturation des mŽgacaryocytes. Cette 

myŽloprolifŽration implique les trois lignŽes myŽlo•des mais prŽdomine sur lÕune (ou deux) 

dÕentre elles : la lignŽe granuleuse pour la LMC, la lignŽe Žrythro•de pour la PV, la lignŽe 

mŽgacaryocytaire pour la TE et les lignŽes mŽgacaryocytaire et granulocytaire pour la MFP. 

(Tefferi et al., 2009a) Il ne sÕy associe pas de dysmyŽlopo••se, ce qui distingue les SMP des 

Syndromes MyŽlodysplasiques (SMD) et des syndromes Ç fronti•res È SMP/SMD tels que les 

LeucŽmies MyŽlomonocytaires Chroniques (LMMC), les LeucŽmies MyŽlomonocytaires 

JuvŽniles (LMMJ) ou les LMC atypiques. (Arber et al., 2016) 

a. LeucŽmie MyŽlo•de Chronique 

 

La LMC est caractŽrisŽe par une prolifŽration cellulaire intŽressant majoritairement les 

lignŽes granuleuses. Classiquement les patients prŽsentent une hyperleucocytose massive 

(mŽdiane > 100 G/L) liŽe ˆ une polynuclŽose neutrophile associŽe ˆ une myŽlŽmie, une 

Žosinophilie, une basophilie. (Savage et al., 1997; Swerdlow et al., 2008) Une thrombocytose 

modeste est gŽnŽralement observŽe (mŽdiane 430 G/L). Cependant 11% des patients 

prŽsentent une thrombocytose > 1000 G/L. Une splŽnomŽgalie est dŽtectŽe dans 75% des cas. 

Le plus souvent asymptomatique au diagnostic, des sympt™mes tels que des manifestations 

hŽmorragiques, des pertes de poids, sueurs ou sympt™mes liŽs ˆ la splŽnomŽgalie peuvent 

parfois •tre observŽs. (Savage et al., 1997) En lÕabsence de traitement, lÕŽvolution se fait vers 

une transformation en LeucŽmie Aigu‘ (LA) avec dŽc•s dans les 5 ans. (Swerdlow et al., 

2008) LÕhistologie mŽdullaire rŽv•le classiquement la prŽsence de mŽgacaryocytes de petite 
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taille et hypolobŽs (le terme de mŽgacaryocytes Ç nains È est souvent employŽ). (Swerdlow et 

al., 2008)  

b. Polyglobulie de Vaquez 

 

La PV est caractŽrisŽe par une prolifŽration cellulaire portant principalement sur la 

lignŽe Žrythroblastique, ˆ lÕorigine dÕune augmentation des taux dÕhŽmaties et dÕhŽmoglobine 

et de lÕhŽmatocrite. Une polynuclŽose neutrophile ainsi quÕune thrombocytose peuvent sÕy 

associer, pouvant mimer une TE lorsque la polyglobulie reste modŽrŽe. LÕhistologie 

mŽdullaire montre classiquement une prolifŽration des trois lignŽes myŽlo•des (panmyŽlose) 

portant prŽfŽrentiellement sur les lignŽes Žrythroblastique et mŽgacaryocytaire. (Swerdlow et 

al., 2008; Thiele, 2009; Thiele and Kvasnicka, 2006) Le caract•re primitif de la 

myŽloprolifŽration peut •tre ŽtayŽ par le dosage de lÕŽrythropo•Žtine (dont le taux sera 

abaissŽ, Mossuz et al., 2004) la mise en Žvidence dÕune prolifŽration spontanŽe des 

progŽniteurs en absence de cytokine (m•me si ce param•tre ne fait plus partie des crit•re 

OMS de PV, Dobo et al., 2004a) ou surtout par la mise en Žvidence de mutations de JAK2 

(voir plus bas). 

Les manifestations cliniques sont essentiellement liŽes ˆ lÕhyperviscositŽ, aux 

anomalies vasculaires secondaires et ̂  lÕaugmentation de la masse sanguine. Les thromboses 

artŽrielles ou veineuses peuvent parfois rŽvŽler la maladie (12-39% des cas). (Cervantes et al., 

2008) Des cŽphalŽes, vertiges et troubles de la vision ainsi que des ŽrythromŽlalgies et 

paresthŽsies peuvent Žgalement •tre prŽsents. Toutefois le signe clinique le plus spŽcifique est 

le prurit ˆ lÕeau. Une splŽnomŽgalie (70% des cas) et une hŽpatomŽgalie (40%) sont 

frŽquemment prŽsentes. (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)  

La PV est associŽe ˆ une lŽg•re diminution de survie et surtout ˆ une altŽration de la 

qualitŽ de vie en lien avec les Žv•nements thrombo-emboliques. LÕincidence des thromboses 

est estimŽe ˆ 18 pour 1000 personnes-annŽes, alors que celles des transformations en 

myŽlofibrose ou LA est ŽvaluŽe ˆ 5 pour 1000 patients-annŽes (avec un dŽlai de survenue 

mŽdian de 13-14 ans). (Cervantes et al., 2008; Passamonti et al., 2004) 
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c. ThrombocytŽmie Essentielle 

 

La TE est caractŽrisŽe par une prolifŽration cellulaire portant essentiellement sur la 

lignŽe mŽgacaryocytaire. La thrombocytose est donc lÕanomalie principale orientant vers une 

TE avec souvent une anisocytose plaquettaire. La leucocytose est gŽnŽralement normale ou 

tr•s lŽg•rement augmentŽe, sans basophilie associŽe. LÕhistologie mŽdullaire montre une 

moelle normo-cellulaire ou de richesse lŽg•rement augmentŽe avec principalement une 

hyperplasie mŽgacaryocytaire. Les mŽgacaryocytes sont classiquement de grande taille, avec 

un noyau hyperlobulŽ et un cytoplasme mature. Ils sont rŽpartis dans la moelle, bien que 

parfois rassemblŽs en amas de petite taille et assez l‰ches. Outre les marqueurs molŽculaires 

qui seront abordŽs plus loin, le caract•re primitif de la prolifŽration peut Žgalement •tre ŽvaluŽ 

par la mise en Žvidence de progŽniteurs mŽgacaryocytaires spontanŽs bien que cela ne fasse 

pas partie des crit•res diagnostiques dŽfinis par lÕOMS. (Dobo et al., 2004b; Arber et al., 

2016) 

Cliniquement, la TE reste gŽnŽralement silencieuse, bien que parfois dŽcouverte sur 

des Žv•nements thrombo-emboliques ou hŽmorragiques. Des ŽrythromŽlalgies sont parfois 

observŽes. Une splŽnomŽgalie peut •tre retrouvŽe dans moins de la moitiŽ des cas, les 

hŽpatomŽgalies Žtant plus rares (environ 20%). (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)  

La TE est le SMP dont lÕŽvolution est la plus indolente. Les patients prŽsentent la 

meilleure espŽrance de vie des SMP (mais celle-ci reste lŽg•rement infŽrieure ˆ celle de la 

population normale, Hultcrantz et al., 2012), et lÕŽvolution vers la myŽlofibrose ou la LAM 

est rare (risque de 2% ˆ 15 ans, avec une mŽdiane de survenue de 10-15 ans). Les principaux 

risques sont liŽs aux accidents thrombo-emboliques ou hŽmorragiques. Leur incidence est 

ŽvaluŽe ˆ 12 pour 1000 patients-annŽes, et celles des transformations en myŽlofibrose et LAM 

respectivement ˆ 1,6 et 1,2 pour 1000 patients-annŽes. (Cervantes et al., 2008; Swerdlow et 

al., 2008; Thiele, 2009) 

d. MyŽlofibrose Primitive 

 

La MFP rŽsulte dÕune prolifŽration cellulaire portant sur les lignŽes mŽgacaryocytaire 

et granuleuse associŽe ˆ un certain degrŽ de fibrose mŽdullaire ainsi quÕˆ des anomalies de 

maturation de la lignŽe plaquettaire. Elle est caractŽrisŽe par une Žvolution en deux phases : 

une phase initiale dite Ç prŽ-fibrotique È puis une phase fibrotique. Trente pourcents des 
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patients sont asymptomatiques au diagnostic, les autres pouvant prŽsenter des sympt™mes 

altŽrant leur qualitŽ de vie tels que fatigue, dyspnŽe, perte de poids, sueurs nocturnes, fi•vre 

inexpliquŽe. (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009) Une splŽnomŽgalie parfois massive est 

palpŽe chez 90% des patients (liŽe ˆ lÕhŽmatopo••se extramŽdullaire), une hŽpatomŽgalie dans 

50% des cas. (Swerdlow et al., 2008) Au niveau sanguin, une ŽrythromyŽlŽmie et une 

anisopo•kilocytose avec prŽsence de dacryocytes sont frŽquentes. Une circulation de cellules 

blastiques est fortement associŽe ˆ la maladie et constitue un facteur pronostic pŽjoratif si le 

taux exc•de 1% des leucocytes. (Cervantes et al., 2009) Les patients prŽsentent gŽnŽralement 

une anŽmie dÕintensitŽ variable. LÕhistologie mŽdullaire montre au cours de la phase cellulaire 

de la maladie une hypercellularitŽ avec une prolifŽration portant principalement sur les 

lignŽes mŽgacaryocytaire et granulocytaire tandis que la lignŽe Žrythroblastique prŽsente une 

tendance ˆ lÕhypoplasie. Par ailleurs les mŽgacaryocytes ont tendance ˆ se regrouper en amas 

au niveau des rŽgions endostŽales et des sinus vasculaires. Une dysmŽgacaryopo••se est 

habituellement observŽe associant un plŽomorphisme avec des variations importantes de 

taille, des anomalies du rapport nuclŽocytoplasmique (signe dÕaltŽration de leur maturation), 

un noyau hypolobulŽ et un hyperchromatisme nuclŽaire. (Thiele, 2009) Lors de lÕŽvolution de 

la maladie vers la phase Ç fibrotique È, une hypoplasie mŽdullaire sÕinstalle, le tissu 

hŽmatopo•Žtique Žtant progressivement remplacŽ par des adipocytes et des dŽp™ts de fibres de 

rŽticuline et de collag•ne apparaissent.  

La mŽdiane de survie ˆ la phase fibrotique est estimŽe ˆ 4-5,5 ans (correspondant ˆ 

une rŽduction de lÕespŽrance de vie de 30% environ). La MFP est donc associŽe au plus 

mauvais pronostic des SMP Ph-nŽgatifs. (Cervantes et al., 2008; Swerdlow et al., 2008) Les 

causes de morbi-mortalitŽ sont lÕinsuffisance mŽdullaire, les thromboses ou hŽmorragies, les 

transformations en LAM  (20% de transformation ˆ 10 ans). Notons que la survie des MF 

post-TE est comparable ˆ celle des MFP. (Cervantes et al., 2008) 

 

Les principales donnŽes prŽsentŽes ci-avant sont rŽsumŽes dans le Tableau 1. 
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B. Physiopathologie : 

 

La physiopathologie des SMP reste encore ̂  ce jour incompl•tement comprise. 

Cependant, de grands progr•s ont ŽtŽ rŽalisŽs cette derni•re dŽcennie dans la comprŽhension 

des mŽcanismes oncogŽniques de ces maladies. 

 

a. Anomalies cytogŽnŽtiques 

 

Le bilan diagnostique des hŽmopathies malignes fait souvent intervenir une Žtude 

cytogŽnŽtique, des anomalies chromosomiques pouvant expliquer lÕoncogen•se de certaines 

hŽmopathies, au premier rang desquelles la LMC, mais aussi certaines LA ou certains 

syndromes myŽlodysplasiques (SMD).  

Comme prŽcŽdemment ŽvoquŽ, la LMC est caractŽrisŽe par la translocation 

t(9;22)(q34;q11) conduisant ˆ la gŽnŽration du chromosome Philadelphie. Cette translocation 

aboutit ˆ la production du transcrit de fusion BCR-ABL1 responsable de la maladie. (Daley et 

al., 1990) 

Au cours des PV et TE, les patients prŽsentent rarement des anomalies cytogŽnŽtiques  

(respectivement 11-15% et 7% des patients). Les anomalies les plus frŽquemment dŽcrites 

sont les trisomies 8 et 9, les dŽlŽtions du bras long du chromosome 20 (del(20q)) ainsi que les 

anomalies du chromosome 1. Ces anomalies pourraient •tre associŽes ˆ un pronostic 

dŽfavorable (Tang et al., 2017) bien que ces donnŽes restent ˆ confirmer (Gangat et al., 2008, 

2009) Elle ne sont cependant pas spŽcifiques de ces maladies en dehors des trisomies 9 qui se 

voient principalement dans les PV et certaines MFP JAK2 mutŽes. 

La MFP se dŽmarque des deux autres SMP Ph-nŽgatifs typiques par une plus grande 

frŽquence des anomalies chromosomiques (30-40% des patients au diagnostic), 

essentiellement reprŽsentŽes par les del20q, del13q et anomalies du chromosome 1, les 

trisomies 8 et 9 Žtant Žgalement frŽquentes. A noter que le caryotype des patients prŽsentant 

des MF post-PV est plus frŽquemment anormal que ce qui est rapportŽ dans les MFP et 

PV (60-90% des cas) ce qui nÕest pas le cas des MF post-TE (30-40%). De plus, 

contrairement aux PV et TE, un impact pronostique pŽjoratif sur la survie a ŽtŽ dŽmontrŽ pour 

certaines anomalies, incitant certains auteurs ˆ intŽgrer ces donnŽes dans le calcul du score 
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pronostique DIPSS-plus. De plus, un caryotype dŽfavorable selon les crit•res du DIPSS-plus 

prŽdit un risque accru de transformation en LAM. (Gangat et al., 2011) 

Ainsi, mis ˆ part le chromosome Philadelphie, les diffŽrentes anomalies 

cytogŽnŽtiques dŽcrites ne permettent pas dÕexpliquer la physiopathologie des SMP 

classiques.  

 

b. Anomalies molŽculaires 

 

La comprŽhension des mŽcanismes physiopathologiques des SMP a fait un bond en 

avant lors de la dŽcouverte des anomalies molŽculaires impliquŽes. LÕactivitŽ constitutive des 

protŽines de fusion BCR-ABL1 ou celles impliquant les rŽcepteurs au Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) (Gotlib, 2014) ou encore les mutations du rŽcepteur c-KIT (Tefferi et 

al., 2008) Žtaient autant dÕexemples de lÕimplication des tyrosine kinases dans lÕoncogen•se 

des SMP. Toutefois, au cours des PV, TE et MFP, aucune protŽine de fusion nÕa ŽtŽ mise en 

Žvidence. Mais lÕactivation des voies de signalisation, et notamment de la voie JAK2-STAT5 

semblait indiquer que ces maladies, comme les autres SMP, Žtaient des Ç maladies des 

kinases È. (Ugo et al., 2004) 

¥ JAK2V617F 

 

La dŽcouverte de la mutation JAK2V617F (Janus kinase) en 2005 par l'Žquipe de W. 

Vainchenker constitue une Žtape marquante dans la comprŽhension des mŽcanismes 

physiopathologiques des SMP Ph-nŽgatifs. (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics 

et al., 2005; Levine et al., 2005) 

La famille JAK se compose de 4 membres : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Ces tyrosine 

kinases sÕassocient au domaine cytosolique des rŽcepteurs aux cytokines. Elles prŽsentent 

dans leur partie C-terminale deux domaines homologues, le domaine JH1 (JAK Homologous) 

portant lÕactivitŽ kinase et un domaine pseudokinase JH2 catalytiquement inactif, mais qui 

exerce une rŽgulation nŽgative sur lÕactivitŽ kinase du domaine JH1. (Saharinen and 

Silvennoinen, 2002) A la partie N-terminale, les domaines JH5-JH7 contiennent des motifs 

FERM-like (Band-4.1, Ezrin, Radixin, et Moesin) permettant lÕinteraction avec le domaine 

cytosolique des rŽcepteurs auxquels ces protŽines sont associŽes.  
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Ces tyrosine kinases sont associŽes aux : 

- rŽcepteurs homodimŽriques Ç myŽlo•des È : rŽcepteurs ˆ  

- lÕŽrythropo•Žtine (EPO) 

- la TPO 

- au Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) 

- rŽcepteurs ˆ la prolactine et lÕhormone de croissance 

- rŽcepteurs hŽtŽrodimŽriques : 

- rŽcepteurs de la famille IL-3R partageant la cha”ne commmune !  

- IL-3-R 

- Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) - GM-

CSF-R 

- IL-5-R 

- rŽcepteurs de la famille gp130 

- rŽcepteur R2 ˆ lÕinterfŽron " . (Vainchenker et al., 2011) 

La mutation JAK2V617F correspond ˆ la transversion dÕune guanidine (G) en 

Thymidine (T) en position 1849 au niveau de lÕexon 14, responsable de la substitution de la 

valine en position 617 par une phŽnylalanine. (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; 

Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005) Or cette valine est prŽdite comme participant ˆ une 

interface entre les domaines JH1 et JH2. (Saharinen and Silvennoinen, 2002) Sa substitution 

par une phŽnylalanine entra”ne ainsi la perte de lÕinhibition exercŽe par le domaine JH2 sur le 

domaine kinase. JAK2V617F est ainsi capable de dŽclencher un SMP via lÕactivation 

dŽrŽgulŽe de lÕactivitŽ tyrosine kinase de JAK2 indŽpendamment de la liaison dÕun ligand sur 

lÕun des rŽcepteurs auquel elle est associŽe (EPO-R, MPL, IL3-R ou CSF3R). (Figure 16, 

Vainchenker et al., 2011) Ceci conduit ˆ une croissance cellulaire indŽpendante des facteurs 

de croissance et ˆ une augmentation de la survie cellulaire. (Baxter et al., 2005; James et al., 

2005; Kralovics et al., 2005) 

Les mutations JAK2V617F sont retrouvŽes dans 95% des PV et dans 50-60% des cas 

de TE et MFP. (Figure 16, Tefferi et al., 2009a) Elles sont Žgalement dŽtectŽes dans 30-50% 

des thromboses des veines splanchniques (Kiladjian et al., 2008a; Smalberg et al., 2012) et 

des SMD/SMP avec exc•s de sidŽroblastes en couronne et thrombocytose (MDS/MPN-RS-

T). (Renneville et al., 2006; Steensma et al., 2006; Wang et al., 2006) Elles ont Žgalement ŽtŽ 

dŽcrites au cours des LMMC, des mastocytoses, des LCN et des SHE avec une frŽquence bien 
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moindre. (Jelinek et al., 2005; Jones et al., 2005; Steensma et al., 2005) 

Le fait que cette mutation soit retrouvŽe au cours de maladies au phŽnotype diffŽrent reste 

ˆ ce jour incompl•tement expliquŽ. LÕune des hypoth•ses proposŽes est que les PV et TE 

seraient une m•me entitŽ dont le phŽnotype est dŽterminŽ par la charge mutationnelle 

JAK2V617F. Un continuum entre ces maladies serait ainsi observŽ, certains patients 

prŽsentant une TE et une mutation JAK2V617F pouvant Žvoluer vers une PV. (Rumi et al., 

2013) Le mod•le proposŽ comporterait deux Žtapes. Dans un premier temps lÕapparition de la 

mutation JAK2V617F donnerait naissance ˆ un clone hŽtŽrozygote prenant lÕavantage sur 

lÕhŽmatopo••se physiologique. Dans un second temps, une recombinaison mitotique 

permettrait la duplication de lÕall•le mutŽ et lÕŽlimination de lÕall•le sauvage. Le clone 

homozygote ainsi gŽnŽrŽ acquerrait alors un avantage prolifŽratif sur le clone hŽtŽrozygote et 

pourrait sÕexpandre aux dŽpends de ce dernier. LÕacquisition de cette homozygotie associŽe ˆ 

lÕexpansion du clone homozygote dŽterminerait ainsi la transition dÕun stade Ç TE È vers une 

maladie de type Ç PV È. (James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Baxter et al., 2005) Ce 

mod•le est reflŽtŽ par les charges mutationnelles chez les patients. Elles sont globalement 

faibles au cours des TE, plus importantes au cours des MFP et des PV et augmentent lors de 

la transformation des PV et TE en MF. (Larsen et al., 2007; Lippert et al., 2006) Par ailleurs, 

des mod•les murins semblent indiquer quÕune faible charge allŽlique JAK2V617F est associŽe 

ˆ un phŽnotype proche de la TE tandis quÕune charge plus importante induit une maladie plus 

proche de la PV. (Akada et al., 2010; Tiedt et al., 2008) 

DÕautres facteurs comme le sexe, le type de cellule dans laquelle la mutation appara”t 

ou encore dÕautres facteurs gŽnŽtiques ou ŽpigŽnŽtiques sont Žgalement ŽvoquŽs comme 

modulateurs du phŽnotype des SMP Ph-nŽgatifs. (James, 2008) 

¥ JAK2 exon 12 : 

 

LÕŽtude de patients atteints de PV mais ne prŽsentant pas la mutation JAK2V617F a 

permis dÕidentifier dÕautres mutations de JAK2 survenant au niveau de lÕexon 12 et non de 

lÕexon 14. (Scott et al., 2007) Au contraire de JAK2V617F, ces mutations ne surviennent 

quÕau cours des PV. (Figure 16, Scott et al., 2007; Pietra et al., 2008) Elles consistent en des 

mutations ponctuelles ou des insertions et/ou dŽlŽtions. (Kouroupi et al., 2008; Passamonti et 

al., 2011; Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al., 2007) La 

prŽvalence de ces mutations dans la PV est estimŽe ˆ 1,9-4,1% des patients. (Passamonti et 
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al., 2010; Williams et al., 2007) Ainsi, JAK2 est mutŽ chez virtuellement tous les patients 

atteints de PV, cÕest pourquoi la prŽsence dÕune mutation de JAK2 est actuellement 

considŽrŽe comme un crit•re diagnostique majeur pour cette maladie. (Arber et al., 2016; 

Tefferi et al., 2007) 

Comme JAK2V617F, les mutations de lÕexon 12 induisent une prolifŽration cellulaire 

indŽpendante des cytokines consŽcutive ˆ une activation de la voie JAK2-STAT5, mais avec 

une signalisation plus intense, expliquant pourquoi seul le phŽnotype polyglobulique est 

associŽ ˆ ces anomalies. (Figure 16, Scott et al., 2007) 

Cliniquement et biologiquement, ces patients prŽsentent essentiellement une 

polyglobulie (isolŽe dans 2/3 des cas, Passamonti et al., 2011) parfois accompagnŽe dÕune 

thrombocytose et/ou hyperleucocytose restant plus modŽrŽes quÕen cas de mutation 

JAK2V617F. Leur taux dÕEPO est souvent abaissŽ et la culture de progŽniteurs Žrythro•des 

EPO-indŽpendants habituellement positive. (Kouroupi et al., 2008; Passamonti et al., 2011; 

Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al., 2007) Ces patients 

sont gŽnŽralement plus jeunes que ceux prŽsentant une mutation JAK2V617F (Kouroupi et 

al., 2008; Scott et al., 2007) et prŽsentent une polyglobulie plus importante. Leur histologie 

mŽdullaire rŽv•le gŽnŽralement une moelle hypercellulaire en lien avec une hyperplasie 

Žrythro•de. (Scott et al., 2007; Percy et al., 2007; Passamonti et al., 2011) Le pronostic, les 

complications thrombotiques et les transformations en MF ou LAM sont comparables aux PV 

JAK2V617F positives. (Passamonti et al., 2011) Ces mutations ne semblent par ailleurs pas 

associŽes aux thromboses splanchniques. (Kouroupi et al., 2008)  

¥ MPL exon 10 :  

 

DŽcouvertes dans les SMP par Pikman et al., les mutations affectant le rŽcepteur de la 

thrombopo•Žtine sont retrouvŽes au cours de 4-10,6% des MFP et 1-4,1% des TE. (Figure 16, 

Pikman et al., 2006; Pardanani et al., 2006; Vannucchi et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; 

Schnittger et al., 2009; Beer et al., 2008) Ces mutations nÕont pas ŽtŽ identifiŽes dans les PV, 

les SMD, les LMMC ou les LAM de novo. (Pardanani et al., 2006) Elles surviennent au 

niveau de lÕexon 10, et plus prŽcisŽment du rŽsidu 515 localisŽ ˆ la jonction domaine 

cytoplasmique-domaine transmembranaire, important pour lÕactivation du rŽcepteur. (Pikman 

et al., 2006) Les deux mutations les plus frŽquentes sont les W515L et W515K. Plus rarement 

les mutations W515A et W515R peuvent •tre observŽes. (Schnittger et al., 2009) La mutation 
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S505N prŽcŽdemment associŽe aux thrombocytoses familiales (Ding et al., 2004; Liu et al., 

2009) peut Žgalement •tre retrouvŽe au cours de SMP sporadiques. (Beer et al., 2008) 

Les mutations MPLW515 conf•rent aux cellules qui les acqui•rent une croissance 

indŽpendante des cytokines, une hypersensibilitŽ ˆ la TPO et une activation constitutive de 

JAK2, STAT3, STAT5, AKT et ERK (Figure 16). Cette signalisation reste sensible ˆ lÕaction 

des inhibiteurs de JAK2. (Pikman et al., 2006) Ces mutations peuvent •tre retrouvŽes ˆ lÕŽtat 

hŽtŽrozygote ou homozygote, plus frŽquemment pour la mutation W515K que la mutation 

W515L dans ce dernier cas. (Beer et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; Pardanani et al., 

2006; Schnittger et al., 2009; Vannucchi et al., 2008) L'homozygotie MPLW515 reste 

toutefois beaucoup plus rare que dans le cas de JAK2V617F. 

LÕhypoth•se dÕune association avec une prolifŽration essentiellement 

mŽgacaryocytaire peut •tre Žmise. En effet, les patients mutŽs pour MPL prŽsentent 

habituellement des taux dÕhŽmoglobine moindres que les autres et une thrombocytose plus 

importante a ŽtŽ observŽe au cours des TE comparativement aux patients prŽsentant la 

mutation JAK2V617F. De plus il semble exister au niveau mŽdullaire une hypocellularitŽ 

notamment Žrythro•de par rapport aux patients non mutŽs pour MPL. Enfin, ces patients ne 

prŽsentent pas de colonies Žrythro•des endog•nes contrairement aux cas mutŽs JAK2V617F. 

(Vannucchi et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; Beer et al., 2008; ChalignŽ et al., 2007; 

Pardanani et al., 2007) 

Cliniquement, lÕimpact sur le risque thrombotique reste controversŽ (une augmentation 

du risque de thromboses artŽrielles ou veineuses a ŽtŽ observŽe dans certaines Žtudes). (Beer 

et al., 2008; Vannucchi et al., 2008) Ces mutations pourraient par ailleurs •tre associŽes ˆ une 

augmentation des manifestations liŽes aux troubles microcirculatoires au cours des TE. 

(Rotunno et al., 2013; Vannucchi et al., 2008) Aucun impact sur la survie ou le risque de 

transformation nÕa pu •tre mis en Žvidence. (Beer et al., 2008; Vannucchi et al., 2008) 

¥ Autres mutations de JAK2 et de MPL : 

 

La mise en Ïuvre de techniques de sŽquen•age dÕexome entier a permis la dŽcouverte 

rŽcente chez certains patients atteints de SMP de mutations affectant dÕautres rŽgions de JAK2 

et de MPL que celles ŽvoquŽes prŽcŽdemment. Pour certaines dÕentre elles, la mise en 

Žvidence dÕun effet fonctionnel (en terme de prolifŽration) a pu •tre dŽmontrŽe. Cependant 
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leur effet semble plus faible que celui des mutations Ç classiques È. (Cabagnols et al., 2016; 

Milosevic Feenstra et al., 2016) 

 

En dŽfinitives, les diffŽrentes mutations dites Ç initiatrices È des SMP (y compris les 

mutations de calrŽticuline qui seront dŽtaillŽes plus loin) sont responsables dÕune activation 

constitutive des voies de signalisation associŽes aux rŽcepteurs aux cytokines : JAK-STAT, 

MAPK, PI3K-AKT. (Figure 16A) La frŽquence de ces diffŽrentes mutations dans les PV, TE 

et MFP est par ailleurs indiquŽe dans la Figure 16B. 

 

 
Figure 16 : Physiopathologie associŽes aux mutations initiatrices des SMP et frŽquence au cours des 

diffŽrentes maladies 

(A) Les mutations initiatrices de SMP affectant la tyrosine kinase JAK2, le rŽcepteur ˆ la TPO (MPL) 
et la calrŽticuline (CALR) sont ˆ lÕorigine dÕune activation constitutive des voies de signalisation 
JAK-STAT, MAPK et PI3K/AKT. LÕintensitŽ de la signalisation dŽclenchŽe est reprŽsentŽe par 
lÕŽpaisseur du trait. (d'apr•s Vainchenker and Kralovics, 2017) (B) FrŽquence des mutations de JAK2, 
MPL et CALR au cours des PV, TE et MFP. (Chauveau et al., 2014) 
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¥ Autres mutations : 

 

Si les mutations impliquant les voies de signalisation des rŽcepteurs aux cytokines ont 

fait la preuve de leur implication dans la physiopathologie des SMP, notamment par le 

dŽveloppement de maladies similaires dans divers mod•les murins, des mutations affectant 

dÕautres processus ont Žgalement ŽtŽ identifiŽes au cours de ces maladies. Les principales 

impliquent des g•nes : 

¥ de lÕŽpigŽnŽtique : TET2, IDH1/2, EZH2, ASXL1, DNMT3A (Abdel-Wahab et 

al., 2011a, 2011b; Brecqueville et al., 2011; Delhommeau et al., 2009; Ernst et 

al., 2010; Gelsi-Boyer et al., 2012; Green and Beer, 2010; Guglielmelli et al., 

2011; Pardanani et al., 2010a; Stegelmann et al., 2011; Stein et al., 2011; 

Tefferi et al., 2009b, 2010) 

¥ de la machinerie dÕŽpissage : U2AF1, SF3B1 et SRSF2 (Lasho et al., 2012b, 

2012a; Tefferi et al., 2014a)  

¥ des rŽgulateurs de la signalisation cellulaire : CBL, LNK ou SH2B3 (Aranaz et 

al., 2012; Gery et al., 2009; Grand et al., 2009; Lasho et al., 2010; Pardanani et 

al., 2010b; Schnittger et al., 2012) 

Des dŽlŽtions dÕIKZF1 (JŠger et al., 2010) ou de TP53 (Beer et al., 2010; Harutyunyan 

et al., 2011) ont Žgalement ŽtŽ rapportŽes. 

Toutefois, ces mutations sont Žgalement mises en Žvidence au cours dÕautres 

hŽmopathies (notamment SMD et LA) et peuvent •tre associŽes aux mutations initiatrices. Par 

ailleurs, certaines sont peu frŽquentes dans les SMP et sont essentiellement associŽes aux 

formes avancŽes de la maladie (transformation en MF ou LA). Leur implication dans le 

phŽnotype Ç myŽloprolifŽratif È reste donc peu probable. 

c. PrŽdisposition aux SMP 

 

Si la plupart des cas de SMP sont sporadiques, des cas familiaux ont ŽtŽ rapportŽs, 

suggŽrant lÕexistence de facteurs prŽdisposant ˆ lÕacquisition des mutations responsables de 

ces maladies. (BellannŽ-Chantelot et al., 2006) La mise en Žvidence quÕau moins 2,8% des 

patients acquŽraient au moins deux fois la mutation JAK2V617F suggŽrait par ailleurs une 

prŽdisposition ˆ lÕacquisition de cette mutation. (Olcaydu et al., 2009a) 

Parmi les facteurs prŽdisposants associŽs au risque de dŽveloppement dÕun SMP, 
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diffŽrents polymorphismes ont pu •tre dŽcouverts. Le premier facteur dŽcouvert porte sur le 

g•ne JAK2 lui-m•me. Il consiste en un haplotype (donc plut™t une association de 

polymorphismes) dŽnommŽ 46/1 qui est associŽ ˆ lÕacquisition dÕune mutation JAK2V617F 

et au dŽveloppement dÕun SMP. (Jones et al., 2009; Kilpivaara et al., 2009; Olcaydu et al., 

2009a) Cet haplotype est Žgalement associŽ aux cas de PV mutŽs sur lÕexon12 de JAK2 et les 

SMP mutŽs pour MPL ou non mutŽs pour JAK2 et MPL. (Jones et al., 2010; Olcaydu et al., 

2009b) Par la suite, dÕautres polymorphismes portant notamment sur les g•nes MECOM, 

TERT, HBS1L/MYB et RBBP6 ont Žgalement ŽtŽ associŽs aux SMP. (Harutyunyan et al., 

2016; Tapper et al., 2015) Une amplification conduisant ˆ la surexpression dÕATG2B et de 

GSKIP a par ailleurs rŽcemment ŽtŽ associŽe au dŽveloppement dÕhŽmopathies malignes 

(dont des SMP) au sein de familles antillaises. (Saliba et al., 2015)   
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III.  Un nouvel acteur dans les SMP, le rŽticulum endoplasmique 

 

Apr•s la dŽcouverte des mutations JAK2V617F et JAK2 exon 12, la quasi-totalitŽ des 

cas de PV avait trouvŽ leur explication physiopathologique. Toutefois, 30-35% des TE et 

MFP ne prŽsentant ni la mutation JAK2V617F ni de mutation de MPL nÕavaient pas de base 

molŽculaire connue jusquÕˆ la dŽcouverte en dŽcembre 2013 des mutations du g•ne de la 

calrŽticuline (CALR). 

1. CalrŽticuline et hŽmopathies non-SMP 

 

Des altŽrations dÕexpression de CALR sont largement documentŽes dans des tumeurs 

solides. (Gold et al., 2010; Zamanian et al., 2013) La premi•re association de CALR avec une 

hŽmopathie maligne a portŽ sur lÕŽtude de mod•le de LAM exprimant les protŽines de fusion 

CBFB-MYH11 et AML1-MDS1-EVI1. Leur expression est associŽe ˆ lÕinduction de 

lÕexpression de CALR qui ˆ son tour inhibe lÕexpression et lÕactivitŽ du facteur de 

transcription C/EBP-! , participant ainsi au blocage de maturation des blastes. (Helbling, 

2005; Helbling et al., 2004) 

Plus rŽcemment, lÕexpression de CALR ˆ la surface des cellules de LMC, de LAM, de 

LAL, de SMD ou de lymphomes a ŽtŽ mise en Žvidence. (Chao et al., 2010; Pang et al., 2013) 

Cette expression nÕest pas liŽe ˆ une apoptose, mais pourrait •tre la consŽquence dÕun stress 

du RE comme cela a ŽtŽ montrŽ dans les LAM. (Fucikova et al., 2016) Comme indiquŽ 

prŽcŽdemment, lÕexpression de CALR ˆ la surface des cellules constitue un signal favorisant 

leur phagocytose. Les cellules malignes Žchappent ˆ cette destinŽe en exprimant ˆ leur surface 

le CD47. (Chao et al., 2010; Pang et al., 2013) 

LÕintŽr•t pour lÕŽtude de CALR dans les hŽmopathies malignes vient surtout de la 

dŽcouverte rŽcente de mutations de ce g•ne observŽes spŽcifiquement dans les SMP. 
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2. Les mutations de calrŽticuline dans les SMP : 

 

A. FrŽquence 

 

Les mutations de CALR ont ŽtŽ dŽcouvertes par deux Žquipes europŽennes en 

dŽcembre 2013. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) Elles constituent la 2•me 

mutation la plus frŽquente au cours des SMP Ph-nŽgatifs (derri•re JAK2V617F et devant 

celles de TET2). (Nangalia et al., 2013) De plus, ces mutations sont associŽes spŽcifiquement 

aux maladies prŽsentant une prolifŽration du compartiment mŽgacaryocytaire et affectent 

environ 25-30% des cas de TE et 20-30% des cas de MFP. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 

2013; Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014b, 2014c, 2014d) Si lÕon 

ne consid•re que les cas non mutŽs pour JAK2 ou MPL, cette proportion monte ˆ 60-70% 

pour les TE et 60-80% pour les MFP. Cette dŽcouverte diminue ˆ 8-10% la proportion de 

patients pour lesquels aucune mutation Ç initiatrice È nÕest mise en Žvidence (ces cas sont 

maintenant dŽsignŽs comme Ç triple nŽgatifs È). (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013)  

Ces mutations ont Žgalement ŽtŽ recherchŽes au cours dÔautres hŽmopathies et nÕont 

pas ŽtŽ retrouvŽes dans les PV, les LMC et les autres SMP. (Chauveau et al., 2017; Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) Nangalia et al. avait initialement observŽ des mutations de 

CALR au cours de 8% des SMD (Nangalia et al., 2013), mais dÕautres Žtudes semblent 

indiquer une frŽquence plus faible dans ces maladies, de lÕordre de 0-3,4%. (BrosŽus et al., 

2014; Hou et al., 2014; Klampfl et al., 2013; Patnaik et al., 2014) La frŽquence des mutations 

de CALR semble Žgalement faible au cours des syndromes fronti•res SMP/SMD tels que les 

SMP/SMD-RS-T (frŽquence dÕenviron 1%, BrosŽus et al., 2014) ou les LMMC (frŽquence de 

0-3%, Hou et al., 2014; Nangalia et al., 2013). Elles nÕont par ailleurs pas ŽtŽ observŽes au 

cours des LAM de novo, des tumeurs lympho•des, des cancers solides. (Nangalia et al., 2013) 

Comme JAK2V617F, les mutations de CALR semblent Žgalement survenir au cours 

de certaines formes moins classiques de SMP, telles que  

- les formes pŽdiatriques : 0-34% des TE (Giona et al., 2014; Langabeer et al., 

2014), 50% des MFP (An et al., 2014)  

- les formes familiales (Lundberg et al., 2014; Maffioli et al., 2014; Rumi et al., 

2014a) 
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- les thromboses splanchniques (mais avec une frŽquence plus anecdotique que 

JAK2V617F). (Haslam and Langabeer, 2014; Turon et al., 2014) 

Le g•ne CALR est localisŽ sur le bras court du chromosome 19 et est constituŽ de 9 

exons. Les mutations de CALR dans les SMP surviennent exclusivement au niveau de lÕexon 

9. Il sÕagit dÕinsertions et/ou dŽlŽtions ˆ lÕorigine dÕun dŽcalage du cadre de lecture dÕune 

paire de bases (pb). Ceci conduit ˆ la modification du domaine C de la protŽine qui devient 

alors basique (et donc chargŽ positivement) et ˆ la perte du motif KDEL. (Figure 17 et Figure 

18, Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) 

 

 

Figure 17 : ReprŽsentation schŽmatique de la sŽquence peptidique des 2 mutations de CALR les plus 

frŽquentes. 

Chaque barre reprŽsente un acide aminŽ. Les barres bleues dŽsignent les acides aminŽs acides, les 
barres roses-oranges les acides aminŽs basiques et les barres noires les codons stop. Les dŽlŽtions et 
insertions de lÕexon 9 de CALR conduisent ˆ une modification importante de la charge des rŽsidus 
terminaux (Klampfl et al., 2013). 

 

A ce jour plus dÕune cinquantaine de mutations diffŽrentes sont dŽcrites dans la 

littŽrature, mais les deux mutations les plus frŽquentes (c.1099_1150del, p.L367fs*46, 

dŽsignŽe comme la mutation de type 1 et c.1154_1155insTTGTC, p.K385fs*47 dŽsignŽe 

comme type 2) reprŽsentent 80-85% des cas. La mutation de type 1 correspond ˆ une dŽlŽtion 

de 52 pb, conduisant au remplacement de la quasi-totalitŽ des rŽsidus chargŽs nŽgativement 

par des rŽsidus chargŽs positivement. Elle reprŽsente environ 45-50% des cas totaux et est 

significativement plus frŽquente dans les MFP que dans les TE. (Rumi et al., 2013; Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) La mutation de type 2 correspond ˆ une insertion de 5 pb et 

conduit ˆ une modification moins importante du domaine C que la mutation de type 1. Elle 

reprŽsente environ 30-40% des cas de TE et 10-20% des cas de MFP. (Rumi et al., 2013; 

Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) La frŽquence des autres mutations ne dŽpasse pas 

2% des cas. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) Cependant, toutes les mutations de 
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CALR observŽes dans ces maladies conduisent ˆ la gŽnŽration dÕune protŽine comportant les 

m•mes 36 derniers acides aminŽs (Figure 18). Ces mutations sont exclusives des mutations 

JAK2V617F et MPLW515 (ˆ de rares exceptions pr•s) et sont gŽnŽralement observŽes ˆ lÕŽtat 

hŽtŽrozygote.(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) 

 

Figure 18 : SŽquence peptidique de certaines mutations de CALR 

Toutes les insertions et dŽlŽtions conduisent au m•me dŽcalage du cadre de lecture et ˆ la gŽnŽration 
dÕune sŽquence commune terminale de 36 acides aminŽs, ainsi quÕˆ la perte du motif KDEL. 
(Nangalia et al., 2013) 

 

DÕautres Ç mutations È de CALR ont par ailleurs ŽtŽ mises en Žvidence. Il existe chez 

certains individus des dŽlŽtions respectant le cadre de lecture (dŽlŽtions dÕun multiple de 3 

paires de bases). Pour certaines dÕentre elles, le caract•re germinal a pu •tre dŽmontrŽ, 

(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) suggŽrant lÕabsence de r™le de ces variants dans 

la physiopathologie des SMP. (He et al., 2015) Par ailleurs, des mutations ponctuelles de 

CALR ont ŽtŽ retrouvŽes dans des SMP (Jeromin et al., 2016; Klampfl et al., 2013; Lasho et 
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al., 2014; Lim et al., 2015) ainsi que dans des cas de lymphome. (Green et al., 2013) Les 

modifications quÕelles induisent au niveau protŽique Žtant tr•s diffŽrentes de celles induites 

par les mutations classiquement identifiŽes dans les SMP, leur r™le dans la physiopathologie 

des maladies dans lesquelles elles ont ŽtŽ identifiŽes reste peu probable. 

B. ParticularitŽs clinico-biologiques et pronostic 

 

Que ce soit dans les TE ou les MFP, les mutations de CALR sont associŽes ˆ une 

prŽsentation clinico-biologique distincte et un pronostic favorable par rapport ˆ la mutation 

JAK2V617F. 

Au cours des TE, les mutations de CALR sont associŽes ˆ un ‰ge plus jeune et une 

reprŽsentation masculine plus importante par rapport aux cas mutŽs JAK2V617F. (Rotunno et 

al., 2013; Rumi et al., 2013; Tefferi et al., 2014c) Par ailleurs, la prolifŽration semble plus 

spŽcifiquement atteindre la lignŽe mŽgacaryocytaire puisque les patients prŽsentent une 

thrombocytose plus marquŽe et des taux dÕhŽmoglobine et de leucocytes moindres que les 

patients mutŽs JAK2V617F. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; Klampfl et al., 2013; 

Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014c, 2014e) Toutefois, quelques diffŽrences pourraient 

distinguer les mutations de type 1 et de type 2. Les premi•res seraient prŽdominantes chez les 

hommes tandis que les secondes intŽresseraient des patients plus jeunes et prŽsentant une 

thrombocytose plus importante. (Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Elala et al., 

2016; Tefferi et al., 2014d; Trifa et al., 2014) En terme pronostique, les patients atteints de TE 

et mutŽs sur CALR ont un risque thrombotique diminuŽ par rapport aux patients mutŽs 

JAK2V617F (y compris dans les cas familiaux). (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; 

Klampfl et al., 2013; Tefferi et al., 2014c; Rumi et al., 2014a; Tefferi et al., 2014e, 2014d; 

Elala et al., 2016) Aucune diffŽrence en terme de survie ou de risque de transformation en LA 

nÕa ŽtŽ mise en Žvidence. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; Tefferi et al., 2014c, 

2014d, 2014e; Elala et al., 2016) Un sur-risque de transformation en MF a ŽtŽ observŽ dans 

trois Žtudes seulement. (Andrikovics et al., 2014; Nangalia et al., 2013; Pietra et al., 2016) 

Ces diffŽrentes donnŽes sont rŽsumŽes dans le Tableau 2. 

Dans les MFP, les patients prŽsentant des mutations de CALR sont statistiquement 

plus jeunes que les patients prŽsentant la mutation JAK2V617F. Ils prŽsentent habituellement 

une leucocytose moindre, une thrombocytose plus importante ainsi quÕune moins grande 
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frŽquence dÕanŽmie, dÕhyperleucocytose et de thrombopŽnie par rapport aux patients porteurs 

de la mutation JAK2V617F. (Klampfl et al., 2013; Rumi et al., 2014b; Tefferi et al., 2014f, 

2014b, 2014e) Par ailleurs, les mutations de CALR ont un impact pronostique favorable dans 

les MFP puisque les patients mutŽs sur ce g•ne prŽsentent une survie globale plus longue, y 

compris en cas dÕallogreffe de moelle osseuse. (Andrikovics et al., 2014; Guglielmelli et al., 

2014; Klampfl et al., 2013; Panagiota et al., 2014; Rumi et al., 2014b; Tefferi et al., 2014f, 

2014b, 2014e) Lˆ encore, un effet diffŽrentiel entre mutations de type 1 et mutations de type 2 

pourrait exister. Le bŽnŽfice en terme de survie pourrait nÕintŽresser que les mutations de type 

1 (et mutations apparentŽes). (Pietra et al., 2016; Tefferi et al., 2014g) Ces donnŽes restent 

cependant ˆ confirmer puisquÕune Žtude fran•aise a montrŽ des rŽsultats inverses. (Cabagnols 

et al., 2014) DiffŽrents travaux ont par ailleurs dŽterminŽ que les patients Ç triple-nŽgatifs È 

prŽsentaient le pronostic le plus dŽfavorable y compris dans les cas familiaux et en cas 

dÕallogreffe. (Tefferi et al., 2014b, 2014e; Rumi et al., 2014a; Panagiota et al., 2014) Ces 

diffŽrentes informations sont rŽsumŽes dans le Tableau 3. 
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3. ElŽments de physiopathologie 

 

A. CalrŽticulines mutŽes : des lectines anormales 

 

D•s leur dŽcouverte, il a ŽtŽ dŽmontrŽ que les mutations de CALR Žtaient capables de 

favoriser une prolifŽration cellulaire en absence de cytokine, suggŽrant un r™le initiateur du  

phŽnotype myŽloprolifŽratif pour ces mutations. (Klampfl et al., 2013) Leur implication dans 

le dŽveloppement des SMP a par la suite ŽtŽ dŽmontrŽe dans diffŽrents mod•les murins. 

Marty et al. et Elf et al. ont ainsi prŽsentŽ des expŽriences de greffes de cellules exprimant 

des protŽines CALR mutantes apr•s transduction virale. Dans la premi•re Žtude, les souris 

recevant des cellules exprimant les protŽines mutantes dŽveloppaient une maladie comparable 

ˆ une TE, Žvoluant par la suite en myŽlofibrose dans le cas des mutations de type 1. (Marty et 

al., 2016) Elf et al. ont ensuite confirmŽ que les mutations de CALR Žtaient suffisantes pour 

dŽclencher un SMP mimant une TE, sans toutefois retrouver dÕŽvolution en myŽlofibrose. 

(Elf et al., 2016) Dans les 2 Žtudes, les mutations ont ŽtŽ associŽes ˆ un avantage prolifŽratif 

au niveau du compartiment mŽgacaryocytaire, associŽ ˆ un avantage au niveau du 

compartiment cellules souches/progŽniteurs prŽcoces dans le cas du variant de type 1 

uniquement. (Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Une troisi•me Žtude basŽe sur un mod•le 

transgŽnique murin a finalement confirmŽ que lÕexpression des mutants de CALR conduisait 

au dŽveloppement dÕune maladie de type TE. (Shide et al., 2016) Dans ce mod•le, aucune 

Žvolution en myŽlofibrose nÕa ŽtŽ relevŽe. Notons cependant quÕaucun mod•le knock in 

permettant une expression des variants de CALR ˆ des taux physiologiques nÕa ŽtŽ publiŽ ˆ ce 

jour. NŽanmoins ces diffŽrentes donnŽes concordent avec les rŽsultats suggŽrant la prŽsence 

de ces mutations au niveau des cellules souches des patients et leur apparition prŽcoce au 

cours de la maladie. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) La prŽsence de ces mutations 

au niveau des cellules souches est Žgalement confirmŽe par leur possible mise en Žvidence 

chez les patients au niveau de toutes les lignŽes hŽmatopo•Žtiques. (El-Khoury et al., 2016) 

Une activation de la voie JAK2-STAT5 en lien avec lÕexpression de CALR mutante a 

rapidement ŽtŽ dŽmontrŽe sur un mod•le de lignŽe hŽmatopo•Žtique murine, les BaF3. 

(Klampfl et al., 2013) LÕactivation de cette voie de signalisation et lÕindŽpendance (ou 

hypersensibilitŽ) vis-ˆ -vis des cytokines ˆ laquelle elle est associŽe ont par la suite ŽtŽ 

confirmŽes, notamment sur dÕautres mod•les cellulaires : UT-7 (lignŽe humaine) transduites 
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et lignŽes humaines et murines ŽditŽes par technologie CRISPR. (Araki et al., 2016; Balligand 

et al., 2016; Elf et al., 2016; Nivarthi et al., 2016; Shide et al., 2016) Ainsi, bien que non 

impliquŽes directement dans la signalisation des rŽcepteurs aux cytokines, les mutations de 

CALR semblent donc mettre en jeu des mŽcanismes oncogŽniques similaires aux mutations 

JAK2V617F et MPLW515. Ces donnŽes concordent par ailleurs avec les rŽsultats de 

transcriptomique rapportant une activation de cette voie de signalisation chez les patients 

mutŽs pour CALR. (Rampal et al., 2014) Outre la voie JAK-STAT, dÕautres voies de 

signalisation sont Žgalement mises en jeu, principalement la voie des MAPK, et dans une bien 

moindre mesure la voie PI3K-AKT. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Kollmann et 

al., 2017; Marty et al., 2016) LÕactivation de la voie des MAPK semble participer ˆ lÕavantage 

en terme de diffŽrenciation mŽgacaryocytaire confŽrŽ par les mutations de CALR. (Kollmann 

et al., 2017) Notons que ces effets fonctionnels sont bien le fait dÕun gain de fonction liŽ ˆ la 

nouvelle sŽquence du domaine C puisque la dŽlŽtion de lÕexon 9 nÕest pas associŽe ˆ quelque 

effet fonctionnel que ce soit. (Chachoua et al., 2016; Marty et al., 2016) Ces donnŽes sont 

cohŽrentes avec le fait que les mutations retrouvŽes chez les patients gŽn•rent de mani•re 

constante une m•me sŽquence de 36 acides aminŽs au niveau terminal des protŽines mutŽes, 

et lÕabsence de mutation tronquant la protŽine sauvage. 

Cependant, le pouvoir oncogŽnique associŽ aux mutations de CALR diff•re de celui 

associŽ ˆ la mutation JAK2V617F dans la mesure o• celui-ci sÕexprime uniquement au niveau 

de cellules exprimant MPL. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Elf et al., 2016; Marty 

et al., 2016) Aucun effet fonctionnel (phosphorylation de STAT5 ou prolifŽration en absence 

de cytokine) nÕest observŽ en prŽsence dÕautres rŽcepteurs aux cytokines, notamment avec le 

rŽcepteur ̂ lÕŽrythropo•Žtine pourtant proche de MPL en terme de structure. (Chachoua et al., 

2016; Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Une (petite) exception a cependant ŽtŽ observŽe 

pour le rŽcepteur au G-CSF, dont il a ŽtŽ dŽmontrŽ quÕil pouvait dŽclencher une activation de 

STAT5 en prŽsence de CALR mutŽe, sans toutefois permettre une indŽpendance des cellules 

vis-ˆ -vis des cytokines (Chachoua et al., 2016; Marty et al., 2016). Cette association 

nŽcessaire avec MPL explique la spŽcificitŽ de prolifŽration sur le compartiment 

mŽgacaryocytaire observŽe in vitro et in vivo et suggŽrŽe par la prŽsentation biologique des 

patients au diagnostic. 

Si les mŽcanismes prŽcis dÕactivation de la signalisation initiŽe par MPL en prŽsence 

des mutants de CALR restent ˆ dŽterminer prŽcisŽment, quelques informations ont dŽjˆ ŽtŽ 
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avancŽes. La premi•re donnŽe importante est lÕinteraction physique spŽcifique qui existe entre 

les CALR mutantes et le rŽcepteur MPL. Ainsi seules les protŽines CALR mutŽes 

interagissent avec MPL. (Araki et al., 2016; Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Par contre, la 

spŽcificitŽ dÕinteraction de ces protŽines envers le rŽcepteur MPL reste discutŽe : Araki et al. 

rapportent lÕexistence dÕune interaction entre CALR mutŽes et rŽcepteurs ˆ lÕŽrythropo•Žtine 

et au G-CSF, tandis que Elf et al. ne la retrouvent pas. Cependant, une interaction avec ce 

dernier est probable puisque Chachoua et al. ont mis en Žvidence une activation de la voie 

JAK2-STAT lorsque les CALR mutantes Žtaient exprimŽes conjointement avec le rŽcepteur 

au G-CSF. Au niveau de MPL, seule la partie extracellulaire est nŽcessaire ˆ lÕinteraction 

avec les CALR mutŽes. Plus particuli•rement, cette liaison nŽcessite les sites de glycosylation 

de MPL (principalement le plus distal). Au niveau de CALR, ce sont les sites dÕinteraction 

avec les glycans prŽsents au niveau du domaine N (notamment la phŽnylalanine 106 et 

lÕaspartate 135) qui assurent lÕinteraction. Notons que cette liaison se fait indŽpendamment du 

site de liaison de MPL ˆ  la TPO. La liaison de CALR ˆ MPL stabiliserait ainsi une 

conformation du rŽcepteur associŽe ˆ lÕactivation dÕune signalisation. Cette liaison serait 

Žgalement associŽe avec une altŽration du trafic de MPL dans la voie de sŽcrŽtion, 

puisquÕelles sont associŽes ˆ une augmentation de la proportion de MPL prŽsentant des motifs 

glycans immatures (non ŽditŽs dans le Golgi, Chachoua et al., 2016) Les effets de 

lÕexpression des mutants de CALR sur lÕexpression de MPL ˆ la surface des cellules restent 

Žgalement discutŽs. (Araki et al., 2016; Balligand et al., 2016) NŽanmoins plusieurs Žquipes 

ayant observŽ une attŽnuation de la rŽponse ˆ la TPO en prŽsence de CALR mutŽe, on peut 

imaginer que cet effet soit liŽ ˆ une moindre prŽsence de son rŽcepteur ˆ la surface des 

cellules. (Balligand et al., 2016; Marty et al., 2016; Shide et al., 2016) 

Les raisons de cette interaction aberrante CALR mutŽe-MPL ont ŽtŽ ŽtudiŽes. Le 

mod•le proposŽ par Araki et al. est le suivant. Dans la calrŽticuline sauvage, lÕinteraction 

entre le domaine N de CALR et MPL est inhibŽe par le domaine P. Cette inhibition est par 

contre levŽe en prŽsence de la nouvelle sŽquence du domaine C gŽnŽrŽe par les mutations. 

(Araki et al., 2016) Elf et al. ont de plus mis en Žvidence que cette propriŽtŽ du domaine C 

mutŽ nÕŽtait pas liŽe directement ˆ une sŽquence en acides aminŽs spŽcifique, mais aux 

multiples charges positives crŽŽes par les mutations. En effet, le remplacement de tous les 

rŽsidus non chargŽs par des glycines ne modifie pas le pouvoir oncogŽnique des protŽines. 

(Elf et al., 2016) Ceci concorde avec le fait que des mutations de la calrŽticuline murine 

(del52, ins5 et del61) sont capables dÕinduire une activation du rŽcepteur MPL humain et ce 
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malgrŽ une sŽquence diffŽrente de leurs homologues humains. (Balligand et al., 2016) 

 

B. Autres hypoth•ses 

 

a. Impact sur la signalisation calcique 

 

LÕune des deux grandes fonctions de la calrŽticuline Žtant dÕassurer un r™le de tampon 

calcique, la question de lÕimpact des mutations de CALR sur la signalisation associŽe ˆ cet 

ŽlŽment Žtait lŽgitime, dÕautant plus que ces mutations perturbent directement les rŽsidus 

impliquŽs dans cette fonction. A ce jour, une seule Žtude sÕest intŽressŽe ˆ cette hypoth•se. 

Celle-ci a montrŽ que les mutations associŽes ˆ la conservation du minimum de rŽsidus 

chargŽs nŽgativement (dŽnommŽes mutations type 1-like) augmentaient lÕamplitude de la 

libŽration du calcium depuis le RE, ainsi que lÕinflux de calcium dans les cellules ˆ partir du 

milieu extracellulaire. Les autres mutations qui conservent plus de rŽsidus chargŽs 

nŽgativement (et donc encore capables de lier le calcium) ne semblent pas perturber de 

mani•re significative la signalisation calcique. (Pietra et al., 2016) Dans les expŽriences in 

vitro prŽsentŽes dans le paragraphe prŽcŽdent, lÕintensitŽ de signalisation en aval de MPL ne 

diffŽrait pas entre les mutations de type 1 et de type 2. Il est donc possible que les diffŽrences 

phŽnotypiques observŽes entre ces 2 mutations chez les patients dÕune part, et dans les 

mod•les murins dÕautre part, soient liŽes ˆ cet effet diffŽrentiel sur la signalisation calcique. 

b. R™le paracrine 

 

Devant le r™le de la calrŽticuline dans la voie de sŽcrŽtion des glycoprotŽines et 

lÕimportance des cytokines dans la rŽgulation de lÕhŽmatopo••se, quelques Žquipes se sont 

intŽressŽes ˆ rechercher un effet paracrine qui pourrait participer au pouvoir oncogŽnique 

associŽ aux mutations de CALR. Si les mutations de CALR de type 1 semblent favoriser la 

sŽcrŽtion de diverses cytokines (principalement GM-CSF, IL-10, IL-12, MIP-1!  et MIP-1" ), 

les mutations de type 2 ne sont pas associŽes au m•me profil sŽcrŽtoire (elles stimulent 

principalement la sŽcrŽtion dÕIL-7 et de MIG). (Garbati et al., 2016) Cependant, cette Žtude ne 

sÕest intŽressŽe quÕˆ la sŽcrŽtion de cytokines par des monocytes purifiŽs ˆ partir de 

prŽl•vements de patients prŽsentant une mutation de CALR ou conditionnŽs par du 
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surnageant de cellules HeLa transfectŽes avec diffŽrentes formes de CALR. LÕŽtude du 

sŽcrŽt™me des cellules hŽmatopo•Žtiques prŽsentant des caractŽristiques mŽgacaryocytaires 

aurait probablement ŽtŽ plus appropriŽe pour Žvaluer ces aspects physiopathologiques. 

NŽanmoins, la co-culture dÕUT-7 non modifiŽes et dÕUT-7 exprimant la forme mutŽe type 2 

de CALR ne semble pas favoriser la croissance des premi•res en prŽsence ou en absence 

dÕapport exog•ne de TPO. (Araki et al., 2016) De la m•me mani•re, lÕadjonction de 

concentrŽs de surnageants de cellules 32D exprimant la mutation de type 1 de CALR ne 

permet pas de rendre indŽpendantes aux cytokines des cellules exprimant la forme sauvage de 

CALR. (Han et al., 2016) Ce mode dÕaction paracrine sÕil existe ne semble donc pas majeur 

dans la physiopathologie des SMP associŽe aux mutations de CALR. 

c. Phagocytose 

 

Etant donnŽ le r™le de lÕexpression de CALR ˆ la surface des cellules dans la 

phagocytose, et suivant lÕhypoth•se selon laquelle la perte du motif KDEL dans les protŽines 

mutantes affecte leur localisation, une association entre mutations de CALR et sensibilitŽ 

diffŽrentielle ˆ la phagocytose a ŽtŽ recherchŽe. Si certains groupes ont suggŽrŽ une 

augmentation de lÕexpression de CALR mutŽe ˆ la surface des cellules (Araki et al., 2016; 

Vainchenker, 2016) la sensibilitŽ des cellules ˆ la phagocytose ne semble pas modifiŽe par les 

mutations de CALR. (Daitoku et al., 2016)  

4. Recherche des mutations de CALR et quantification des charges allŽliques 

 

A. IntŽr•t  de la quantification des charges allŽliques dans les SMP : lÕexpŽrience 

JAK2V617F 

 

D•s la description des mutations JAK2V617F, des profils variŽs ont ŽtŽ observŽs, 

certains patients prŽsentant une disparition quasi compl•te de lÕall•le sauvage, tandis que 

dÕautres semblaient porter la mutation avec une charge plus faible. (James et al., 2005) Des 

Žtudes ultŽrieures ont indiquŽ que les diffŽrents SMP Žtaient associŽs ˆ des charges allŽliques 

variables. La moitiŽ des patients ayant une PV ou une MFP se prŽsentent ainsi avec une 

charge mutationnelle supŽrieure ˆ 50%, alors que la plupart des cas de TE prŽsentent des 

charges infŽrieures ˆ 50%. (Larsen et al., 2007; Lippert et al., 2006) La dŽtermination des 

charges allŽliques au diagnostic permet ainsi de diffŽrencier les types de SMP. Ce param•tre 
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peut Žgalement apporter une valeur pronostique : les patients polyglobuliques avec les charges 

JAK2V617F les plus ŽlevŽes Žvoluent plus volontiers vers une myŽlofibrose et prŽsentent un 

risque de thrombose plus important. Dans les TE, les fortes charges allŽliques JAK2V617F 

prŽdiraient Žgalement un risque thrombotique majorŽ. (Vannucchi et al., 2007) Au contraire 

dans les MFP, un pronostic pŽjoratif est associŽ aux charges allŽliques les plus faibles. 

(Guglielmelli et al., 2009) 

Outre la caractŽrisation des patients au diagnostic, la dŽtermination de la charge 

allŽlique est intŽressante pour suivre lÕefficacitŽ des traitements proposŽs aux patients. Le 

mŽdicament le plus efficace ˆ ce jour pour rŽduire la taille du clone malin est lÕinterfŽron ! 2a 

dont il a ŽtŽ montrŽ quÕil pouvait induire des rŽmissions molŽculaires. (Kiladjian et al., 

2008b) De la m•me mani•re, les allogreffes de moelle osseuse, seul traitement 

potentiellement curateur, sÕaccompagnent dÕune diminution drastique de la charge 

mutationnelle JAK2V617F. Les patients pour lesquels la mutation reste dŽtectable ˆ un taux 

supŽrieur ˆ 1% un mois apr•s la greffe sont ˆ plus haut risque de rechute. Une surveillance 

rigoureuse des patients permet ainsi de guider les interventions par exemple en rŽalisant des 

injections de lymphocytes du donneur. (Kršger et al., 2009; Lange et al., 2013) 

B. Techniques de dŽtection des mutations de CALR 

 

Depuis la dŽcouverte des mutations de CALR, diffŽrentes techniques ont ŽtŽ 

dŽveloppŽes afin de permettre leur dŽtection chez les patients. Si le sŽquen•age Ç classique È 

de type Sanger permet dÕemblŽe dÕidentifier la mutation portŽe par les patients, il  prŽsente de 

nombreuses contraintes en termes de cožt, de temps ainsi quÕune faible sensibilitŽ (estimŽe ˆ 

10-20% en gŽnŽral). Le sŽquen•age ˆ haut dŽbit (qui a permis lÕidentification de ces 

mutations) permet de gagner en terme de sensibilitŽ de dŽtection, (Jeromin et al., 2016) mais 

les diffŽrentes technologies existantes nÕŽtant pas forcŽment tr•s adaptŽes ˆ la dŽtection de 

mutations de type insertions/dŽlŽtions et leur application restant restreinte ˆ des laboratoires 

tr•s spŽcialisŽs, leur utilisation en pratique courante reste tr•s limitŽe. DiffŽrentes mŽthodes 

de criblage ont ainsi ŽtŽ dŽveloppŽes. Une premi•re technique est lÕHRM (High Resolution 

Melting), basŽe sur lÕanalyse ˆ haute rŽsolution du profil de dŽnaturation des amplicons. (Chi 

et al., 2014; Lim et al., 2015) Celle-ci ne permet cependant pas dÕidentifier les variants non 

pathologiques de CALR (dŽlŽtions conservant le cadre de lecture), ni dÕestimer la charge 

allŽlique des mutations. LÕanalyse de fragment consiste ˆ rŽaliser une PCR Ç classique È, si ce 
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nÕest que lÕune des amorces utilisŽes est marquŽe par un fluorochrome. Les amplicons sont 

ensuite sŽparŽs par Žlectrophor•se capillaire afin de dŽterminer leur taille. Cette mŽthode est 

celle dŽcrite dans la publication de Klampfl et al. RapportŽe par la suite dans diffŽrentes 

Žtudes, son utilisation est largement rŽpandue dans les laboratoires hospitaliers. (Rumi et al., 

2013; Klampfl et al., 2013; BrosŽus et al., 2014; Langabeer et al., 2014) Cette technique 

prŽsente lÕavantage dÕestimer la charge allŽlique ˆ partir des aires sous les pics 

dÕŽlectrophorŽgramme. Pour ces deux approches cependant, la confirmation du type de 

mutation nŽcessite la mise en Ïuvre dÕun sŽquen•age. 

Du fait de lÕexpŽrience acquise avec JAK2V617F, diffŽrentes Žquipes ont souhaitŽ 

dŽvelopper des techniques permettant dÕŽvaluer plus prŽcisŽmment la charge allŽlique. 

Certaines sont basŽes sur le principe de la PCR en temps rŽel. (Kj¾r et al., 2016; Zinke et al., 

2015) Une autre approche est basŽe sur le principe de la PCR digitale. (Anelli et al., 2016; 

Badbaran et al., 2016; Mansier et al., 2016) Celle-ci correspond ˆ la rŽalisation dÕune PCR en 

point final rŽalisŽe apr•s partitionnement de lÕŽchantillon. La quantification (absolue) est alors 

obtenue en dŽnombrant le nombre de partitions o• une amplification est dŽtectŽe. (Vogelstein 

and Kinzler, 1999) 

C. Etude des charges allŽliques CALR et corrŽlations clinico-biologiques 

 

A ce jour, peu de travaux se sont intŽressŽs ˆ lÕŽtude des charges allŽliques CALR. 

Plusieurs Žquipes ont rapportŽ des charges allŽliques significativement supŽrieures aux 

charges JAK2V617F. En fait, ce qui frappe le plus est une certaine homogŽnŽitŽ des valeurs 

observŽes pour les mutation de CALR comparativement ˆ JAK2V617F. Ainsi, les charges 

mutationnelles CALR sont rarement infŽrieures ˆ 10%, et exc•dent exceptionnellement 50%. 

(Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016) En ce qui concerne les 

MFP, les rŽsultats sont encore plus regroupŽs, la quasi-totalitŽ des cas prŽsentant une charge 

allŽlique de 50%. (Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014) Dans ces conditions, la 

recherche dÕune corrŽlation entre charge mutationnelle et phŽnotype para”t plus compliquŽe 

quÕavec les mutations de JAK2. Cependant, il semblerait que les patients prŽsentant des 

charges allŽliques plus faibles aient une leucocytose et une thrombocytose moindre, alors que 

leur taux dÕhŽmoglobine serait supŽrieur. (Andrikovics et al., 2014) Par ailleurs, les patients 

atteints de TE et prŽsentant une charge allŽlique faible (<10%) seraient quant ˆ eux plus 

jeunes. (Jeromin et al., 2016) Ces donnŽes nÕont toutefois jamais ŽtŽ confirmŽes. 
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Comme pour JAK2V617F, la quantification de la charge allŽlique des mutations de 

CALR constitue Žgalement un bon moyen dÕŽvaluer la rŽponse aux traitements. Il a ainsi ŽtŽ 

dŽmontrŽ quÕun traitement par interfŽron ou une allogreffe de moelle osseuse pouvait 

sÕaccompagner dÕune diminution de la charge voire dÕune disparition de la mutation. 

(Cassinat et al., 2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2015)   
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OBJECTIFS 

 

Rapidement apr•s la dŽcouverte des mutations de CALR, nous avons souhaitŽ apporter 

notre contribution ˆ la comprŽhension des mŽcanismes physiopathologiques qui leur sont 

associŽs. Une approche assez globale a ŽtŽ envisagŽe, afin de caractŽriser ces mutations 

dÕabord sur un plan translationnel, mais Žgalement dans des aspects plus fondamentaux. 

 

Forts de notre expertise sur la quantification des charges allŽliques JAK2V617F, la 

question dÕune caractŽrisation fine des patients prŽsentant une mutation de CALR en terme de 

charge mutationnelle nous a semblŽ intŽressante. Nous avons pour ce faire dŽveloppŽ un outil 

prŽcis et sensible permettant de rechercher et quantifier prŽcisŽment la charge allŽlique des 

mutations de type 1 et de type 2 CALR. La technique de PCR digitale que nous avons mise au 

point sÕest Žgalement rŽvŽlŽe •tre un outil utile pour lÕŽtude des propriŽtŽs des protŽines 

mutantes (voir en dessous). 

 

Concernant les aspects fondamentaux, nous avons voulu tirer parti de lÕassociation des 

compŽtences de notre Žquipe, spŽcialisŽe dans lÕŽtude des syndromes myŽloprolifŽratifs, et de 

celle du Dr Eric Chevet, rŽfŽrente dans lÕŽtude de la biologie du rŽticulum endoplasmique. Le 

projet avait initialement pour but de dŽterminer lÕimpact de lÕexpression des protŽines mutŽes 

sur lÕhomŽostasie du RE. Nous souhaitions notamment dŽterminer lÕimplication du stress du 

RE dans le dŽveloppement des maladies associŽes ˆ ces mutations ou encore Žvaluer leur 

impact sur la synth•se des glycoprotŽines sŽcrŽtŽes et membranaires. Cependant, d•s nos 

premi•res Žtudes protŽiques, nous avons constatŽ la tr•s faible expression des protŽines 

mutantes dans les diffŽrents mod•les exploitŽs (lignŽes cellulaires et prŽl•vements primaires 

de patients). LÕabsence de dŽfaut transcriptionnel ayant ŽtŽ ŽcartŽ par la quantification des 

charges allŽliques CALR sur ARN par PCR digitale, nous avons explorŽ lÕhypoth•se dÕune 

dŽgradation des protŽines dans les cellules. Cette hypoth•se sÕŽtant rŽvŽlŽe exacte, la 

comprŽhension des mŽcanismes impliquŽs dans ce processus nous a paru importante tant pour 

Žvaluer son r™le dans le dŽveloppement des SMP, que pour proposer une approche 

thŽrapeutique intŽressante en modulant ce phŽnom•ne. 
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Enfin, dans le but de renforcer lÕassociation de ces mutations avec la prolifŽration 

portant spŽcifiquement sur le compartiment mŽgacaryocytaire, nous avons recherchŽ les effets 

de la diffŽrenciation vers ce lignage sur les niveaux dÕexpression des protŽines CALR 

mutantes.  
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1. Synth•se de lÕarticle 

 

Deux techniques de quantification des mutations de CALR ont ŽtŽ dŽveloppŽes dans 

notre Žquipe. La premi•re, utilisŽe en routine, est lÕanalyse de fragments. Celle-ci consiste en 

une rŽaction de PCR en point final dans laquelle lÕune des amorces porte un fluorochrome. La 

taille des amplicons est ensuite dŽterminŽe par Žlectrophor•se capillaire. La proportion des 

diffŽrents amplicons peut alors •tre estimŽe ˆ partir des aires sous les pics leur correspondant. 

Afin de disposer dÕune technique plus sensible et plus prŽcise, une quantification des 

mutations de type 1 et de type 2 par PCR digitale a ŽtŽ dŽveloppŽe. La PCR digitale consiste 

en la rŽalisation dÕune PCR en point final apr•s partitionnement de lÕŽchantillon. Dans le cas 

de la PCR digitale dŽveloppŽe par BioRad, ce partitionnement est obtenu en rŽalisant la 

rŽaction en Žmulsion. LÕŽchantillon est ainsi emprisonnŽ dans des goutelettes dÕhuiles dans 

lesquelles lÕamplification de la cible se fait de mani•re indŽpendante. LÕapplication dÕune loi 

de poisson permet alors une quantification absolue du nombre de copies de la cible ˆ partir du 

nombre de partitions dans lesquelles une amplification a ŽtŽ obtenue.  

Bien que rŽalisable aussi bien sur ADN que sur ARN, il est habituel en pratique 

courante de dŽterminer les charges mutationnelles ˆ partir dÕADN, moins sujet ˆ des 

dŽgradations. Cette pratique permet dÕestimer la taille du clone malin. LÕutilisation dÕARN 

(non recommandŽe pour le diagnostic ou le suivi des patients) a quant ˆ elle 2 buts potentiels : 

Žvaluer les niveaux dÕexpression des formes sauvages et mutŽes, et Žventuellement gagner en 

sensibilitŽ. 

Dans un premier temps, nous avons dŽterminŽ les performances analytiques des 2 

techniques dŽveloppŽes. Dans nos mains, lÕanalyse de fragments prŽsente respectivement une 

sensibilitŽ de 3% et 1,5% pour les mutations de type 1 et 2 avec une variabilitŽ relativement 

importante, particuli•rement pour les faibles charges. Comme attendu, la sensibilitŽ de la 

quantification par PCR digitale est bien supŽrieure, permettant la dŽtection de mutations 

prŽsentes ˆ tr•s faible niveau (0,025% pour les 2 mutations). La prŽcision de la quantification 

est Žgalement bien amŽliorŽe avec cette technique comparativement ˆ lÕanalyse de fragments. 

Dans un deuxi•me temps, nous avons comparŽ les rŽsultats obtenus par les 2 mŽthodes 

sur les m•mes Žchantillons. Ceci nous a permis de dŽmontrer que la technique dÕanalyse de 
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fragments a tendance ˆ sur-estimer les charges allŽliques < 50% et sous-estimer les charges > 

50%, alors que la PCR digitale ne semble pas prŽsenter de dŽviation par rapport aux valeurs 

thŽoriquement attendues. 

Enfin, lÕinter•t de la quantification des charges allŽiques CALR par PCR digitale dans 

le suivi des patients a ŽtŽ dŽmontrŽ pour le cas des allogreffes de moelle osseuse dans le cadre 

de myŽlofibroses. Comme prŽcŽdemment rapportŽ, les charges mutationnelles diminuent 

fortement apr•s allogreffe, devenant parfois indŽtectables. Pour lÕun des 4 patients ŽtudiŽs, la 

mutation est rŽapparue ˆ un taux tr•s faible, dŽtectable uniquement par PCR digitale. Ceci a 

prŽcŽdŽ une rechžte quelques temps apr•s. De mani•re prospective, on aurait pu envisager 

une modulation de lÕimmunothŽrapie, voire une rŽinjection des lymphocytes du donneur pour 

Žviter cette rechute. 
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2. RŽsultats complŽmentaires 

 

Comme nous allons le dŽvelopper dans la 2•me partie, la suite de notre travail a consistŽ ˆ 

dŽterminer les mŽcanismes conduisant ˆ la faible expression des protŽines CALR mutantes 

comparativement ˆ la protŽine sauvage. La premi•re raison ˆ Žcarter Žtait un dŽfaut 

transcriptionnel ou une dŽgradation des ARNm de la forme mutante. Nous avons ainsi Žtabli 

des comparaisons de charges mutationnelles sur des prŽl•vements de patients ˆ partir dÕADN 

et dÕARN. Ces acides nuclŽiques ont ŽtŽ extraits de polynuclŽaires neutrophiles purifiŽs ou de 

leucocytes totaux. Dans ce dernier cas, une correction par la propotion de polynuclŽaires 

permet dÕestimer le rŽsultat qui aurait ŽtŽ obtenu sur une population purifiŽe. (Hermouet et al., 

2007) La Figure 19 illustre que les rŽsultats obtenus sur ARN apr•s correction sont assez 

comparables ˆ ceux observŽs sur ADN extrait de polynuclŽaires neutrophiles. Une 

comparaison sur des acides nuclŽiques extraits des m•mes populations cellulaires confirme 

par ailleurs ces donnŽes (Figure 20). 

 

 

 

 

Figure 19 : Comparaison des charges allŽliques CALR dŽterminŽes ˆ partir dÕADN et dÕARN 

Les charges allŽliques des mutants CALR dŽterminŽes par analyse de fragments (A) ou PCR digitale 
(B) ont ŽtŽ comparŽes entre ADN de polynuclŽaires neutrophiles (ADN PNN), ARN de leucocytes 
totaux (ARN GB) et ARN de leucocytes totaux apr•s correction par la polynuclŽose neutrophile (ARN 
GB corrigŽ) sur des prŽl•vements effectuŽs ˆ la m•me date. 
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Figure 20 : Comparaison des charges allŽliques des mutants CALR dŽterminŽes ˆ partir dÕADN et 

dÕARN 

Les charges allŽliques CALR dŽterminŽes par analyse de fragments ont ŽtŽ comparŽes entre ADN et 
ARN extraits des m•mes populations cellulaires : polynuclŽaires neutrophiles (A) ou leucocytes totaux 
(B). Dans les 2 cas, les 2 types dÕacides nuclŽiques ont ŽtŽ extraits ˆ partir du m•me prŽl•vement. 
 

La technique de PCR digitale nous a Žgalement ŽtŽ utile pour dŽterminer les niveaux 

dÕexpression des ARNm des variants de CALR dans nos lignŽes cellulaires. En effet, lÕajout 

de lÕŽtiquette ˆ la partie C-terminale de la protŽine (un Žpitope Myc-6-Histidine) nous a 

conduit ˆ supprimer la partie 3Õ non traduite. Or cÕest ˆ ce niveau que lÕamorce anti-sens 

utilisŽe en analyse de fragments sÕhybride. De ce fait, seule la technique de PCR digitale Žtait 

utilisable pour dŽterminer les niveaux dÕexpression des ARNm de nos transg•nes, qui se sont 

rŽvŽlŽs •tre au moins Žgaux ˆ ceux de la forme sauvage endog•ne. 

Ces diffŽrentes donnŽes nous ont permis de conclure que les faibles niveaux 

dÕexpression des protŽines CALR mutantes nÕŽtaient pas liŽs ˆ un dŽfaut transcriptionnel ou 

une hyper-dŽgradation de leurs ARNm.   
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1. Synth•se de lÕarticle 

 

La calrŽticuline Žtant un acteur central dans le contr™le qualitŽ des glycoprotŽines 

sŽcrŽtŽes, nous nous sommes intŽressŽs dans un premier temps ˆ Žtudier lÕimpact des 

mutations de CALR sur lÕhomŽostasie du RE. Nos rŽsultats indiquent que lÕexpression de ces 

protŽines aberrantes perturbe peu ou pas lÕŽquilibre de ce compartiment cellulaire. Ceci 

concorde avec des rŽsultats dÕŽtude de stress du RE effectuŽe chez des patients atteints de 

SMP : les patients prŽsentant des mutations de CALR exhibent des niveaux dÕŽpissage de 

XBP1 comparable ˆ celui de patients non atteints de SMP. 

Au dŽbut de notre travail, nous avons observŽ dans des lignŽes HEK293T transfectŽes 

et des lignŽes hŽmatopo•Žtiques transduites que les niveaux dÕexpression des protŽines 

mutantes Žtaient bien infŽrieurs ˆ celui de la protŽine sauvage. LÕŽvaluation des charges 

allŽliques CALR sur ARN nous a permis dÕŽcarter des probl•mes de transcription de nos 

transg•nes. Cette faible expression des protŽines mutŽes a par ailleurs ŽtŽ confirmŽe au niveau 

de plaquettes et de polynuclŽaires de patients exprimant la protŽine mutŽe de fa•on endog•ne. 

Nous avons donc voulu dŽterminer les raisons de cette faible accumulation dans les cellules. 

Les mutations de CALR Žtant associŽes ˆ la perte du motif de rŽtention dans le RE, la 

premi•re hypoth•se Žtait celle dÕune hypersŽcrŽtion des protŽines mutantes. Cependant, que 

ce soit sur HEK293T ou sur les lignŽes hŽmatopo•Žtiques (K562, DAMI, TF-1 et UT-7), 

aucun exc•s de relargage dans le milieu extracellulaire nÕa pu •tre dŽtectŽ. 

La deuxi•me hypoth•se expliquant la faible expression des protŽines mutantes Žtait 

celle dÕune dŽgradation. Le traitement des cellules par des inhibiteurs du protŽasome (MG132 

et lactacystine) a permis dÕobserver de mani•re tr•s reproductible une forte augmentation de 

lÕexpression des CALR mutŽes, pointant une dŽgradation dans laquelle la voie ERAD-

protŽasome joue un r™le prŽpondŽrant. LÕinhibition de la voie autophagique ayant un effet 

plus faible, cette voie semble plus accessoire dans le phŽnom•ne de dŽgradation. 

LÕutilisation dÕinhibiteurs de glucosidase et de mannosidase nous a indiquŽ que cette 

dŽgradation nÕŽtait pas mŽdiŽe par des anomalies de motifs N-glycosylŽs. Par contre, un 

criblage molŽculaire avec des siARN nous a permis dÕidentifier EDEM3 comme un acteur 
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majeur dans cette dŽgradation, son extinction permettant dÕaugmenter lÕexpression des 

protŽines mutantes de type 1 et de type 2. 

Pour finir, nous avons voulu dŽterminer si EDEM3 pouvait constituer une cible 

thŽrapeutique intŽressante pour atteindre spŽcifiquement les clones prŽsentant une mutation 

de CALR. Une premi•re approche a consitŽ ˆ sur-exprimer EDEM3 afin de Ç nettoyer È les 

cellules des protŽines mutŽes persistantes dans les cellules. Cette approche nÕa cependant pas 

permis dÕinhiber la prolifŽration associŽe aux protŽines mutantes. Une deuxi•me approche a 

consistŽ au contraire ̂ rechercher les effets dÕune extinction dÕEDEM3 sur la survie et la 

prolifŽration cellulaire. Selon cette seconde hypoth•se, la dŽgradation des protŽines mutantes 

est nŽcessaire afin quÕelles nÕexercent pas dÕeffet toxique. Les rŽsultats de cette partie ne sont 

cependant pas encore disponibles. 
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Abstract 

Mutations in the Calreticulin gene (CALR) observed in Myeloproliferative Neoplasms 

(MPN) were recently shown to be pathogenic via their interaction with MPL and the 

subsequent activation of the JAK-STAT pathway. However, little is known on the biological 

properties of those variant CALR proteins and their impact on endoplasmic reticulum (ER) 

homeostasis. In this study, we showed that expression of CALR mutants does not 

compromise ER homeostasis in cultured cells or in patientsÕ samples nor the sensitivity of 

hematopoietic cells towards ER stress-induced cell death. Interestingly, we showed that the 

expression of CALR variants is generally low because of their degradation mostly through an 

ER Associated Degradation (ERAD)-proteasome pathway. Furthermore we identified 

EDEM3 as the major ERAD component involved in the degradation of CALR variants. We 

propose that EDEM3 and more generally the ERAD could be considered as potential 

therapeutic targets for selectively inhibiting the CALR mutant-dependent proliferation 

associated with MPN. 
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Introduction 

 

Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (PMF) are classical 

Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (MPN) characterized by a proliferation 

predominantly affecting the megakaryocytic compartment.(1) The pathophysiology of these 

hematological malignancies became clearer after the discovery of mutations in JAK2 (2,3,4,5) 

and in the thrombopoietin receptor MPL(6) that were responsible for the constitutive 

activation of the JAK-STAT pathway. More recently mutations in the calreticulin gene 

(CALR) bridged some gaps in the mechanisms underlying the oncogenesis of JAK- and MPL-

unmutated ET and PMF.(7,8) Calreticulin is an endoplasmic reticulum (ER) resident lectin 

mainly involved in the quality control and productive folding of secretory glycoproteins.(9) 

Calreticulin, together with its transmembrane homolog calnexin(10), binds monoglucosylated 

newly synthesized glycoproteins and contribute to their productive folding before export to 

their final destination site.(11) When newly synthesized glycoproteins cannot achieve proper 

folding due to the presence of mutations or environmental challenges, they enter a 

glycoprotein quality control machinery comprising UDP-glucose glucosyl transferases 

(UGGT) and ER mannosidases that will allow for more folding cycles.(12) If they still fail to 

achieve the expected conformation, improperly folded glycoproteins are triggered for 

degradation through the ER Associated Degradation (ERAD)-proteasome system.(13) In 

some circumstances, for instance when ERAD is saturated, misfolded proteins can 

accumulate in the ER thereby leading to a condition known as ER stress.(14) ER stress 

triggers an adaptive signaling pathway named the Unfolded Protein Response (UPR) that 

aims at restoring ER homeostasis.(15)  

The CALR mutations discovered in ET and PMF consist of +1/-2 frameshift mutations 

in the exon 9 leading to the generation of a novel, positively charged C-terminal sequence and 

a loss of the KDEL ER-retention motif.(7,8) Despite recent advances highlighting the 

interaction between mutant CALR and the MPL receptor which trigger the constitutive 

activation of the JAK-STAT pathway,(16,17) the precise mechanisms involved in the 

oncogenic properties of CALR variants remain poorly understood. In the present study, we 

show that expression of CALR variants in cultured cells does not significantly disturb ER 

homeostasis. Moreover, CALR variants were found to be faintly expressed in the cells, not 

because of an excessive secretion associated with the loss of the KDEL motif, but rather due 

to a catabolic process mainly mediated by the ERAD-proteasome system. We identified 

EDEM3 as one key actor involved in this mechanism, required to trigger the degradation of 
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CALR variants. We propose that EDEM3 and the ERAD-proteasome pathway could 

represent therapeutic targets for selectively targeting CALR mutant-clones in MPN.  

 

Material and methods 

 

Patients and DNA constructs 

Complementary DNA from patients with CALR WT, type 1 (del52, c.1099_1150del) 

or type 2 (ins5, c.1154_1155insTTGTC) mutants were obtained at CRB santŽ Ð CHU de 

Bordeaux after written informed consent. They were cloned into pcDNA6-Myc-6xHis, with 

the KDEL motif cloned prior to the Myc-6xHis-epitope for the WT CALR. These constructs 

of tagged CALR were then subcloned into the pCW57.1 (tetracycline-inducible expression; 

kind gift of R. Iggo, Univ. Bordeaux) using the Gateway technology (Thermo Fisher). Non 

tagged WT, del52 and ins5 CALR were obtained by directly cloning their cDNA into a 

lentiviral vector bearing a GFP reporter gene. The MPL cDNA was obtained from a healthy 

donor and cloned into a lenviral vector carrying a Tomato fluorescent reporter. EDEM3 

cDNA was amplified from HEK293T cells and cloned into a lentiviral vector carrying a 

ZsGreen fluorescent reporter with insertion of a 3X-Flag tag before the KDEL motif. 

CRISPR-based extinction of EDEM3 expression was achieved by cloning the specific sgRNA 

(5Õ-actcgacctctacaggttaaagg) into a plasmid derived from lentiCRISPRv2, a gift from Feng 

Zhang, Adgene plasmid #52961(18), in which the puromycin resistance gene was replaced by 

a ZsGreen fluorescent reporter gene. Total leukocytes from MPN patients and patients with 

reactive hyperleukocytosis were purified from peripheral blood samples by lysis of red blood 

cells. 

 

Cell culture and lentiviral transduction 

 HEK293T cells were cultured in DMEM (Life technology) supplemented with 

10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 ! g/mL and L-glutamine 2 mM and were 

transfected using the calcium phosphate method. K562 and TF-1 were obtained from DSMZ 

and cultured in RPMI (Life technologies) supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, 

streptomycin 100 ! g/mL and L-glutamine 2 mM. UT-7 MPL were generated by transduction 

of UT-7 EPO cells with a MPL lentiviral vector and cultured in IMDM (GE Healthcare, 

Fisher Scientific) supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 

! g/mL, L-glutamine 2 mM, HEPES 10mM and " -mercaptoethanol 50 ! M. TF-1 and UT-7 

MPL were cultured in presence of 10 ng/mL of rhIL3 or rhTPO respectively. DAMI cells 
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were cultured in IMDM supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 

! g/mL and L-glutamine 2 mM. Lentiviral vectors were produced by the vectorology platform 

of the University of Bordeaux. After transduction, cells were selected by puromycin treatment 

or sorted on the expression of the fluorescent reporter. For the pCW57.1 vector, expression of 

the transgenes was induced by treatment with doxycycline 2 ! g/mL (Sigma Aldrich). 

 

Chemicals and antibodies 

Proteasome inhibitor MG-132 (10 ! M) and DBeQ (5 ! M) were obtained from Santa 

Cruz Biotechnologies. Autophagy inhibitors chloroquine (CQ, 50-100 ! M) and Bafilomycin 

A1 (Bafilo, 100 ! M), Tauroursodesoxycholic acid (TUDCA, 1 mM) and 4-phenylbutyric acid 

(4-PBA; 5 mM), the glucosidase inhibitor castanospermin (CST, 750 ! M) and the 

mannosidase inhibitor kifunensin (KIF, 25 ! g/mL) were from Sigma Aldrich. The proteasome 

inhibitor lactacystin (LCT, 50 ! M), the glucosidase inhibitor 1-Deoxynojirimycin (DNJ, 1 

mM) and the N-glycosylation inhibitor tunicamycin (Tc) were obtained from Calbiochem. 

Proteases inhibitor cOmpleteTM was from Roche. Monoclonal rabbit anti-calreticulin 

(EPR3924) and rabbit polyclonal anti-MPL (06-944) were from Merck Millipore. The mouse 

monoclonal antibody CAL2 (Dianova) against the C-terminal sequence of the CALR mutants 

was purchased from Dianova. The mouse monoclonal anti-Myc antibody (9E10) and rabbit 

anti-STAT5 were ordered from Santa Cruz Biotechnology. Monoclonal anti-actin antibody, 

monoclonal antibody against Flag tag (F1804) and EDEM3 (E0409, a kind gift of M. 

Bouchecareilh, Univ. Bordeaux) were from Sigma-Aldrich. Rabbit anti-Phospho-STAT5-

antibody (Y694) was purchased from Cell Signaling Technology. Annexin V-APC was from 

eBiosciences and DAPI from ThermoFischer Scientific. 

 

RNA Interference 

siRNAs against different actors of ERAD were obtained from Ambion 

(ThermoFischer Scientific). These oligonucleotides were delivered into HEK293T cells by 

transfection at a concentration of 50 nM using the calcium phosphate method. 

 

Proliferation and apoptosis assays 

UT-7 MPL cells were washed four times in PBS before resuspension in IMDM in 

presence or absence of Doxycyclin and TPO.  MTS assays were performed with the Celltiter-

Glo reagent (Promega) according the manufacturerÕs instructions. Viable cell counts 

(Annexin V - / DAPI -) were performed on a FACSCantoII using HTS module. Cellular 
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mortality was expressed as the proportion of cells labelled by annexin V (labelled by DAPI or 

not). Data were analyzed with FacsDiva software. 

 

Western blotting 

Cells were lysed with Laemmli buffer or Cell Lysis Buffer (Cell Signalling 

Technology). After separation by SDS-PAGE, proteins were transferred to PVDF membranes 

with Transblot Turbo (Bio Rad). Proteins were detected via chemoluminescence with a LAS-

3000 Camera (Fujifilm) or Amersham Hyperfilm MP autoradiography films (GE Healthcare) 

and quantified using ImageJ software. Proteins contained in the supernatants were 

precipitated by trichloroacetic acid treatment, then washed twice with aceton and resuspended 

in Laemmli buffer before analysis by Western blot as previously described. 

 

RT-qPCR and ddPCR 

Total RNA were extracted using Trizol reagent (Life technologies) and treated by 

DNAse (Ambion) before cDNA synthesis with First Strand cDNA synthesis kit (Roche) 

according to manufacturerÕs instructions. CALR mRNA expression was assessed by digital 

droplets PCR (ddPCR) as previously described.(19) UPR target genes expression and XBP1 

splicing were evaluated as previously described.(20) 

 

Statistical analyses 

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA, paired t-test (to evaluate the 

impact of treatments), or unpaired t-test (to compare the effects of the different forms of 

CALR). All analyses were performed using GraphPad Prism software. Significant differences 

were determined by p<0.05. 
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Results 

 

Mutant CALR expression does not alter ER homeostasis 

CALR having a central role in the quality control of glycoproteins in the secretory 

pathway, we first asked if the expression of CALR mutants disturbed ER homeostasis. 

Moreover, CALR mutations being associated with a specific megakaryocytic proliferation, we 

addressed this question by using hematopoietic cell lines with megakaryocytic features. The 

expression of 3 UPR target genes (each being induced by one branch of this adaptive 

pathway) was assessed following WT or mutant CALR expression using a tetracyclin-

inducible lentiviral vector. In DAMI cells, the induction of neither del52 nor ins5 CALR 

mutants jeopardize the ER homeostasis, but on the contrary led to a global decrease in the 

expression of UPR target genes (Fig. 1A-B) although this observation was significant only for 

XBP1 splicing (for ins5 mutant, p=0.0055) and CHOP (for both del52 and ins5 mutants, 

p=0.0098 and p=0.0061 respectively). Of note, this trend to reduce UPR target genes 

expression was also observed after over-expression of the WT CALR. Similar results were 

observed in UT-7 cells, without reaching statistical significance (data not shown). In 

accordance with these data, transfection of HEK293T with CALR mutants or induction of 

CALR mutants in UT-7 cells did not alter endogenous WT CALR expression, as would be 

expected in response to ER stress. Moreover, ER stress as determined by XBP1 splicing was 

not different between leukocytes of CALR mutated patients and those of patients with reactive 

hyperleukocytosis (Fig. S1). These results suggest an attenuation of ER stress by WT or 

mutant CALR overexpression which prompted us to determine whether this could lead to a 

decrease of ER stress induced-apoptosis. Treatment of UT-7 cells with tunicamycin or MG-

132 increased cell mortality after 24h, but CALR mutant expression did not modify the 

proportion of apoptotic cells when compared to CALR WT overexpression condition. (Fig. 

1C). These results suggest that expression of variant CALR does not significantly disturb ER 

homeostasis nor does it change cell sensitivity toward ER stress induced-apoptosis. Thus, ER 

stress does not seem to represent an important mechanism by which mutations of CALR affect 

the proliferation of MPN cells. 
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Figure 1: Impact of CALR mutant expression on ER homeostasis 
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Figure 1: Impact of CALR mutant expression on ER homeostasis 

 

Hematopoietic cell lines DAMI and UT-7 were transduced with pCW57.1 vector enabling 

tetracyclin-inducible expression of Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR. (A) Twenty-four 

hours after induction (or not) by Doxycyclin treatment (Dox), cell lysates were analyzed by 

western-blot analysis. Actin serves as a loading control. Shown are the results observed in the 

DAMI cell line. Identical profile has been obtained with the UT-7 cell line (B) Expression of 

WT, del52 and ins5 CALR mutants was induced in DAMI cell line with a tetracyclin-

inducible vector. The expression of UPR target genes was assessed by RT-qPCR before and 

48h after treatment by doxycyclin (+Dox). A control in absence of Doxycyclin 48h after start 

of the experiment was included (-Dox). GAPDH was used as control gene, and results 

normalized on the expression of the target gene by U87 cell line. For XBP1 splicing analysis, 

a RT-PCR was performed. Quantification was realised by densitometry analysis. Results are 

expressed as the ratio of the signal corresponding to the spliced form to signal relative to total 

XBP1 (spliced + non-spliced) *p<0.05, **p<0.01 (C) Cell mortality was assessed by Annexin 

V-DAPI labeling 24h after transgene expression induction and treatment by Tunicamycin (Tc, 

10 ! g/mL left panel) or MG-132 (1 ! M, right panel). DMSO was used as a vehicule control. 

Results are expressed as the mean proportion of cells positive for Annexin V in 3 (MG-132) 

or 4 (tunicamycin) independent experiments. 
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Supplemental Figure S1: Expression of CALR mutants does not compromise ER 

homeostasis. 
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Supplemental Figure S1: Expression of CALR mutants does not compromise ER 

homeostasis. 

 (A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-6xHis tagged WT or 

mutant CALR proteins. Fourty-eight hours later, endogenous WT CALR expression was 

assessed by western-blotting using the anti-total CALR antibody. Actin was used as a loading 

control. (B) The expression of the endogenous WT CALR was quantified and expressed as 

the ratio of CALR signal to actin signal and normalized against the Òempty vectorÓ condition. 

For Myc-6xHis tagged del52 mutant CALR (which presents the same molecular weight as the 

endogenous CALR) a correction was applied by subtracting the signal generated by the 

transgene estimated from the comparison of the signal measured for WT and ins5 CALR with 

anti-Myc and anti-CALR antibodies. Results are presented as mean +/- SEM of 3 independent 

experiments. The dashed line represent to the basal level expression. (C) Expression of WT, 

del52 and ins5 CALR mutants was induced in UT-7 cell line with a tetracyclin-inducible 

vector. Fourty-eight hours later, endogenous WT CALR expression was assessed by western-

blotting using the anti-total CALR antibody. Actin was used as a loading control. (D) The 

expression of the endogenous WT CALR was quantified and expressed as the ratio of CALR 

signal to actin signal and normalized against the Ònon inducedÓ condition (-Dox). The dashed 

line represent to the basal level expression. (E) Leucocytes were obtained from peripheral 

blood samples of CALR mutated MPN patients and from patients presenting with reactive 

hyperleucocytosis (RHL). After extraction of RNA, XBP1 splicing was determined by RT-

PCR and densitometry analysis. The boxes represent the dispersion from minimum to 

maximum values. Ten patients were tested in each group. 
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Supplemental Table 1 : characteristics of patients analysed for ER stress in peripheral 

leukocytes 

 

Patient  Diagnosis CALR  XBP1 splicing 

  Status Mutation  

UPN1 ET P c.1099_1150del 60,8 

UPN2 ET P c.1099_1150del 27,2 

UPN3 ET P c.1154_1155insTTGAC 59,7 

UPN4 ET P c.1099_1150del 26,0 

UPN5 ET P c.1099_1150del 44,7 

UPN6 PMF P c.1099_1150del 13,9 

UPN7 ET P c.1099_1150del 45,2 

UPN8 ET P c.1099_1150del 50,7 

UPN9 ET P c.1154_1155insTTGTC 27,8 

UPN10 PMF P c.1154_1155insTTGTC 14,2 

UPN11 RHL N - 35,4 

UPN12 RHL N - 61,4 

UPN13 RHL N - 29,4 

UPN14 RHL N - 42,3 

UPN15 RHL N - 37,8 

UPN16 RHL N - 34,4 

UPN17 RHL N - 34,4 

UPN18 RHL N - 32,1 

UPN19 RHL N - 33,8 

 

ET: Essentiel Thrombocythaemia, PMF: Primary Myelofibrosis, RHL: Reactive Hyperleukocytosis, N: Negative, P: Positive, ND: Not 

Determined,  
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Low expression of CALR mutant proteins is not due to excessive secretion 

In order to study the specific expression of mutant CALR, we transfected HEK293T 

cells with pcDNA6 plasmids allowing the expression of a Myc-6xHis tagged proteins. 

Exogenous proteins were revealed using Western blot via their Myc epitope. While the WT 

protein was nicely expressed, the expression of the del52 and ins5 mutants was about 20-fold 

lower than the WT protein (Fig. 2A-B). This low expression level of CALR mutants was 

confirmed on platelets and polymorphonuclear cells purified from patientsÕ samples (Fig. S2). 

As these proteins loose their KDEL ER-retention motif, we hypothesized that this low 

expression could be due to increased leakage in the extracellular medium. To address this, 

proteins present in the cell supernatant were precipitated with trichloroacetic acid and 

analyzed by Western blot. Significant amounts of WT CALR were detected in the 

supernatants, but only limited quantities of CALR mutant proteins were found in the medium 

thereby indicating that low levels detected in the cells were not due to excessive secretion 

(Fig. 2A). This difference was not explained by a poor transcription rate since mutant CALR 

mRNA were largely predominant when quantified using ddPCR (Fig. 2C). Similar results 

were observed in hematopoietic cell lines: in K562, DAMI, UT-7 MPL and TF-1 cells, 

mutant CALR protein levels were much lower than WT CALR: the del52 mutant was barely 

detectable and the ins5 mutant was expressed at a level ~45 fold lower than the WT (Fig. 

S3A-B). Similarly to HEK293T cells, no secretion of the mutant proteins was detected in the 

supernatant of these hematopoietic cell lines (Fig. S3A). The mean allelic burdens measured 

on cDNA for del52 and ins5 mutants were respectively of 62% and 61% in K562 cells, 60% 

and 55% in DAMI cells, 50% and 51% in UT-7 MPL cells and 20% and 33% in TF-1 cells 

(Fig. S3C). 
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Figure 2: CALR mutant proteins are faintly expressed but not because of an excessive 

secretion. (A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids. Fourty eight hours later, 

cells were lysed in laemmli buffer. Proteins of cell supernatants were precipitated and 

solubilized in laemmli buffer. Total cell lysates (TCL) and supernatants (Medium) extracts 

were subjected to western-blot analysis. Actin serves as a loading control for cell lysates. 

Transfected CALR were revealed through their Myc epitope (B) Quantification of the signals 

measured on western-blot analysis of the total cell lysates of transfected HEK293T cells 

performed in (A). Results are expressed as the ratio of Myc signal to actin signal, normalized 

on the CALR WT level. The histogram represents the mean +/- SEM of 3 independent 

experiments. *** p<0.001 (C) Quantification of CALR allelic burdens on RNA of HEK293T 

48h after transfection with pcDNA6 vectors. Results are expressed as the ratio of the copy 

number of mutant CALR to the copy number of total CALR. The histograms represent the 

mean +/- SEM of 3 independent experiments. 
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Supplemental Figure S2: CALR mutant are poorly expressed in primary cells. 

Platelets and polmorphonuclear (PMN) cells were purified from peripheral blood of 11 CALR 

mutated (patients number 1 to 11) and 1 JAK2V617F mutated MPN patients (JAK2). All 

CALR mutations patients presented with a heterozygous del52 mutation except patient 6 who 

harbored a homozygous ins5 mutation. CALR proteins expression was assessed by western-

blotting using anti-total CALR antibody. Actin was used as loading control. The white arrow 

indicate the WT CALR while the black one the position of the type-1 mutant CALR. 
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Supplemental Figure S3: Low expression of CALR mutant proteins in hematopoietic 

cells is not due to an excessive secretion. 
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Supplemental Figure S3: Low expression of CALR mutant proteins in hematopoietic 

cells is not due to an excessive secretion. 

Hematopoietic cell lines were transduced with pCW57.1 vector enabling tetracyclin-inducible 

expression of Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR. (A) Twenty-four hours after 

induction, cell lysates and supernantants were analyzed by western-blot analysis. Actin serves 

as a loading control for cell lysates. Exogenous CALR were revealed through their Myc 

epitope as in Fig 2. Myc* denotes longer exposure for Myc epitope revelation. These 

experiments have been performed twice for each cell line. (B) Quantification of signals 

measured on western-blot analysis of total cell lysates performed in (A). Results are expressed 

as the ratio of Myc signal to actin signal, normalized on the CALR WT level. The histogram 

represents the mean +/- SEM of 2 independent experiments. (C) Quantification of CALR 

allelic burdens on RNA of indicated hematopoietic cell lines 24h after induction of transgene 

expression by doxycycline treatment. Results are expressed as the ratio of the copy number of 

CALR mutant to total copy number of CALR. The histogram represents the mean +/- SEM of 

3 independent experiments. 
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ERAD affects mutant CALR expression  

Since there was no difference in transcription levels and no excessive secretion of 

mutant CALR proteins, we hypothesized that their low expression levels might be due to 

excessive degradation. Concordant with this hypothesis, treatment of transfected HEK293T 

cells by the proteasome inhibitor MG-132 led to an increase in mutant CALR expression by a 

mean factor of 5 (Fig. 3A). Similar results were observed in hematopoietic cells, MG-132 

raising del52 and ins5 mutant CALR proteins expression by mean factors of 15 (p=0.0091) 

and 12 (p=0.0019) respectively in UT-7 MPL and 7 (p=0.0055) and 11 (p=0.0051) in DAMI 

(Fig. 3C and Fig. S4). By contrast, this drug only increased the level of WT CALR by a mean 

factor of 4.5. Of note, lactacystin, another proteasome inhibitor increased mutant protein 

levels with an efficacy similar to that of MG-132 (Fig. 4A-B). Autophagy being a second 

possible mechanism involved in mutant CALR proteins degradation, we inhibited this 

pathway by treating transfected or transduced cells with chloroquine and bafilomycin A1. In 

HEK293T, chloroquine and bafilomycin A1 treatments lead to an increased expression of 

del52 mutant by a mean factor of 4.2 (p=0.0022) and 1.6 (p=0.0007) respectively while they 

did not significantly increased WT CALR protein levels (Fig 3B). In hematopoietic cells, the 

effects of autophagy inhibitors were less pronounced. Indeed chloroquine and bafilomycin A1 

only increased the expression levels of CALR ins5 mutant by a mean factor of 2.8 (p=0.0432) 

and 2.7 (p=0.0177) in DAMI cells, respectively. No significant effect was observed for ins5 

mutant in UT-7 MPL cells, nor for del52 mutant in DAMI and UT-7 MPL cells.  
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Figure 3: CALR mutant proteins are substrates of ERAD-proteasome and autophagy 

degradation pathways. HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-

6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Cells were treated 24h by (A) MG-132 (10! M) 

or (B) chloroquine (CQ, 50! M) or Bafilomycine A1 (Bafilo, 100 nM) and CALR proteins 

expression was assessed by western-blotting with anti-Myc antibody. Actin was used as a 

loading control. Data presented are representative of 3 to 10 experiments. (C) UT-7 MPL cells 

were transduced with pCW57.1 lentiviral vectors to express Myc-6xHis tagged WT or mutant 

CALR proteins. Twenty four hours after doxycyclin treatment (2! g/mL), cells were treated by 

MG-132 (10! M), chloroquine (CQ, 50! M) or Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for 24h. Cell 

lysates were analyzed by western-blot. Expression level of the different forms of CALR 

proteins was expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the 

Ònot treatedÓ or ÒDMSO" condition. Data are expressed as mean +/- SEM from 7 

experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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Supplemental Figure S4: CALR mutant proteins are substrates of ERAD-proteasome 

degradation pathways in hematopoietic cells. 
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Supplemental Figure S4: CALR mutant proteins are substrates of ERAD-proteasome 

degradation pathways in hematopoietic cells. 

UT-7 MPL (A) and DAMI (B) were transduced with pCW57.1 lentiviral vectors to express C-

terminus Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Twenty four hours after 

doxycyclin treatment (2! g/mL), cells were treated by MG-132 (10! M), chloroquine (CQ, 

50! M), Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) or combinaison for 24h. Cell lysates were analyzed 

by western-blot. The transduced CALR were detected using the Myc tag epitope. CALR 

mutants were also detected using CAL2 antibody specific of the C-terminal neo-epitope 

generated by the frameshift mutations. Actin serves as a loading control. Data presented are 

representative of 7 experiments. Myc* denotes for a longer exposure for anti-Myc antibody 

revelation. DMSO was used as a vehicule control for MG-132 and bafilomycine A1. NT 

denotes the ÒNot TreatedÓ condition. For del52 mutants, 2 bands are detected with the anti-

Myc antibody, the upper band corresponding to a non-specific signal and the lower one 

corresponding to the mutant protein as confirmed by revelation with CAL2 antibody. 

Expression level of the different forms of CALR proteins in UT-7 MPL (C) and DAMI (D) 

was quantify. Results are expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then 

normalized against the Ònot treatedÓ or ÒDMSO" condition. Data are expressed as mean +/- 

SEM from 7 experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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In order to ensure that the identified excessive degradation was not due to the presence 

of the Myc-6xHis tag, the same experiments were performed in HEK293T cells transfected 

with plasmids encoding for non-tagged mutant CALR (Fig. S5), MG-132, chloroquine and 

bafilomycine increased the expression of the del52 variant by mean factors of 2.9, 2.1 and 1.9 

(p=0.014, p=0.0397 and p=0.14 respectively). Only MG-132 increased the expression of ins5 

mutant with a mean factor increase of 1.8 (p=0.0323). To determine if the lysosomal 

degradation pathway was involved in mutant CALR degradation, transfected HEK293T cells 

were treated with a protease inhibitor cocktail (cOmpleteTM, Fig. 4A-B). This treatment did 

not significantly increase CALR variants expression. We also raised the hypothesis that 

mutant CALR could behave as partially misfolded proteins subjected to quality control 

mechanisms. In this case, one should expect TUDCA and 4-PBA to act as chemical 

chaperones, and reduce their degradation. Interestingly, neither TUDCA nor 4-PBA did 

produce a significant effect (Fig. 4A-B), suggesting that CALR variants may be recognized as 

terminally misfolded proteins. Altogether, these experiments suggest that CALR mutant 

proteins are degraded, that the proteasome and to a lower extent the autophagy pathways are 

at play in this phenomenon and that the expression of mutant proteins can be restored to levels 

similar to WT CALR protein when the proteasome is inhibited. 
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Supplemental Figure S5 : Targeting of CALR mutant proteins to the ERAD-proteasome 

pathway is not due to the presence of the Myc-6xHis tag at the C-terminus end of the 

proteins. 

(A) HEK293T were transfected with plasmids to express non-tagged mutant CALR proteins. 

Twenty four hours later, cells were treated by MG-132, chloroquine (CQ, 50! M) or 

Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for another 24h. The expression of the proteins was 

assessed by western-blotting using the CAL2 antibody specific of the neo-epitope generated 

by the frameshift mutations. Actin serves as a loading control. (B) Quantification results are 

expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the Ònot 

treatedÓ or ÒDMSOÓ condition. Data are expressed as mean +/- SEM from 5 experiments. * 

p<0.05  
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Mechanisms of CALR variants targeting to ERAD 

To get more insight into the molecular mechanisms involved in the targeting of CALR 

mutant proteins to the ERAD-proteasome pathway, HEK293T cells were treated with drugs 

affecting various steps of this pathway. Neither glucosidase inhibitors (Castanospermin, 1-

Deoxynojirimycin), nor the mannosidase inhibitor (Kifunensin), the p97 inhibitor DBeQ or 

Roscovitin (previously shown to increase the expression ERAD-substrate CFTR ! 508(21)) 

affected mutant CALR degradation (Fig. 4A-B). These results suggested that recognition of a 

glycan motif is not involved in the recognition of mutant CALR proteins as a substrate for the 

ERAD pathway and that the proteasome-mediated degradation may not require the AAA+ 

ATPase p97. To further characterize the ERAD dependent intermediates involved in the 

degradation of CALR variants, we carried out an ERQC/ERAD targeted siRNA screen in 

HEK293T cells and evaluated the potential stabilization of del52 and ins5 CALR mutants. 

Among the candidates tested, EDEM3 was identified as a key player in the degradation of 

both CALR mutants (Fig. 4C-D). Indeed, EDEM3 silencing led to a 1.7-fold (p=0.0278) and a 

5.5-fold (p=0.0171) increase in the expression of the del52 and ins5 mutants, respectively. 

The effect of EDEM3 silencing on WT CALR was lower with a mean increase of 1.5-fold 

(p=0.05). Of note, glucosidase II silencing did not increase mutant CALR expression levels 

thereby confirming that recognition of these proteins as ERAD-substrate was glycan-

independent. 

 

  



 140 

 

 

 

Figure 4 : EDEM3 is a key player for targeting CALR mutants to the ERAD-

proteasome pathway  
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Figure 4 : EDEM3 is a key player for targeting CALR mutants to the ERAD-

proteasome pathway  

 

(A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-6xHis tagged WT 

or mutant CALR proteins. Twenty-four hours after, they were treated for another 24h. CALR 

expression was then assessed by western-blotting via the Myc epitope. Actin serves as a 

loading control. Each lane corresponds to a drug as indicated in (B) and with the same order. 

(B) The expression of WT and del52 mutant of CALR was assessed and expressed as Myc 

signal divided by actin signal then normalized against the Ònot treatedÓ or ÒDMSOÓ condition. 

The results presented represent mean +/- SEM determined in 2 independent experiments. NT: 

Not treated, 4-PBA : 4-phenylbutyrate, TUDCA: Tauroursodesoxycholic acid, Prot inh: 

cOmpleteTM protease inhibitors, KIF: Kifunensin, CST: Castanospermin, DNJ: 1-

Deoxynojirimycin, LCT: Lactacystin, RCV: Roscovitin, CQ: Chloroquine, Bafilo: 

Bafilomycin A1. DMSO was used as a vehicule control for all drugs except for 4-PBA, 

protease inhibitors, and chloroquine. (C) HEK293T were transfected with siRNA directed 

against different actors of the ERAD pathway. Fourty-eight hours later, they were transfected 

with pcDNA6-CALR plasmids. Twenty-four hours later, cells were lysed before analysis by 

western-blotting. CALR proteins were detected via their Myc epitope and actin was used as a 

loading control. Each lane corresponds to a siRNA as indicated in (D) and with the same 

order. (D) The expression of the different forms of CALR secondary to ERAD actors 

silencing was quantified as in (B). The histograms represent mean +/- SEM determined in 3 to 

6 independent experiments. *p<0.05 
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Targeting mutant CALR protein degradation could represent a therapeutic option for 

CALR mutated MPN patients 

As previously shown (16,17,22), the expression of CALR mutants is associated with a 

gain of function responsible for a cytokine independent proliferation in UT-7 MPL cells (Fig. 

5A). This functional effect was associated with the activation of the JAK-STAT pathway as 

assessed by the phosphorylation of STAT5 in the absence of TPO only when del52 or ins5 

CALR variants were expressed (Fig. S6). We sought to take advantage of the degradation 

pathway targeting CALR mutants to selectively impair the proliferation characteristics of the 

cells expressing these aberrant proteins. A first approach aimed at further reducing the amount 

of CALR mutant proteins in the cells through the overexpression of EDEM3, in order to rid 

the cells of CALR variants able to trigger proliferation in the absence of cytokine. To this end, 

UT-7 MPL expressing WT or mutant CALR proteins were transduced with lentiviral vectors 

to over-express a human Flag-tagged EDEM3 or a control empty vector. Despite the 

expression of the transgene (Fig. 5B), we did not observe any decrease in cell proliferation, 

regardless of the presence or absence of TPO (Fig. 5C). The second approach was to inhibit 

CALR mutant degradation in order to reach a threshold above that the aberrant protein could 

exert toxic effects. 
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Figure 5: CALR mutant proteins confere independence toward cytokine regulation. 

 (A) Proliferation of UT-7 MPL was assessed after induction of the different forms of CALR, 

and in the absence of TPO. Cell proliferation was determined by the OD after reaction with 

MTS. Results are expressed as the OD determine during each day, divided by the 

corresponding OD at D0. The graph represents the results as mean +/- SEM of 6 independent 

experiments. ** : p<0.01 

(B) Proliferation of UT-7 MPL was assessed after induction of the different forms of CALR 

in the absence of TPO and in presence of EDEM3 overexpression (EDEM3) or not (CTL). 

Cell proliferation was determined by flow cytometry after Annexin V / DAPI labelling. 

Results are expressed as the cell number measured at each time relative to day 0. The graph 

represent the results as mean +/- SEM of 3 independent experiments. 
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Supplemental Figure S6 :  

UT-7 MPL were washed 4 times before being cultured in presence or absence of Doxycyclin 

(to induce the expression of different forms of CALR), and in presence or absence of TPO. 

Twenty four hours later, they were lysed, and phosphorylation of STAT5 was assessed by 

western-blotting. The expression of CALR transgenes was also assessed, but at least for del52 

mutant, the band observed correspond to a non-specific signal because it does not present 

with the expected molecular weight. 
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Discussion 

 

In this study, we have determined the impact of the expression of variant forms of 

CALR protein on the homeostasis of the ER and searched for the mechanisms involved in 

their low expression level. 

We have shown that expression of mutant CALR proteins associated with MPN does 

not trigger an ER stress contrary to what was suggested by transcriptomic analyses.(23) 

Moreover, we revealed that cells expressing these variants are as sensitive to ER stress-

induced apoptosis as cells expressing the WT CALR. These results are consistent with the 

absence of benefit of proteasome inhibitor bortezomib in the treatment of PMF patients. 

(24,25) 

The low level expression of CALR mutant proteins compared to their WT counterpart 

have previously been reported(16,17,26), but the mechanisms explaining this phenomenon 

have not been addressed comprehensively. As other groups, we have shown that CALR 

variant proteins do not leak massively into the extra-cellular medium due to the loss of their 

ER retention motif.(26,27) Treatment of cell lines with 2 different proteasome inhibitors 

revealed that these variant proteins are subjected to degradation via the ERAD-proteasome 

pathway. This process is not the consequence of the presence of a tag at the C-terminus of the 

proteins since 1) increased level of CALR mutant have been observed after MG132 treatment 

in another study using N-terminal tagged forms of CALR(28), 2) low expression levels have 

been observed in primary cells expressing endogenous (thus non-tagged) mutant CALR 

proteins, 3) a similar effect has been noticed after transfection of plasmids encoding non-

tagged proteins in HEK293T cells. Inhibition of autophagy has shown moderate effects on 

mutated CALR expression and discrepancies have been noticed depending on the drug and 

the cell line used. Moreover we did not notice a robust and reproducible additive effect of 

autophagy + proteasome inhibition over proteasome inhibition alone, suggesting a limited role 

of autophagy in CALR variants clearance. It is possible that the contribution of autophagy 

could be restricted to situations of saturation of the ERAD pathway, as previously shown in 

other models. (29) 

The features allowing CALR variants to be recognized as substrates for the ERAD 

machinery are not known. Mammalian CALR protein presents a single N-glycosylation site, 

but an effective glycosylation is detected only in stress conditions.(30) Therefore it is not 

surprising that glycan motifs are not involved in the degradation process of CALR variants as 

suggested by the absence of effect of glucosidase and mannosidase inhibition (by 
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pharmacological and molecular means). Our molecular screen using siRNA shows that this 

destruction does not involve the classical ERAD machinery for soluble ER luminal proteins 

(ie OS-9, XTP3-B, SEL1L, HRD1). Moreover, DBeQ failed to increase the expression levels 

of mutated CALR suggesting that p97 is not an actor of CALR variants disposal, even though 

it is involved in the degradation of a large variety of ERAD substrates.(31) Nevertheless we 

highlighted EDEM3 as a key component in the mutated CALR protein degradation pathway. 

Moreover, the absence of effect of kifunensine treatment suggests that its mannosidase 

activity is dispensable for this process. Concordantly, the knock-down of EDEM2 acting 

upstream EDEM3 in mannose chain trimming(32) has no effect on the expression level of 

del52 and ins5 mutants. EDEM3, like other members of the EDEM family, has previously 

been shown to interact with non-glycosylated substrates. (33,34) However, its role in the 

degradation of proteins has been limited to glycosylated substrates thus far. The identity of 

the other factors involved in CALR mutated protein disposal remains unknown, but our data 

confirm the existence of a specific equipment dedicated to the degradation of non-

glycosylated substrates as previously suggested. (35) 

Activation of the degradation of misfolded proteins has been studied as a therapeutic 

option, particularly in neurodegenerative diseases.(36,37) In a similar way, we reasoned that 

increasing the clearance of CALR variants could lower their expression below a threshold 

allowing them to trigger cell proliferation.  

In a different approach, we aimed at stabilizing mutated CALR proteins by 

inactivating EDEM3 in order to evaluate if the degradation pathway highlighted was part of 

the pathophysiology associated with CALR mutations, and if it could represent a therapeutic 

target.  
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2. RŽsultats complŽmentaires 

Rapidement apr•s la dŽcouverte des mutations de CALR, une Žquipe italienne a 

dŽveloppŽ un anticorps permettant de dŽtecter spŽcifiquement les formes mutŽes de la 

protŽine. Son utilisation en immunohistochimie a rŽvŽlŽ une expression importante et assez 

spŽcifique dans le compartiment mŽgacaryocytaire. (Vannucchi et al., 2014) Ces donnŽes ont 

par la suite ŽtŽ confirmŽes par dÕautres groupes. (Stein et al., 2015) Ces observations nous ont 

amenŽs ˆ dŽterminer lÕimpact de la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire sur lÕexpression des 

formes variantes de CALR. Une stabilisation de ces protŽines spŽcifiquement dans cette voie 

de diffŽrenciation pourrait en effet participer ˆ la spŽcificitŽ de leur action oncogŽnique sur ce 

compartiment cellulaire. 

Comme pour nos lignŽes cellulaires, nous avons dans un premier temps vŽrifiŽ le 

niveau dÕexpression des ARNm des formes mutŽes de CALR par PCR digitale au niveau des 

plaquettes de patients. Les rŽsultats ont ŽtŽ comparŽs aux charges allŽliques dŽterminŽes sur 

ADN de polynuclŽaires neutrophiles, param•tre habituellement utilisŽ pour estimer la taille du 

clone malin. De mani•re inattendue les charges allŽliques dŽterminŽes sur matŽriel 

plaquettaire sont significativement infŽrieures ˆ celles dŽterminŽes sur ADN de 

polynuclŽaires au moins chez les patients prŽsentant un clone Ç hŽtŽrozygote È (Figure 21A). 

Dans la mesure o• un seul patient prŽsentant un statut Ç homozygote È a ŽtŽ examinŽ, toute 

conclusion dŽfinitive concernant ce type de patients semble prŽmaturŽe. NŽanmoins chez ce 

patient, la charge allŽlique dŽterminŽe sur ARN plaquettaire Žtait parfaitement comparable ˆ 

celle mesurŽe sur ADN de cellules granuleuses (Figure 21B). En conclusion, il ne semble pas 

exister de stabilisation des ARNm dans les cellules dŽrivŽes de mŽgacaryocytes, ni 

dÕenrichissement du clone malin dans les cellules issues de la diffŽrenciation 

mŽgacaryocytaire. A lÕinverse de ce que nous avons observŽ sur ARN de leucocytes totaux, il 

semble m•me exister une dŽstabilisation des ARNm des formes mutŽes de CALR dans les 

plaquettes.  
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Figure 21 : Comparaison des charges allŽliques des mutants CALR dŽterminŽes sur ADN de 

polynuclŽaires neutrophiles et ARN plaquettaires. 

Les charges allŽliques CALR ont ŽtŽ dŽterminŽes par PCR digitale sur ADN extraits de polynuclŽaires 
neutrophiles (ADN PNN) et ARN plaquettaires (ARN plaquettes) pour des patients prŽsentant des 
mutations de type 1 (dŽlŽtion de 52pb, A) et de type 2 (insertion de 5 pb, B). Dans les 2 cas, les 2 
populations cellulaires ont ŽtŽ purifiŽes ˆ partir du m•me prŽl•vement. 

 

LÕexistence dÕune interaction aberrante des protŽines mutantes CALR avec des 

rŽcepteurs aux cytokines Žtait lÕune de nos hypoth•ses initiales de travail. Si le r™le de MPL 

dans la signalisation oncogŽnique de ces protŽines mutantes a depuis ŽtŽ mis en Žvidence, 

nous souhaitions Žvaluer un Žventuel effet rŽciproque. Nous avons ainsi recherchŽ si la simple 

co-expression de MPL avec les protŽines CALR mutŽes pouvait stabiliser ces derni•res. Pour 

ce faire nous avons transfectŽ des HEK293T avec le plasmide pcDNA6 permettant 

lÕexpression des diffŽrentes formes de CALR conjointement avec notre plasmide lentiviral 

permettant lÕexpression du rŽcepteur ˆ la thrombopo•Žtine (MPL). Comme montrŽ dans la 

Figure 22, lÕexpression de MPL nÕaugmente pas lÕexpression des protŽines mutantes CALR 

de type 1 et de type 2. 
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Figure 22 : La co-expression de MPL ne stabilise pas les formes mutantes de CALR.  

Des cellules HEK293T ont ŽtŽ transfectŽes avec les plasmides permettant lÕexpression des diffŽrentes 
formes de CALR et un plasmide permettant lÕexpression de MPL (+ MPL) ou un plasmide contr™le 
vide (-MPL). (A) Quarante-huit heures apr•s transfection, les cellules ont ŽtŽ lysŽes et lÕexpression des 
diffŽrentes protŽines analysŽes par western-blot. LÕexpression des protŽines CALR a ŽtŽ rŽvŽlŽe via 
leur Žpitope Myc. LÕactine sert de contr™le de charge. (B) LÕexpression des diffŽrentes formes de 
CALR a ŽtŽ quantifiŽe par densitomŽtrie et normalisŽe sur lÕexpression observŽe en prŽsence du 
vecteur contr™le vide (-MPL). Le graphique reprŽsente la moyenne +/- SEM des valeurs obtenues au 
cours de 4 expŽriences indŽpendantes. 

Le mod•le cellulaire utilisŽ et la simple expression dÕun rŽcepteur aux cytokines ne 

pouvant rŽcapituler la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire, nous avons poursuivi nos 

investigations en for•ant la diffŽrenciation de lignŽes cellulaires hŽmatopo•Žtiques prŽsentant 

des caractŽristiques mŽgacaryocytaires basales (DAMI) ou non (K562). Ceci a ŽtŽ rŽalisŽ en 

traitant les cellules avec du Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) ˆ une concentration de 

1nM (DAMI) ou 80nM (K562). Une condition contr™le a ŽtŽ rŽalisŽe en prŽsence de DMSO, 

le solvant du PMA. LÕefficacitŽ de la diffŽrenciation induite par ce traitement a ŽtŽ ŽvaluŽe en 

cytomŽtrie en flux par la dŽtermination de la moyenne de fluorescence du CD41, marqueur 

membranaire spŽcifique du compartiment mŽgacaryocytaire. LÕexpression des diffŽrentes 

formes de CALR a ŽtŽ induite d•s le J0 par traitement des cellules par de la doxycycline ˆ 

2 ! g/mL. Dans les K562 comme dans les DAMI, le PMA a efficacement induit une 

diffŽrenciation mŽgacaryocytaire (Figure 23). De plus dans les K562 cette drogue a 

significativement augmentŽ les niveaux des protŽines CALR mutŽes de type 1 et de type 2 
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sans impacter celui de la protŽine sauvage (Figure 23). Cet effet nÕa cependant pas ŽtŽ 

retrouvŽ dans les DAMI.  

 

 

Figure 23 : Effet de la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire des cellules K562 sur lÕexpression de 

protŽines mutantes CALR. 

Les cellules K562 ont ŽtŽ traitŽes pendant 4 jours par du PMA ˆ 80nM. (A) LÕefficacitŽ de la 
diffŽrenciation a ŽtŽ ŽvaluŽe par lÕaugmentation dÕexpression du CD41 ˆ la surface des cellules par 
cytomŽtrie en flux. Le graphique reprŽsente les moyennes de fluorescence observŽes au temps J0, J1 et 
J4 en prŽsence de PMA (+PMA) ou de DMSO (-PMA). Les rŽsultats reprŽsentent la moyenne +/- 
SEM de 2 expŽriences indŽpendantes. (B) Apr•s 4 jours de traitement, les cellules ont ŽtŽ lysŽes et 
lÕexpression des diffŽrentes formes de CALR ŽvaluŽe par western-blot. La rŽvŽlation de ces protŽines 
a ŽtŽ effectuŽe via leur Žpitope myc ou avec un anticorps spŽcifique des formes mutŽes de CALR 
(CAL2). LÕactine est utilisŽe comme contr™le de charge. Myc* reprŽsente une exposition prolongŽe 
apr•s marquage avec lÕanticorps Myc (C) Le niveau dÕexpression des mutants de CALR a ŽtŽ ŽvaluŽ 
par densitomŽtrie et normalisŽ sur lÕexpression de lÕactine pour chaque condition. Les rŽsultats 
reprŽsentent la moyenne +/- SEM de 6 expŽriences indŽpendantes. * : p<0,05 
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Pour expliquer cette discordance, nous avons ŽvaluŽ lÕexpression des ARNm des 

formes mutŽes de CALR  apr•s 4 jours de traitement par du PMA. Dans les DAMI, nous 

avons observŽ une diminution significative de la charge allŽlique comparativement aux 

niveaux dÕexpression observŽs apr•s 24h de traitement par doxycycline. Dans cette lignŽe, 

pour la mutation de type 1, les niveaux dÕexpression des ARNm Žtaient comparables entre les 

conditions Ç diffŽrenciation È et Ç contr™le È  tandis que pour la mutation de type 2, une lŽg•re 

augmentation de lÕexpression a ŽtŽ observŽe dans la condition Ç diffŽrenciation È. Au 

contraire, dans les K562, lÕexpression des ARNm des formes mutŽes de CALR Žtait diminuŽe 

dans la condition Ç contr™le È alors que dans la condition Ç diffŽrenciation È, la charge 

mutationnelle sur ARNm Žtait significativement augmentŽe (comparativement au niveau 

observŽ apr•s 24h dÕinduction des transg•nes et comparativement ˆ la condition Ç contr™le È, 

Figure 24). LÕeffet observŽ au niveau protŽique dans les K562 ne semble donc pas liŽ ˆ une 

stabilisation des protŽines mais plut™t une stabilisation des ARNm sans que le mŽcanisme ne 

soit connu ˆ ce jour. 

 

 

Figure 24 : Niveaux dÕexpression des ARNm des formes mutŽes de CALR (type 1 et type 2) 

dŽterminŽs par PCR digitale apr•s traitement des cellules par PMA ou DMSO.  

Quatre jours apr•s traitement, les ARNm ont ŽtŽ extraits, traitŽs par de la DNAse, rŽtro-transcrits et 
analysŽs par PCR digitale. Les rŽsultats reprŽsentent le nombre de copies dÕARNm de la forme mutŽe 
de CALR divisŽ par le nombre total de copies dÕARNm CALR (sauvage+mutŽ). La charge 
mutationnelle dŽterminŽe ˆ J1 correspond aux rŽsultats observŽs au cours dÕautres expŽriences, 24h 
apr•s traitement par doxycycline, mais en absence de DMSO et de PMA. Le graphique reprŽsente la 
moyenne de la charge allŽlique +/- SEM de 3 expŽriences indŽpendantes. * : p<0,05, ** : p<0,01 
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Finalement, pour rŽpondre plus prŽcisŽment ˆ la question posŽe, nous avons comparŽ 

les niveaux dÕexpression des protŽines CALR mutantes dans des cellules CD34+ (isolŽes de 

sang placentaire) diffŽrenciŽe vers les lignŽes granuleuse, erythro•de ou mŽgacaryocytaire. 

Pour ce faire, ces cellules ont ŽtŽ transduites avec les vecteurs pCW57.1 permettant 

lÕexpression inductible des diffŽrentes formes de CALR. Une sŽlection des cellules 

transduites a ŽtŽ rŽalisŽe en les cultivant 3 jours en milieu StemSpan SFEM en prŽsence de 

puromycine et de SCF, TPO, Flt3-L (50 ng/mL chacun), IL3 (10 ng/mL), Stemregenine 

(1 ! M) et acide valpro•que (1mM) afin de les amplifier tout en conservant un Žtat non 

diffŽrenciŽ. La diffŽrenciation vers la lignŽe Žrythro•de a ensuite ŽtŽ obtenue en ajoutant aux 

cellules le cocktail suivant : SCF (50 ng/mL), IL3 (5 ng/mL), EPO (5 U/mL), DexamŽthasone 

(10-6M), Holotransferrine (1mg/mL). La diffŽrenciation vers la lignŽe granuleuse a ŽtŽ 

stimulŽe par lÕajout de GM-CSF (10 ng/mL) et de SCF (25 ng/mL) tandis que la 

diffŽrenciation mŽgacaryocytaire a ŽtŽ obtenue en traitant les cellules par de la TPO (50 

ng/mL). LÕexpression des transg•nes a ŽtŽ induite 24h avant la lyse des cellules par traitement 

ˆ la doxycycline (2 ! g/mL). Comme illustrŽ dans la Figure 25, les formes mutantes de CALR 

sont restŽes indŽtectables dans la condition Ç mŽgacaryocytaire È, tandis quÕelles Žtaient 

exprimŽes ˆ plus ou moins faible niveau dans les autres conditions. 

 

 

Figure 25 : Expression des formes mutŽes de CALR apr•s diffŽrenciation de cellules primaires CD34+ 

vers diffŽrents lignages.  

Apr•s transduction, les cellules CD34+ ont ŽtŽ sŽlectionnŽes puis diffŽrenciŽes vers les lignŽes 
granuleuses (G), Žrythro•des (E) ou mŽgacaryocytaires (M). Vingt-quatre heures avant la lyse, 
lÕexpression des transg•nes a ŽtŽ induite par traitement ˆ la doxycycline (2 ! g/mL). LÕexpression des 
CALR mutŽes a ŽtŽ ŽvaluŽe avec un anticorps spŽcifique des formes mutŽes (CAL2). Le niveau de 
CALR endog•ne a ŽtŽ dŽterminŽ avec un anticorps anti-CALR totale. LÕactine sert de contr™le de 
charge. CALR* signale une rŽvŽlation avec lÕanticorps anti-CALR totale pendant un temps plus long. 
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LÕensemble de ces rŽsultats sugg•re que la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire en tant 

que telle ne stabilise pas de mani•re notable les protŽines CALR mutŽes.  
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DISCUSSION 

 

I. Discussion de lÕarticle 1 

LÕintŽr•t de la dŽtermination prŽcise des charges allŽliques dans les SMP a largement 

ŽtŽ dŽmontrŽ pour la mutation JAK2V617F. La dŽcouverte rŽcente des mutations de CALR 

dans les TE et MFP a fourni pour les patients un marqueur diagnostic important. Cependant, 

lÕintŽr•t de la dŽtermination des charges mutationnelles CALR reste encore ˆ dŽmontrer. 

LÕune des raisons ˆ cela pourrait •tre lÕutilisation frŽquente en pratique courante de techniques 

de criblage ne permettant pas de dŽterminer ce param•tre (sŽquen•age Sanger, HRM) ou avec 

une prŽcision probablement sub-optimale (analyse de fragments). De fait, seules quelques 

Žtudes ont recherchŽ une corrŽlation entre la prŽsentation clinico-biologique des patients et 

leurs charge allŽlique CALR. La seule donnŽe confirmŽe reste que ces charges mutationnelles 

sont significativement plus ŽlevŽes dans les MFP comparativement aux TE. (Andrikovics et 

al., 2014; Cabagnols et al., 2014) Cette observation semble faire le parall•le avec ce qui est 

observŽ pour JAK2V617F (Lippert et al., 2006), cependant dans le cas des mutations de 

CALR, les valeurs observŽes sont globalement beaucoup plus homog•nes et lÕhomozygotie 

(dŽfinie comme une charge allŽlique supŽrieure ˆ 60%) reste tr•s rare pour les 2 maladies. Si 

lÕon consid•re uniquement les patients atteints de MFP, le constat est encore plus frappant, la 

quasi-totalitŽ des patients prŽsentant une charge allŽlique de 50%. Ainsi, le fait que les 

patients atteints de TE prŽsentent en moyenne des charges allŽliques CALR infŽrieures ˆ ceux 

atteints de MFP refl•te une plus grande dispersion des valeurs observŽes dans le premier 

groupe, avec une estimation que 5-20% dÕentre eux environ prŽsentent une charge allŽlique 

faible (infŽrieure  ̂15-25% selon lÕŽtude considŽrŽe), chose qui ne semble pas exister dans le 

cas des MFP. (Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016; Jones et al., 2014) Cette 

proportion pourrait cependant •tre minorŽe par la sur-estimation des charges allŽliques 

infŽrieures ˆ 50% par lÕanalyse de fragments, technique utilisŽe dans ces 3 Žtudes. Pour la 

m•me raison, la corrŽlation hypothŽtique des charges mutationnelles CALR avec les 

param•tres de numŽration-formule sanguine est encore moins nette, puisque seule lÕŽtude 

dÕAndrikovics et al rapporte des rŽsultats significatifs. Selon cette Žtude, les patients avec les 

charges allŽliques CALR les plus ŽlevŽes prŽsenteraient des thrombocytoses et leucocytoses 

supŽrieures et des taux dÕhŽmoglobine infŽrieurs. La confirmation (ou lÕinfirmation) de ces 

donnŽes nŽcessite lÕutilisation dÕune technique prŽcise comme la PCR digitale que nous avons 
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dŽveloppŽe. De la m•me mani•re, une caractŽrisation des patients prŽsentant une mutation de 

CALR ˆ faible taux impose lÕutilisation dÕune mŽthode de quantification fiable. Ces deux 

questions nÕont pas pu •tre investiguŽes clairement pour le moment du fait dÕun trop faible 

effectif pour lequel la quantification de la charge allŽlique CALR par PCR digitale est 

disponible. 

Un deuxi•me intŽr•t dŽmontrŽ de la quantification des charges mutationnelles dans les 

SMP (et les hŽmopathies en gŽnŽral) rŽside dans le suivi thŽrapeutique des patients. 

LÕinterfŽron !  et lÕallogreffe de moelle osseuse sont capables de faire diminuer drastiquement 

la taille du clone malin, jusquÕˆ le rendre indŽtectable. Ceci a largement ŽtŽ dŽmontrŽ pour 

JAK2V617F, et semble •tre valable Žgalement pour les mutations de CALR. (Cassinat et al., 

2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2015) Ces Žtudes ont utilisŽ lÕanalyse de fragments 

pour quantifier la taille du clone malin. La sensibilitŽ offerte par cette technologie est ŽvaluŽe 

dans le meilleur des cas ˆ 1% (1,5%-3% dans notre cas). Dans une approche diagnostique, 

celle-ci semble amplement suffisante puisque dans notre expŽrience, aucun patient ne 

prŽsente de charge allŽlique CALR infŽrieure ˆ 10%. NŽanmoins, la quantification des charges 

mutationnelles dans le but dÕŽvaluer la maladie rŽsiduelle requiert une technique plus 

sensible. CÕest dans cette optique que nous avons dŽveloppŽ notre technique de PCR digitale, 

comme lÕont fait parall•lement dÕautres groupes avec des rŽsultats assez comparables en 

terme de sensibilitŽ. (Badbaran et al., 2016; Kj¾r et al., 2016; Mansier et al., 2016) Comme 

dÕautres, nous avons dŽmontrŽ que les mutations de CALR deviennent indŽtectables apr•s 

allogreffe pour la plupart des patients. Cependant, lÕemploi dÕune technique sensible nous a 

permis de dŽtecter la rŽapparition de lÕanomalie ˆ un taux extr•mement faible (0,03%). Ceci 

nÕaurait pas ŽtŽ possible avec une mŽthode telle que lÕanalyse de fragments. Si cela avait pu 

•tre rŽalisŽ de mani•re prospective, on peut imaginer quÕune intervention aurait pu •tre 

menŽe, notamment par lÕinjection de lymphocytes du donneur, Žvitant potentiellement la 

rechute du patient survenue quelques temps apr•s. 

La question de la dŽtermination des charges mutationnelles sur ARN nÕa pas encore 

ŽtŽ soulevŽe pour les mutations de CALR ˆ ce jour. Notre expŽrience semble indiquer quÕil 

nÕy a pas de diffŽrence majeure entre les valeurs observŽes sur ADN ou sur ARN. Du fait de 

la fragilitŽ des ARN, dans le cadre dÕune activitŽ diagnostique une recherche des mutations de 

CALR sur ADN semble donc plus indiquŽe. Cependant, ces rŽsultats nous apportent une 

information importante dans le cadre de notre travail sur la stabilitŽ des protŽines mutantes 
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CALR. Les faibles niveaux dÕexpression protŽique observŽs ne sont ainsi pas liŽs ˆ un dŽfaut 

transcriptionnel, ou ˆ une instabilitŽ des ARNm. En effet, les mutations de CALR conduisant ˆ 

des dŽcalages du cadre de lecture, une dŽgradation des ARNm des formes mutantes aurait pu 

•tre observŽe, notamment via le syst•me Nonsense Mediated mRNA Decay. (Lykke-Andersen 

and Jensen, 2015) Nous ne pouvons cependant pas exclure ˆ ce jour un mŽcanisme de 

rŽpression post-transcriptionnel, mŽdiŽ par exemple par des microARN. 
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II.  Discussion de lÕarticle 2 

 

Dans ce travail, nous avons ŽtudiŽ lÕimpact de lÕexpression des protŽines CALR 

mutantes sur lÕhomŽostasie du RE avant dÕŽtudier les raisons de leur faible expression dans 

les cellules. Ce dernier point est le rŽsultat dÕune dŽgradation par le syst•me ERAD-

proteasome et met en jeu la protŽine EDEM3. 

LÕune des principales fonctions de la calrŽticuline est une participation au syst•me de 

contr™le qualitŽ des glycoprotŽines sŽcrŽtŽes garantissant leur repliement correct avant export 

vers leur site dÕactivitŽ. En cas de mise en dŽfaut de ce syst•me, une accumulation de 

protŽines mal conformŽes est observŽe (situation dŽnommŽe stress du RE), ˆ lÕorigine du 

dŽclenchement dÕune rŽponse adaptative appelŽe UPR. Plusieurs raisons laissaient prŽsager 

une relation entre les mutations de CALR et cette rŽponse. La premi•re est la mise en 

Žvidence dans une Žtude transcriptomique de lÕactivation de lÕUPR chez les patients 

prŽsentant ces mutations comparativement ˆ des tŽmoins sains. (Lau et al., 2015) Par ailleurs, 

le r™le du stress du RE dans la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire (elle-m•me favorisŽe par les 

mutations de CALR) a rŽcemment ŽtŽ suggŽrŽ. (Kollmann et al., 2017; Lopez et al., 2013; 

Marty et al., 2016) Cependant, que ce soit dans nos mod•les de lignŽes cellulaires ou chez les 

patients testŽs, lÕexpression des formes mutantes de CALR ne perturbe pas de mani•re notable 

lÕhomŽostasie du RE. En accord avec ces donnŽes, lÕexpression des variants de CALR ne 

modifie pas la sensibilitŽ des cellules ˆ lÕapoptose induite par un stress du RE. Ces rŽsultats 

font Žcho ˆ lÕinefficacitŽ du Bortezomib (un inhibiteur du protŽasome) dans le traitement des 

MFP. (Barosi et al., 2010; Mesa et al., 2008) Une nuance doit cependant •tre apportŽe. Dans 

ces Žtudes, le statut mutationnel CALR des patients inclus nÕest pas connu. On peut cependant 

imaginer que la plupart des patients non mutŽs pour JAK2 portaient une mutation de CALR. 

LÕassociation de lÕUPR avec les autres mutations responsables des SMP (JAK2V617F et 

MPLW515) et son r™le dans dÕautres aspects comme la chimio-rŽsistance restent ˆ 

dŽterminer. 

LÕexpression des protŽines CALR mutŽes ˆ un faible niveau est rapportŽe dans 

diffŽrentes Žtudes. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Garbati et al., 2016; Kollmann 

et al., 2017) Nous sommes cependant les premiers ˆ dŽmontrer que ce phŽnom•ne est 

Žgalement observŽ dans des cellules primaires de patients. Ceci a par ailleurs ŽtŽ suggŽrŽ par 
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lÕabsence de dŽtection de la protŽine mutŽe exprimŽe de mani•re endog•ne par la lignŽe 

MARIMO. (Kollmann et al., 2014) Il est donc peu probable que ceci soit le rŽsultat dÕun 

artŽfact liŽ ˆ la prŽsence dÕŽtiquettes sur les protŽines ŽtudiŽes (utilisŽes dans toutes les Žtudes 

citŽes sauf celles de lÕŽquipe de S. Constantinescu). Nos rŽsultats sugg•rent que ce faible 

niveau dÕexpression dans les cellules nÕest pas le fait dÕune hyper-sŽcrŽtion des protŽines 

mutantes, comme cela aurait pu •tre imaginŽ du fait de la perte du motif de rŽtention dans le 

RE. La sŽcrŽtion dÕune forme tronquŽe de CALR a ŽtŽ mise en Žvidence par Garbati et al (que 

ce soit en prŽsence de CALR sauvage ou mutŽe), probablement en lien avec lÕexistence dÕun 

site de clivage protŽolytique au niveau C-terminal (Garbati et al., 2016; Wijeyesakere et al., 

2011) Cette version courte et sŽcrŽtŽe de CALR prŽsentant la m•me taille (et probablement la 

m•me sŽquence en acides aminŽs) quelle que soit la forme de la protŽine exprimŽe dans les 

cellules (sauvage ou mutŽe), il est probable quÕelle nÕait pas de r™le dans la physiopathologie 

des SMP. Pour notre part, nous nÕavons pas observŽ cette forme tronquŽe, notre tag en 

position C-terminal ayant probablement ŽtŽ ŽliminŽ par ce processus. NŽanmoins, lÕŽtude des 

surnageants de nos lignŽes hŽmatopo•Žtiques avec notre anticorps anti-CALR totale ne nous a 

pas non plus permis dÕobserver cette protŽine, comme cela semble •tre Žgalement le cas dÕun 

autre groupe. (donnŽes non montrŽes, Han et al., 2016) De plus, aucune des Žtudes ayant 

investiguŽ cette hypoth•se nÕa retrouvŽ de sŽcrŽtion massive des formes mutantes compl•tes. 

(Garbati et al., 2016; Han et al., 2016) La possibilitŽ dÕune rŽtention ˆ la surface des cellules, 

via une interaction des variants de CALR avec MPL ne peut •tre exclue ˆ ce jour. Cette 

hypoth•se a dÕailleurs ŽtŽ avancŽe par diffŽrents groupes. (Araki et al., 2016; Vainchenker, 

2016) Nous pouvons toutefois Žcarter que ce mŽcanisme soit responsable des faibles niveaux 

dÕexpression intracellulaire puisque lÕŽtude par cytomŽtrie en flux de cellules de patients 

prŽsentant des mutations de CALR (progŽniteurs et cellules matures) ne rŽv•le pas de 

diffŽrence dÕexposition de calrŽticuline ˆ leur surface. (Daitoku et al., 2016; Nangalia et al., 

2013) 

Le traitement des cellules par deux inhibiteurs diffŽrents du protŽasome (MG132 et 

lactacystine) dŽmontre que les faibles niveaux dÕexpression des CALR mutantes sont le 

rŽsultat de leur dŽgradation par le syst•me ERAD-protŽasome. Ce phŽnom•ne nÕest pas le fait 

de la prŽsence dÕune Žtiquette en position C-terminal puisque le m•me phŽnom•ne est observŽ 

avec des protŽines prŽsentant un Žpitope Flag en position N-terminale (Kollmann et al., 2017) 

ou avec des formes non modifiŽes des protŽines (notre Žtude). Cette dŽgradation semble au 

contraire •tre directement liŽe ˆ la sŽquence du nŽopeptide C-terminal crŽŽ par le dŽcalage de 
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cadre de lecture, puisque la dŽlŽtion des rŽsidus mutŽs des protŽines de type 1 et de type 2 

permet dÕaugmenter le niveau dÕexpression de celles-ci. (Garbati et al., 2016) Les traitements 

par chloroquine et bafilomycine A1 ont permis de bloquer efficacement le processus 

autophagique dans nos diffŽrents mod•les cellulaires comme attestŽ par lÕŽtude du LC3 par 

western-blot. NŽanmoins, leur impact sur les niveaux dÕexpression des protŽines CALR 

mutŽes Žtait modŽrŽ et souvent discordant (entre les deux drogues et entre les lignŽes). Les 

raisons de ces diffŽrences restent inconnues ˆ ce jour. Un effet additif avec le MG132 a par 

ailleurs ŽtŽ recherchŽ dans nos lignŽes hŽmatopo•Žtiques. Les rŽsultats se sont cependant 

rŽvŽlŽs trop peu reproductibles pour pouvoir se prononcer dŽfinitivement. LÕimplication de 

lÕautophagie dans lÕŽlimination des variants de CALR semble donc limitŽe. Son r™le pourrait 

ainsi •tre restreint aux situations o• les capacitŽs dÕŽlimination par lÕERAD sont dŽpassŽes, 

comme cela a ŽtŽ dŽmontrŽ pour dÕautres mod•les. (Fujita et al., 2007)  

Bien quÕassociŽes ˆ un gain de fonction, les mutations de CALR favorisent la 

dŽgradation des protŽines oncogŽniques quÕelles engendrent. La prise en charge dÕune 

protŽine favorisant une transformation tumorale par le syst•me ERAD semble assez 

paradoxale, mais a dŽjˆ ŽtŽ observŽe (Marada et al., 2013) m•me si dans le cas de la protŽine 

Smoothened (rŽcepteur couplŽ ˆ une protŽine G dont des mutations sont dŽcrites dans 

diffŽrents types de cancers), la dŽgradation est principalement observŽe dans des conditions 

de stress du RE (ce qui nÕest pas le cas lors de lÕexpression de nos protŽines mutantes). 

LÕhypoth•se dÕune dŽgradation par le syst•me ERAD-protŽasome semble pouvoir 

rŽconcilier les diffŽrentes Žtudes ayant recherchŽ la localisation cellulaire des protŽines CALR 

mutantes. Les conclusions contradictoires des groupes de T. Green et R. Kralovics (lÕun 

rapportant une co-localisation des protŽines CALR mutŽes avec la calrŽticuline sauvage et 

lÕautre une absence de colocalisation avec la calnexine) peuvent sÕexpliquer par la synth•se 

des protŽines au niveau du RE rapidement suivie de leur Žlimination par lÕERAD. (Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) Par ailleurs, Chachoua et al. ont pour leur part suggŽrŽ la 

prŽsence des CALR mutantes au niveau dÕun compartiment vŽsiculaire proche du Golgi dont 

on peut imaginer quÕil sÕagisse des vŽsicules de contr™le qualitŽ. (Benyair et al., 2015a; 

Chachoua et al., 2016) 

La calrŽticuline prŽsente un site de glycosylation unique en position 327 sur la 

protŽine mature (et donc Žgalement prŽsent dans les protŽines mutŽes). Cependant, la 
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glycosylation effective de la protŽine ne semble •tre observŽe que dans des conditions de 

stress (Rizvi et al., 2004). Cette absence de glycosylation en condition basale est donc 

cohŽrente avec lÕinefficacitŽ des inhibiteurs de glucosidase et du siARN anti-glucosidase II ˆ 

favoriser lÕexpression des protŽines CALR mutantes. Notre crible molŽculaire nous a 

cependant permis de mettre en Žvidence le r™le clŽ dÕEDEM3 dans la dŽgradation des 

protŽines mutantes, sans implication Žvidente des autres membres de cette famille. Un effet 

diffŽrentiel des diffŽrents membres de la famille EDEM sur la dŽgradation de substrats de 

lÕERAD a prŽcŽdemment ŽtŽ dŽmontrŽ. (Tang et al., 2014b) Par ailleurs lÕinteraction 

dÕEDEM3 avec des clients non glycosylŽs est Žgalement connue ; son interaction avec les 

protŽines CALR mutŽes nÕest donc pas totalement surprenante. (Sato et al., 2012; Tang et al., 

2014b) LÕabsence dÕeffet de la kifunensine sur la stabilisation des variants de CALR sugg•re 

que lÕactivitŽ mannosidase dÕEDEM3 nÕest pas nŽcessaire ˆ la dŽgradation de ces substrats, 

m•me si des expŽriences utilisant des formes dÕEDEM3 mutŽes au niveau du site MRH 

seraient nŽcessaires pour lÕaffirmer dŽfinitivement. De mani•re concordante, lÕabsence dÕeffet 

de lÕextinction dÕEDEM2 (agissant en amont dÕEDEM3 dans le processus de dŽ-

mannosylation des substrats de lÕERAD) sur la stabilisation des protŽines CALR mutŽes va 

dans le sens dÕun effet indŽpendant de lÕactivitŽ mannosidase. 

Bien quÕ EDEM3 soit Žgalement capable dÕinteragir avec SEL1L (Saeed et al., 2011; 

Tang et al., 2014b), lÕinteraction mise en jeu est bien plus faible que pour les autres membres 

de la famille EDEM, suggŽrant quÕEDEM3 agit diffŽremment des deux autres et 

potentiellement avec dÕautres partenaires dont lÕidentitŽ reste ˆ dŽterminer. Il est notamment 

Žtonnant de voir quÕaucun des acteurs de la machinerie classique de dŽgradation des protŽines 

luminales solubles du RE (OS-9, XTP3-B, HRD1, p97) ne soit impliquŽ dans la dŽgradation 

des protŽines CALR mutŽes. Notamment, HRD1 semble •tre la principale ubiquitine-ligase 

E3 impliquŽe dans la dŽgradation des substrats de lÕERAD soluble tandis que p97 (dont 

lÕimplication dans la dŽgradation des variants de CALR semble exclue par lÕinefficacitŽ du 

DBeQ ˆ stabiliser leur expression) prŽsente un r™le central dans la dislocation et la 

dŽgradation des substrats solubles ou membranaires, quÕils soient glycosylŽs ou non. 

(Bernasconi et al., 2010) Il est possible quÕune redondance entre ces facteurs et 

Žventuellement dÕautres protŽines masque leur r™le dans la dŽgradation des protŽines CALR 

mutantes. DÕun autre c™tŽ, il a ŽtŽ montrŽ que lÕŽlimination des substrats non glycosylŽs de 

lÕERAD faisait intervenir spŽcifiquement certains facteurs non impliquŽs dans la dŽgradation 

de mod•les classiques de lÕERAD. (Okuda-Shimizu and Hendershot, 2007) 
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LÕactivation de voies de dŽgradation est une piste thŽrapeutique largement explorŽe 

dans des pathologies engendrŽes par des protŽines mal conformŽes. Dans ces mod•les, activer 

pharmacologiquement les voies de dŽgradation (avec de la rapamycine ou du chlorure de 

lithium) permet de Ç nettoyer È les cellules des protŽines anormales en stimulant leur 

Žlimination par lÕautophagie. (Fujita et al., 2007; Houck et al., 2014) LÕactivation de la 

dŽgradation de protŽines anormales par le protŽasome a Žgalement ŽtŽ dŽmontrŽe comme 

bŽnŽfique notamment dans des mod•les de neuropathies dŽgŽnŽratives. (Lee et al., 2010; 

Leestemaker et al., 2017) Nous avons tentŽ une approche comparable en surexprimant 

EDEM3 dans nos lignŽes cellulaires, sans observer dÕinhibition de la prolifŽration cellulaire. 

De mani•re similaire, Ç lÕactivation du protŽasome È par un traitement des lignŽes cellulaires 

UT-7 avec lÕIU1 (Lee et al., 2010) nÕa pas permis de freiner la prolifŽration cellulaire associŽe 

aux mutations de CALR (donnŽes non montrŽes). Dans ce dernier cas, nous avons cependant 

pu mettre en Žvidence que cette absence dÕeffet Žtait liŽe ˆ lÕincapacitŽ de la drogue ˆ 

diminuer les niveaux dÕexpression des CALR mutŽes (sur lignŽe cellulaire HEK293T). Ceci 

sugg•re que lÕŽtape finale de la dŽgradation des variants de CALR nÕest pas lÕŽtape limitante. 

LÕimpact de la surexpression dÕEDEM3 sur les niveaux de protŽines CALR mutantes reste ˆ 

dŽfinir. On peut cependant Žmettre lÕhypoth•se que lÕabsence dÕeffet fonctionnel soit liŽe ˆ la 

redondance de fonction dÕEDEM3 avec dÕautres acteurs de lÕERAD, ou sa nŽcessaire 

association avec des partenaires qui restent ˆ identifier. 

Toujours dans un but thŽrapeutique, une deuxi•me option Žtait au contraire dÕinterfŽrer 

avec lÕŽlimination des protŽines CALR mutŽes, lÕaugmentation de leur expression pouvant 

sÕaccompagner dÕun surdosage ˆ lÕorigine dÕeffets toxiques. Plusieurs arguments semblent en 

effet indiquer une rŽgulation du niveau dÕexpression de ces protŽines oncogŽniques. Le 

premier est la faible frŽquence de patients prŽsentant un statut mutationnel homozygote. Par 

ailleurs, les expŽriences dÕŽdition gŽnomique rŽalisŽes par Nivarthi et al. basŽes sur la 

technologie CRISPR-Cas9 vont Žgalement dans ce sens. Lorsque les cellules modifiŽes ne 

prŽsentent pas de pression de sŽlection, une majoritŽ des clones prŽsentent une atteinte (avec 

le bon dŽcalage du cadre de lecture ou non) de toutes les copies de CALR. Par contre lorsque 

les cellules ŽditŽes sont sŽlectionnŽes sur leur capacitŽ ˆ prolifŽrer en absence de cytokine 

(crit•re permettant dÕorienter vers un r™le dans le dŽveloppement dÕun SMP), 2/3 des clones 

prŽsentent un mutation avec un dŽcalage du cadre de lecture de 1pb sans atteinte de lÕautre 

all•le sauvage, tandis que seuls 18% des clones prŽsentent un statut mutationnel 

homozygote/hŽtŽrozygote composite pour CALR. (Nivarthi et al., 2016) LÕeffet de 
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lÕextinction dÕEDEM3 sur les niveaux dÕexpression de CALR mutŽes dans les UT-7 et les 

rŽpercussions sur la survie cellulaire et la prolifŽration restent cependant ˆ dŽterminer. 

 

Il est maintenant clair que lÕactivitŽ oncogŽnique des protŽines mutantes CALR 

sÕexprime au travers dÕune signalisation aberrante initiŽe par MPL conduisant ˆ une hyper-

prolifŽration spŽcifique du compartiment mŽgacaryocytaire. (Chachoua et al., 2016; Marty et 

al., 2016) Cette activitŽ semble cependant contradictoire avec lÕobservation des faibles 

niveaux dÕexpression que nous avons relevŽs comme dÕautres groupes maintenant. Une 

hypoth•se basŽe sur les analyses immunohistochimiques dŽmontrant une expression 

importante mais surtout spŽcifique des protŽines mutŽes dans les mŽgacaryocytes matures 

permettait nŽanmoins de rŽconcilier les deux thŽories ; une stabilisation des protŽines 

spŽcifiquement dans les mŽgacaryocytes pouvait en effet participer ˆ la spŽcificitŽ dÕaction 

des mutations de CALR sur ce compartiment tout en restant compatible avec le phŽnom•ne de 

dŽgradation que nous avons mis en Žvidence. 

Une premi•re hypoth•se Žtait la possible stabilisation des ARNm des formes mutŽes 

de CALR comparativement ˆ ceux de la forme sauvage. Pour Žvaluer ce param•tre, nous 

avons comparŽ les charges allŽliques CALR dŽterminŽes sur ARNm extraits de plaquettes 

purifiŽes avec celles mesurŽes sur ADN de polynuclŽaires neutrophiles. De mani•re 

inattendue, les charges observŽes sur matŽriel plaquettaire Žtaient significativement 

infŽrieures ˆ celles observŽes sur cellules granuleuses, suggŽrant une possible dŽstabilisation 

des ARNm CALR portant la mutation. Si celle-ci Žtait confirmŽe, cela signifierait que le 

mŽcanisme mis en jeu dans ce phŽnom•ne est spŽcifique de la lignŽe mŽgacaryocytaire 

puisque la comparaison des charges allŽliques CALR effectuŽe entre ADN et ARN issus de 

leucocytes ne montrait pas de diffŽrence. Aussi, ces donnŽes mŽritent dÕ•tre confirmŽes chez 

dÕautres patients, et notamment au niveau des mŽgacaryocytes afin de vŽrifier sÕil nÕexiste pas 

une compensation par une hyperproduction des ARNm de la forme mutŽe.  

LÕun des facteurs pouvant participer ˆ une Žventuelle stabilisation des protŽines CALR 

mutŽes pouvait par ailleurs •tre leur Ç cible oncogŽnique È elle-m•me : MPL. La protŽine 

chaperonnŽe aurait ainsi pu Žgalement jouer le r™le de chaperonne. Cependant, nos 

expŽriences de co-transfection dans la lignŽe cellulaire HEK293T sugg•rent que lÕexpression 

seule de ce rŽcepteur nÕest pas suffisante pour augmenter les niveaux dÕexpression des 



 169 

variants de CALR. Bien que discordantes avec les rŽsultats dÕune autre Žquipe (Han et al., 

2016), ces donnŽes sont cohŽrentes avec lÕabsence de stabilisation Žvidente des protŽines 

CALR mutantes dans les lignŽes hŽmatopo•Žtiques exprimant MPL (DAMI, TF-1 et UT-7 

MPL) comparativement aux K562 qui ne lÕexpriment pas.  

Afin dÕapprŽhender plus globalement les effets de la diffŽrenciation mŽgacaryocytaire 

sur lÕexpression des protŽines CALR mutŽes, nous avons utilisŽ des mod•les de lignŽes 

cellulaires dont la diffŽrenciation vers ce lignage peut •tre induite par le PMA. Les rŽsultats 

observŽs sur DAMI nÕindiquent pas dÕimpact de la diffŽrenciation sur le niveau dÕexpression 

des CALR mutŽes. A lÕinverse, une augmentation dÕexpression de ces protŽines a ŽtŽ 

observŽe dans les K562 Ç diffŽrenciŽes È, mais semble plut™t liŽe ˆ une stabilisation des 

ARNm quÕˆ une stabilisation des protŽines. Ceci allant ˆ lÕencontre des donnŽes de charges 

allŽliques obtenues chez les patients, ce phŽnom•ne doit •tre considŽrŽ comme une spŽcificitŽ 

de cette lignŽe, et non reprŽsentatif de ce qui se passe dans le dŽveloppement des SMP 

associŽs aux mutations de CALR. 

LÕutilisation dÕun mod•le plus proche de la Ç physiologie È Žtait donc nŽcessaire pour 

rŽpondre plus clairement ˆ la question posŽe. Nous avons donc transduit des cellules 

souches/progŽnitrices primaires CD34+ isolŽes de sang placentaire avant de les diffŽrencier 

vers diffŽrents types cellulaires hŽmatopo•Žtiques. Les rŽsultats de cette expŽrience nÕont pas 

permis de mettre en Žvidence lÕexpression des protŽines mutantes CALR dans la condition 

Ç diffŽrenciation mŽgacaryocytaire È, alors que celles-ci Žtaient dŽtectables ˆ plus ou moins 

faible niveau dans les autres conditions. Plusieurs nuances doivent cependant •tre apportŽes. 

Cette expŽrience nÕa ŽtŽ rŽalisŽe quÕune seule fois et mŽriterait donc dÕ•tre confirmŽe. De 

plus, lÕexpression des ARNm nÕa pas pu •tre contr™lŽe ˆ ce jour, ne permettant pas dÕexclure 

un dŽfaut dÕinduction des transg•nes par la doxycycline dans les conditions o• la protŽine 

mutŽe nÕest pas dŽtectŽe. NŽanmoins, la trop grande consommation en termes de cellules 

CD34+, de milieu et de cytokines est un frein qui ne nous a pas encouragŽs ˆ renouveler cette 

expŽrience. 

Collectivement, ces rŽsultats semblent indiquer que la diffŽrenciation 

mŽgacaryocytaire nÕinflue pas sur la stabilisation des protŽines mutŽes CALR. Les forts 

niveaux dÕexpression observŽs au niveau des biopsies de moelle des patients seraient donc le 

rŽsultat dÕune plus forte expression de CALR dans les mŽgacaryocytes matures comme lÕont 
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suggŽrŽ Vannucchi et al. (Vannucchi et al., 2014) Ceci pourrait •tre liŽ ˆ la polyplo•die de ces 

cellules. Une autre possibilitŽ serait une stabilisation des protŽines mutŽes au cours de la 

diffŽrenciation mŽgacaryocytaire spŽcifiquement dans des conditions pathologiques. Cette 

hypoth•se pourrait •tre ŽvaluŽe en rŽalisant le m•me type dÕexpŽrience que celle effectuŽe sur 

cellules CD34+, mais en partant de cellules de patients prŽsentant lÕanomalie molŽculaire. 

Notons que si cette thŽorie sÕavŽrait exacte, il est peu probable quÕelle soit liŽe ˆ une mutation 

dÕEDEM3. En effet, ˆ ce jour une seule mutation dÕEDEM3 a ŽtŽ identifiŽe dans les 

hŽmopathies et concerne un cas de LeucŽmie Lympho•de Chronique (COSMIC, 

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Une modulation dÕexpression dÕEDEM3 pourrait 

cependant participer ˆ ce phŽnom•ne, par exemple via lÕaugmentation de lÕexpression de 

microARN tels que miR-379 dont lÕune des cibles est EDEM3 (Kato et al., 2016) et dont 

lÕexpression est augmentŽe au cours de MFP. (Norfo et al., 2014) 
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CONCLUSION 

 Au cours de ce travail, nous avons cherchŽ ˆ caractŽriser divers aspects associŽs 

aux mutations de CALR dÕun point de vue translationnel dans un premier temps, puis dÕun 

point de vue plus fondamental. 

 La caractŽrisation fine des patients en termes de charge mutationnelle nŽcessite une 

technique de quantification prŽcise, comme lÕest la PCR digitale que nous avons dŽveloppŽe. 

Si son intŽr•t pour le suivi thŽrapeutique a ŽtŽ illustrŽ dans notre publication, elle permettra 

Žgalement de prŽciser lÕŽventuelle corrŽlation des charges allŽliques des mutations de CALR 

avec la prŽsentation clinico-biologique des patients. En effet, cette question sÕest 

probablement heurtŽe ˆ lÕutilisation de mŽthodes aux performances sub-optimales comme 

lÕanalyse de fragments. La particularitŽ (ou lÕabsence de particularitŽ) des patients prŽsentant 

de faibles charges mutationnelles pourra Žgalement •tre ŽvaluŽe avec une plus grande 

prŽcision gr‰ce ˆ notre mŽthode de quantification. 

 Dans une deuxi•me partie, nous avons montrŽ que lÕexpression des variants de 

CALR ne compromettait pas lÕhomŽostasie du RE, ni nÕimpacter la sensibilitŽ ˆ lÕapoptose 

induite par un stress du RE. Nous avons Žgalement mis en Žvidence que les protŽines CALR 

mutantes Žtaient dŽgradŽes par la voie ERAD-protŽasome. Nous avons prŽcisŽ lÕimplication 

dÕEDEM3 dans ce phŽnom•ne et recherchŽ les effets de sa sur-expression et de son extinction 

sur la prolifŽration cellulaire induite par les protŽines CALR mutŽes. La sur-expression 

dÕEDEM3 ne semble pas impacter ce param•tre. Une approche dÕextinction dÕexpression 

dÕEDEM3 avec la technologie CRISPR est actuellement en cours dÕŽvaluation. Le r™le direct 

dÕEDEM3 sur la dŽgradation des variants de CALR reste cependant ˆ dŽmontrer. Il serait 

Žgalement intŽressant dÕidentifier les autres acteurs de cette voie de dŽgradation : il pourrait 

sÕagir de diffŽrentes chaperonnes comme BiP, mais Žgalement de foldases (notamment des 

PDI connues pour interagir avec les membres de la famille EDEM). Quoi quÕil en soit, la 

dŽgradation de ces protŽines (indŽpendamment dÕEDEM3) constitue pour nous une piste 

thŽrapeutique potentielle. 

 Enfin, dans une derni•re partie, nous avons montrŽ que la diffŽrenciation 

mŽgacaryocytaire Ç physiologique È nÕa pas dÕeffet notable sur les niveaux de dŽgradation des 

mutants de CALR. Un effet diffŽrent dans des conditions pathologiques ne peut cependant pas 
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•tre exclu, impliquant potentiellement une rŽgulation post-transcriptionnelle des mutants eux-

m•mes ou des facteurs participant ˆ leur dŽgradation. Ces diffŽrents ŽlŽments apportent un 

Žclairage nouveau et original sur le r™le des mutations de CALR dans la physiopathologie des 

SMP et des pistes thŽrapeutiques potentielles.  
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