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Etude de la calrZticuline dans les syndromes myZloprolifZratifs :
de la dZtermination de la charge allZliqgue aux mZcanismes de

dZgradation des variants protZiques

Des mutations dans le gene de dalrZticuline (CALR), codant pour une protZine
rZsidente du rZticulum endoplasmique (RE), ont ZtZ dZcouvertes rZcemment dans les
syndromes myZloprolifZratifs (SMP). Elles sont associZes ~ augmentation de prolifZration
cellulaire portant spZcifiquement sar lignZe mZgacaryocytaire. Ceci est le rZsultat dOune
activation constitutive de la signalisation des voies -BWAT et MAP Kinases, consZcutive
" 1Qinteraction des protZines mutantes CALR avec le rZcepteur " la thrombopoeZtine. Plusieurs
Ztudes ont morifrla faible expression de ces protZines mutZes dans les cellules, mais aucune
nOa dZterminZ IOimpact de leur expression sur IOhomZostasie du RE ni les acteurs mis en je
dans leur Zlimination. Dans ce travail, nous avons montrZ que IOexpression dess protZin
CALR mutZes ne perturbe pas sensiblement I0Zquilibre du RE et ne modifie pas la sensibilitZ
des cellules ~ IQapoptose induite par un stress du RE. Nous avons ensuite dZmontrZ dans
diffZrents modesles, y compris des cellules engagZes dans la diffZ@maiatgacaryocytaire,
que les faibles niveaux intracellulaires de variants protZiques CALR nOZtaient pas liZs ~ une
sZcrZtion accrue dans le milieu extracellulaire ni ~ un dZfaut transcriptionnel. Cette faible
expression est en fait la consZquence dOureddiign mettant en jeu principalement la voie
ERAD-protZasome. Dans ce processus, la reconnaissance de motifs glycans nOest pas
impliquZe, mais EDEM3 semble avoir un r™le majeur puisque son extinction augmente
IOexpression des formes mutZes de CALR. Ldukaiion de cette dZgradation pourrait

constituer une approche thZrapeutique innovante dans les SMP.

Mots clZs: CalrZticuline, EDEMSyndromesvlyZloprolifZratifs, ERAD, ProtZasome

INSERM U1218ACTION , Equipe "Oncogenese mammaire et leucZmique
UniversitZ de Bordeaux
146 rue LZo Saignat, Zone Sud, B%ctiment TP, 4sme Ztage
33076Bordeaux



Study of calreticulin in myeloproliferative neoplasms: from allelic
burden determination to mechanisms of variant proteins

degradation

Mutations in thecalreticulin 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 J&KRAT and MAP kinase
pathways, following the interaction of mutant calreticulin proteins with the thrombopoietin
receptor. Several studies have demonstrated that these mutated proteins arexfardsed
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 ERiléayium, nor does it change
the cellular sensitivity to ER stressduced apoptosis. We next demonstrated in different
models including cells committed towards megakaryocytic differentiation that the poor
intracellular levels of variant CALR proteins ameither due to enhanced secretion into the
extracellular medium, nor to transcriptional defects. Thislwel expression is mainly the
result of increased degradation, involving the ERgrbteasome pathway. In this process, the
recognition of glycan mds 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

INSERM U1218ACTION , Team" Mammary and Leukemic Oncogenesi$
University of Bordeaux
146 rue LZo Saignat, Zone Sud, B%ctiment TP, 4sme Ztage
33076 Bordeaux
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ABREVIATIONS

ADP : AdZnosineDi-Phosphate

ASXL1 : Additional Sex Polycombike 1
ATF6 : Activating TranscriptionFactor 6
ATF4 : ActivatingTranscription Factor 4
ATG : Autophagy relate@ene

ATP : AdZnhosine TriPhosphate

ATRA : Acide ToutTrans RZtinoeque
Asn: Asparagine

BiP : Immunoglobulin heavy chain
Binding Protein ou GlucosRegulated
Proteins of 78kDa

CALR : CalrZticuline

CAR : CXCL12abundant reticular

CBL : Casitas Blineage Lymphoma
CHOP: C/EBR-homologous protein
CD : Cluster of Differenciation

CMA: ChaperoneéMediated Autophagy

CNX : Calnexine

CRISPR: Clustered Regularaly
Interspaced Short Palindromic Repeats

Cys : CystZine
DR5 :Death Receptor 5

EDEM : Endoplasmic Reticulum
Degradation Enhancing Mannosidabke

elF : eukaryote translation Initiation
Factor

ERGIC: Endoplasmic Reticulum Golgi
Intermediate Compartment

ERManl: EndoplasmidReticulum! 1,2
mannosidase |

ERQC: Endoplasmic Reticulum Quality
control Compartment

ERdj: Endoplasmic Reticulumesident
protein

EPO : ErythroposZtine
ERES: Endoplasmic reticulum Exit Sites

ERp57: Endoplasmic Reticulum protein of
57 kDa

FERM : band 4.ZFEzrinrRadixinrMoesin
FKBP :FK Binding Protein

GADD34: Growth Arrest and DNA
Damageinducible protein 34

G-CSF :GranuocytesColony Stimulating
Factor

GHA47 : Glycosyl Hydrolase 47

GM-CSF :GranuocytesMonocytes
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-AspartateGlutamate
Leucine

KO : Knock Out

LA : LeucZmie Aigu’

LAL : LeucZmie Aigu‘ Lymphoblastique
LAM : LeucZmie Aigu‘* MyZloblastique

LAMP2A : Lysosomal Associated
Membrare Protein 2A

LMC : LeucZmie MyZlode Chronique

MAM : Mitochondria Associated ER
Membran

MAPK : MitogenActivated Protein Kinase
MECOM : MDS1 and EVIomplex
MFP : MyZlofibrose Primitive

MIG : Monokine induced by Gamma
Interferon

MIP : Macrophage Inflammatory Protein
MPL : Myeloproliferative Leukemia

MRH : Mannose6-phosphate Receptor
Homology

NBD : Nucleotide Binding Domain

NMD : Nonsense MediateDecay
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Nrf2 : NFE2 Related Factor 2

0OS9: Osteosarcoma amplifiedd

OST: Oligosaccharyl Transferase

Pb : Paire de bases

PDGF :Platelet Derived Growth Factor
PDI : Protein Disulfide Isomerase
PERK: doublestranded RNAactivated
protein kinaselike endoplasmic reticulum
kinase

PI3K : Phosphaiositide3 Kinase

PMA : Phorbol 12Myrisate 13Acetate
PML : Promyelocytic Leukemia

PP1 :Protein Phosphatase 1

PPlase Peptidyl Rolylisomerase

PV : Polyglobulie de Vaquez

QCV : Quality Control Vesicules

OMS :Organisation Mondiale de la SantZ

RARA : RZcepteur Alpha " I0Acide
RZtinoeque

RE : Rzticulum Endoplasmique

RER :Rough Endoplasmic Reticulum
Rziculum Endoplasmique Granuleux

RIDD : Regulated IRE1 Dependant Decay
of mMRNA

S1P :Site 1 Protease
S2P :Site2 Protease
SBD : Substrate Binding Domain

Ser: Serine



SMP : Syndr™me MyZloprolifZratif
SOCS: Suppressor of Cytoke Signaling
SRP: Signal RecognitioRarticle

STAT : Signal Transducer and Activator
of Transcription

TE : ThrombocytZmie Essentielle

TERT :Telomerase Reverse Transcriptase
TET2: TenEleven Translocation

Thr: ThrZonine

TPO: ThrombopoeZtine

TPR :Tetraico Peptide Repeat

UGT1 : UDP-glucose:glycoprotein
glucosyltransferase

UPR :Unfolded Protein Response
Val : Valine
VCP: Valosine Containingprotein

VIP36: vesicular integral membrane protein
of 36Kda

VIPL : VIP36like
XBP1: X-box Binding Protein 1
XBP1s: X-box Binding Protein 1 spliced

Xxx : acide aminZ quelconqesceptZ
proline
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AVANT -PROPOS

Lessyndromes myZloprolifZratifs sont des hZmopathies malignes caractZrisZes par une
prolifZration cellulaire excessive sans blocage lalenaturation. Longtemps considZrZes
comme des @aladies des kinasé&s la dZcouverte rZcente destationsdu gene codanta
calrZticuline(CALR) a pointZ 10implication dOun compartiment cellulaire jusque I" largement
ignorZ dans |OZtude de la physiopathologie de ces maldliggticulum endoplasmique
(RE). SOil a maintenant ZtZ dZmontrZ que ces mutations partageaienfcdesmes
oncogZniques similaires ~ ceux associZs aux autres mutations initiatricespd¢hotsgies
la prZsentation clinique particuliere des patigmtstant ces mutations ainsi que tEnnZes
de transcriptomiqueobtenues chez ces patientaissent prZsager des particularitZs

physiopathologiques qui leur sont propores.

Fort de notre expertise dans I0Ztude des syndromes myZloprolifZratifs depuis les
aspects translationnels jusqu@Ztude plus fondamentdiEs mZcanismesicogZniquesnous
avons souhaitApporter notre contributioh la caractZrisation desutations de CALR. La
premiere pierre que nous avons souhaitZ apporter ~ 10Zdifice se pose sur un versant tres
appliquZ " la clinique. Elle consiste en le dZveloppement dOun @ujilahtification des
charges mutationnellgsu charges allZliquesTe parametre consiste ~ Zvaluer la proportion
de copies mutZes dOun gene dans un Zchantillon donnZ, permettant ainsi dOestimer la
frZquence des cellules portant IOanomalie. En ce quéroenta mutatiotlAK2V617F, la
charge allZliqua prZcZdemment ZtZ corrZtiffZrents aspects de la mala@eZsentation au
diagnostic, Zvaluation pronostiquéa dZtermination des chargesutationnellesconstitue

Zgalement un outil prZcieux pour lésthZrapeutique des patients.

DOautre part, nous avons souhaitZ aborder la problZmatique des mZcanismes
oncogZniques associZs ~ ces mutations dOun point de vue original en nous appuyant sur
IOexpertise du Dr Eric Chevet, prZsent ~ Bordeaux au dZbettidail. Initialement axZ sur
la description de IOimpact des mutations de CALR sur IDhomZostasie du RE et la sZcrZtion des
glycoprotZines, nous avons rZorienter notre projet afin de dZterminer les raisons des faibles
niveaux dOexpression des protZinesRCAutantes. Ces aspects encore mal dZfinis ~ ce jour
nous semblent en effénportants pour dZcrire prZcisZmment les mZcanismes conduisant ~
IOhyperprolifZration associZe "~ ces mutations, mais Zgalement pour envisager une approche

thZrapeutique ciblZe iminovante.
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Afin dOapprZhender ces diffZrents points, les diffZrentes Ztapes importantes dans la
maturation des glycoprotZines asslprincipalesZtapes du systeme dmntr™le qualitZ des
glycoprotZines seront exposZ&kus aborderons ensuite les consZquences de la mise en
dZfaut de systeme conduisant "~ la situation dZnommZe stress du RE. Apres de brefs notions
sur IOhZmatopoeese et la mZgacaryopoesse, les grandes notions concernant la physiopathologie
des syndromes migprolifZratifs seront exposZes avant de nous concentrer sur les donnZes

actuellement disponibles sur les mutations de CALR.
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INTRODUCTION

|. Contr™le qualitZ des protZines sZcrZtZeset stress du rZticulum

endoplasmique

La voie de sZcrZtion constitue un rZseau de structures membrampligsZ dans la
production de protZinesdestinZes " etre exportZes dans le milieu extracellulaire, " la
membrane ou vers les diffZrents organi@®esau niveau de ces structures @ellesont
synthZtisZeset acquierent leur structure fonctionnellda voie de sZcrfth comprend
diffZrenes organellesnotamment leZticulum endoplasmiquéRE) et |Oappareil de Golgi.
Chez les eucaryotesngron un tiers diyprotZome est ciblZ vers la voie de sZcrZtion (Huh et
al., 2003)

Chaque protZine est dZfinie marsZquence en acides aminZs. Cependant pour stre
biologiquement active, il lui faut acquZrir une structure tridimensionrsda dZfinie.
Globalement IQacgaition de cette conformation consiste ~ enfouir les rZgions hydrophobes
au clur de la protZine et nOexposer que les rZgions hydrophiles " la sGdgu@cessude
repliementse rZalise au niveadu RE qui constitue usompartiment cellulaire spZcifique
dotZ de la machinerie nZcessdireette fonction (protZines charperonnes et enzymes
diverse. Au cours de leur transit dans ce compartiment, les protZines en formation vont subir
diffZrentesmodifications nZessaires " IOacquisition dOaoeformation corecte et doné
leur activitZ biologique Par ailleurs, d fait de la toxicitZpotentielle des protZines mal
conformZes, un systemélaborZde contr™le qualitZ garantitclenformitZ destructure des
protZines synthZtisZes dans le RE. Ainsi, si la maturation rZussit, la protZine pourra stre
exportZe vers sa destination fingd¢la conformation spatiale nOest pas adZquate, la protZine
sem retenue dans le RE pour paivse sa maturatianEnfin, si lIQacquisition de la
conformation correcte Zchoue ou prend trop de temps, la protZine aberraetdrageadu
RE pour stre dZgradZpar le protZasomeCe systme dZnommZ ERAD (Endoplasmic
Reticulum Associated Degradation) garantit que seléssprotZinedonctionnellesseront
transportZes vers leur destination finale via la voie de sZcriffignre 1 Braakman and
Hebert, 2013; Ellgaard and Helenius, 2003; Helenius and Aebi, 2004; Lamriben et al., 2016;
Olivari and Molinari, 2007; ®mi#skaWojew—dzka and Sandvig, 2015; Xu and Ng, 2015)
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Figurel Principe du systeme de contr™le qualitZ des glycoprotZines sZcrZtZes.

Les glycoprotZines en formation doivent acquZrir une conformation spatiale adZquate pour pouvoir
otre sZcrZtZes ou exprimZea membrane. Tant que cette conformation nOest pas obtenue, elles sont
retenus dans le rZticulum endoplasmique afin de favoriser leur repliement co@ectette
conformation ne peut stre obtenue, les protZines sont expaténs leytosol pour tredZgradZes par

le protZasomedadaptZ dOaprdolecular 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. Synthese des glycoprotZinest modifications ce et posttraductionnelles

Depuis leur entrZe dans le RE et jusqud” leur export, les protZirgmtiZttisZes
entrant dans la voie de sZcrZtjpeuvent subidiversesmodifications (clivage du peptide
signal, formation de ponts disulfisre ADP-ribosylatim, additon dOancres
glycosylphoghatidyinositol, O-mannosylation, MNylycosylation) quiinterviennentdans le
processus de repliemeqti leur permettra @ pouvoir exercerleurs activit biologiques.
(Figure 3 Ces modificationpeuvent Zalement permettrde marqueteur Ztat de maturation
et ainsi au systeme de contr™le qualitZ de juger sipsleert stre exportZs ou si elles
doiventstre dZgradZ® (Braakman and Hebert, 2013)

A. Clivage du peptide signal

Les cha’nes polypeptidiques naissantes entrent dans le RE par un canal formZ dans la
membrane du REle complexe translocon Sec6l1. (Park and Rapoport, 2012) Contrairement

aux pores nuclZaires, il sOagit dOun canal Ztroit nZcessitant que les protifitmalsaient
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dZpliZes pour pouvoir y passer. Classiquement, |Oadressage des complexes- ribosome
polypeptide vers le RE est assurZ par la reconnaissance par la Signal Recognition Particule
(SRP) dOune sZquence en positigarMinale, le peptide signal. (\Mer and Blobel, 1981)
ComposZ dOenviron 25 acides aminZs, il permet de positionner le peptide pendant la
traduction de telle sorte que la cha’ne polypeptidique est poussZe dans le RE au cours de sa
synthese. Tres rapidement, le complexe signal peptidase cliver cette sZquence,

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

Figure2 : Modification co et posttraductionnelles apportZes aux protZines synthZtisZes dans le

rZticulumendoplasmique.

Apres avoir pZnZtrZ dans le RE, IpotZines nZosynthZtisZes subissent diffZrentekfications
pouvantparticiper” leur maturation correcté?armi ces transformations, on peut retenir le clivage du
peptide signal par le complexe Signal Peptidase (SPC) et IQajout de MagtifcosylZs par
|Ooligosaccharide transferase (OST). Ces cha’nes glucidiques constituent une marque dont IOZdition
(par des glucosidas€&xGls - et mannosidases) permettra par la suite de recruter les acteurs favorisant
leur repliement correctia leur interaction avec des lectines comme la calnexine (CNX) ou la
calrZticuline CALR). Ces motifs glycans permettent Zgalement dOZvaluer leur Ztat de maturation.
(Braakman and Hebert, 2013)

B. N-Glycosylation

La plupart des protZines traversant la voie de sdergst modifiZepar 10ajout de
cha’nes glycosylZes sur les rZsidus Appartenanf la sZquence consensus A$xX-
Ser/Tht ou plus rarement Askxx-Cys, AsnXxx-Val, AsnGly. (Xxx dZsignant n'importe
quel acide aminZelenius and Aebi, 2004; Zielinskd al., 2010Ce processus est dZnommZ

N-glycosylation. Il se fait parle transfert en bloc dOun oligosaccharide composZ de 2 N
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acZtylglucosaming, 9 mannoses et 3 glucoses organisZs en 3 branches (A, Bigu@, 3
abrZgzelon la formulesic3Man9GIcMc2. (Helenius and Aebi, 2004)

LOaddition de ces cha’nes est rZalisZe par le complexe oligosaccharyl transferase
(OST) associZ au translocon et se fait le plus souvent de manitradoctionnelle (elle
implique alors la sousnitZ STT3A du complexe OSTNilsson and von Heijne, 1993) Une
autre sousinitZ de OST (STT3B) est capable de rZaliser ce transfert de maniere post
traductionnelle afin de rattraper les@lisE de glycosylation, gZnZralement pour des rZsidus

en position Germinal. (RuizCanada tal., 2009)

Figure3 : Structure du motif glycosylZ transfZrZ sur les rZsidus asparagine des glycoprotZines dans le

cadre de la Nylycosylation.

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses (la couleur
dZpendant du type de liaison comme indiquZ sur le schZma) et les redieugesix N-acZtyl
glucosamines (®mi#skaWojew—dzka and Sandvig, 2015)

La N-glycosylation a diffZrents buts. Tout dOabaite permet dOaugmter la
solubilitZ des cha’nes n&pnthZtisZes encore non structurPes ailleursen modifiant les
propriZtZs physiques des cha’nes jpelptidiques)es cha’nes saccharidiquieserviennent
directement dans le repliement des protZines anZliorant la cinZtique et la
thermodynamique de repliemeiidlanson et al., 2009; Jitsuhara et al., 20B@s peuvent
Zgalement masquer des rZgions hydrophobes, des sites de clivage oundeigsance
immunologiqueCes cha’negermetentde plusle recrutement de protZines chapesmet de
facteurs de repliemen{foldases) facilitant encore IOacquisition dOune conformation
tridimensionnelle correcté€nfin, ces cha’nes glycosylZes constitt une sorte dminuteur
signalant lorsque la durZe du progranuegepliement a expirét que laprotZine doit stre
dZgradZe(Braakman and Hebert, 2013; Helenius and Aebi, 2004; Olivari and Molinari,
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2007)

DOautres modes de glycosylation ont ZtZ s A rZsidus Ser et Thr des protZines
peuventainsi stre modifiZspar 10ajout de fucose, glucose, mannoseaA/lglucosamine.
Ces modifications ne sont cependant paisZes dans le RE et ne spasimpliquzes dans
le contr™le qualitZ dglycoprotZineshez les eucaryotes supZrie@¥s and Ng, 2015yOest

pourquoi nous ne ledZtaillerongas ici.

2. Repliement des protZines acteurs, contr™ qualitZ et export des glycoprotZines

Du fait de la tres forte concentration en protZines dans le RE, les cha’nes peptidiques
naissantes sont vulnZrables au mauvais repliement et ~ I0agrZgatondes leur arrivZe
dans le RE, les cha’nes polypeptidiques vont disposei@iomitZde bienvenueE formZ de
diffZrentes chaperonnes dOenzymes de repliement (foldasksit |Oaction permettra de
fournir un environnement protZgZ et privilZgiZ ~ 10intZrieur de la cellule afin de faworiser |
bonne maturatian (Helenius and Aebi, 2004MalgrZ cela, la proportion de protZines

efficacement repliZes peut parfois stre tres faible (30%). (Braakman and Hebert, 2013)

Les chaperonnes molZculaires sont dZfinies comme des protZines aidant les autres
protZines ~ acquZrir leur conformation correct@sstaire partie de la protZine finale. (Ellis
and van der Vies, 1991) Deux systemes principaux de chaperonnes existent dandde RE
chaperonnes classiques et les chaperonnes liant les carbohgdrégetines A c™tZ de ces
protZines chaperonnes, iiac dOenzymes catalysant la formation des ponts disutiure
I@somZrisationcis-trans des prolines est Zgalement capiter le bon repliement des
protZines (Braakman and Hebert, 201B¢ r™le de ces diffZrents acteurs est de retenir les
cha’nes polyeptidiques en formation dans IOenvironnement favorable au repliement quest le
RE, deprotZgeles rZgions non repliZes des protZines environnantes afin dOZviter IOagrZgation
des cha’nes peptidiques,dOassister les Ztalimitantesdu processusle refiement (Olivari
and Molinari, 2007)
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A. Les chaperonnes classiques

Le RE contient des protZines des familles HSP70 et HSP90. Ces chaperonnes
reconnaissent des substrats prZseritéeur surfacedes rZgions hydrophobesii devraient
«tre enfouies au clur de la protZine, signifiant quOil sOagit dOintermZdiaires de repliement, de
protZines mal conformZes ou de songZs non assemblZes dOun mutlimEtkes sont
recrutZespour assistelle repliement ds protZines neglycosylZes ou des domaines de
glycoprotZines non modifiZst Zviter leur agrZgatioheur liaison dZpend de la liaison de
nuclZotidesadZnineet de IQaction de -€acteurs spZcifique¢Braakman and Hebert, 2013;
Lamriben et al., 2016)

a. Immunoglobulin Binding ProteinBiP

La famille HSP70 esprincipalementeprZgntZe dans le RE pBiP (Immunoglobulin
Heavy Chain Binding protein) encore appeiecose Related Protein of 78 kP@RP7§ ou
Heat Shock70 kDa Protein5 (HSPA5) BiP comportedeux domaines IQun pour lier les
nuclZotides(Nucleotide Binding DomainNBD), IQautre pour lier les substrats (Substrate
Binding Domain SBD). La reconnaissance dessubstras par BiP se fait par la liaison aux
motifs hydrophobes exposZdeur surface.Le SBD seprZsentesous forme d@® sillon dnt
IGiccesest contr™IZ par QuouvercleE La liaison de BiP ~ IDATP ouvre couvercle tandis
que IOhydrolyse de IOATP en ADP le refesmele substrat, protZgeac¢ dernierdOun
repliement trop prZcoce ou dOune agrZg&itidrents cofacteurs rZgulent le cycle de liaison
de BiP " sessubstratsChez les mammiferes, BABt GRP17Q@oncouert ~ I0Zchange ABP
ATP. (Chung et al., 2002; Weitzmann et al., 2088) contraire, IOhydrolyse de IOATP par
BiP est accZlZrZe par les niees de la famille HSP40 ou protZirdis RE~ domaine J
(ERdj). Chez les mammiferes, 7 protZines ~ domainsont dZcrites (ERdj 1 ~ 7) assistant
diverses fonctions de BiFERd] 1 et 2 sont associZes au translocorpaticipent au
positionnement de BiP ce niveau pour assurer la maturation prZcoce des cha’nes
polypeptidiques en formation. ERdj3 et 6 se lient aux protZines en formation ou
incomplstement conformZes suggZrant leur r™le dans le processus de repliement des protZines
ERdj4 et ERd]5 se lierdux protZines mal conformZes et participent ~ IOaccZ|Zration de leur
dZgradation. Le r'™™le de ERd]j7 reste mal cqiaro et al., 2010Dn considere quéiP est
un rZgulateur majeur de IOhomZostasie protZiquéticuium se liantaux intermZdiaires de

repliement déa majoritZ des protZines traversant ce compartiment cell(Bigakman and
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Hebert, 2013)

b. Glucose related Protein of 94 kb&RP94

GRP94est orgarsZe en 3 domainedN-terminal, mZdiaret Gterminal Elle peut lier
les nuclZotidesadZiylZs par son domaine Nterminal. Comme BiPJa liaison de ces
nuclZotides conditionne IOouverture ou la fermeture de la protZine chapehormetif
KDEL en position Gterminale assure la rZtention de la chaperonne dans leeR§ite de
liaison ax substats de GRP94 reste inconnBien que tres abondante dans le RE, peu de
clientsde GRP94 ont ZtZ identifidsnOa paZtZ idetifiZ de cochaperonne(Braakman and
Hebert, 2013pPar contreGRP94 semble stre un acteur important pour cib&tainssubstats
vers la dZgradation par IOERAOMristianson et al., 2008)

B. Les chaperonnes liant les motifs glycosylZs

Rapidement apres leur liaison, les motifsgycosylZs sont ZditZs dans le [REirstre
Creconstruis E ultZrieuremerdars |OappareiledGolgi.La composition de ce motif glycosylZ
est une sorte dmarquereflzant le statut et I[0%o.ge de la protZine " laquelle il est attachZ. Ce
Cglyco-codeE est centrZ sur un systtme de lectomaperonng: la calnexine et la

calrZticuline, spZcifiques des mstihoneglucosylZs.

a. Malectine

Quasiment des leur transfert sur les cha’nes polypeptidiques, les cha’nes N
glycosylZes se voient ampus£i ler glucose de leur branche A pardlucosidase | (glucose
n sur laFigure 3 Chen et al., 1995)e motif GI2Man9GIcNAc2 qui en rZsulte est la cible
spZcifiqgue dOune lectine prZsente dans td&RBalectine(Schallus et al., 2008) Le motif-di
glucosylZ Ztant prZsent ~ des Ztapes prZcoces, cela suggere une intervention de la malectine
dans les premieres Ztapes dematuration des glycoprotZines. Cependant, il a ZtZ dZmontrZ
gue la malectine pouvait se lier © des substrats aberrants, ce qui laisse ouverte la question d
mZcanisme ddlistinction entre protZines en cours de repliement effectif et protZines

aberrantes ces stadetrss prZcoces(Chen et al., 2011; Galli et al., 2011)
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b. Le cyclecalnexine/calrZticulie

La coupure du <ne glucose (glucose m sur Egure 3 par la glucosidase Il se fait

plus tardivement, mais peut survenir avant meme que la cha’neligaptne soit finie de
synthZtiser. (Deprez et al., 2005; Lamriben et al., 2016; Olivari and Molinari, 2007) Le motif

GlcIMan9NAcGIc2 ainsi formZest essentiel pour |OentrZe des glycoprotZines dans le systeme

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

La calnexine, protZine transmembranaire et la calrZticuline, son homologue soluble,

partagent une meme structure gZnZrale. Elles sont constituZes de 3 d(Rigimes) :

un domaine N globulaire prZsentant un site uniquéaioh aux motifs glycosylZs,

avec une spZcificitZ pour les cha’nes mglnoosylZes. (Hebert et al., 1995; Peterson

et al., 1995) Cette association se fait avec une faible affinitZ, et donc de manisre
transitoire. Par ailleurs, il existe au niveau de omane des sites de liaison pour
IOATP et pour le calcium. (Schrag et al., 2001; Wijeyesakere et al., 2011) La liaison de

ces deux facteurs module IQinteraction des lectines avec leurs substrats.

un domaine central riche en prolines. GaiucrZZ un bragui sOZtend alessus de la
chaperonne. Ce domaine permet une interaction avec |[OoxydorZductase ERp57, de la
superfamille PDI (Protein Disulfide Isomerase) ainsi quOavec la cyclophiline B (voir
plus loin). Dans le cas de la calrZticuline, une liaison &iuca de faible capacitZ,

mais de forte affinitZ se fait Zgalement au niveau de ce domaine. (Bedard et al., 2005;
Michalak et al., 2009; Williams, 2006)

un domaine C qui differe entre les deux protZines, mais qui pour toutes les deux porte
un motif de rZtetion 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 dhrg ainsi que des rZsidus phosphorylables participant ~

la rZtention dans le REChevet et al., 2010) Dans le cas de la calrZticuline, le
domaine C porte un motif KDEL de rZtention dans le RE, ainsi quOune sZrie de rZsidus
acides permettant une liaison de faible affinitZ mais avec une forte capacitZ pour le
calcium. Ce domaine est oatllement non structurZ et acquiert une conformation

rigide suite " 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 considere
que toutes les glycoprotZines se lient ~ IQufal éDautre de ces chaperonnes. MalgrZ de
nombreuses similaritZs, il existe des diffZrences dans le spectre des clients se liant " la
calnexine et la calrZticuline. (Molinari et al., 2004) Ces lectines seraient Zgalement capables
de se lier ~ leurs substsadirectement au niveau de certains segments peptidiques. (Danilczyk
and Williams, 2001; Saito et al., 1999; Wijeyesakere et al., 2013)

Figure4 : ReprZsentation schZmatique des structimaire et tridimensionnelle de la calrZticuline et

de la calexine

Les structures linZaire (haut) et tridimensionnelle (bas) de la calrZticuline (gauche) et de la calnexine
(droite) dZmontrent une organisation comparableddasprotZines. Cellesi sont constituZes deis
domaines (N, P et C) chacun impliquand une ou plusieurs fonction(s) de la protZine (chaperonne,
liaison du calcium). (Michalak et al., 2009)

Comme ZvoquZ prZcZdemment, la calnexine et la calrZticuline ont un r™le central dans

le contr™|e qualitZ des glycoprotZines. Elles favorisent le repliement des glycoprotZines de

diffZrentes manisres

- elles stabilisent les Zvenements survenant dans léemsnt ou ralentissent le
processus de repliement de maniere domainécifique permettant ainsi de diriger le
processus en contr™lant IQaccessibilitZ des rZgions " structurer (Daniels et al., 2003;

30



Hebert et al., 1996, 1997).

- elles przZviennentOagrZgation et la dZgradation des intermZdiaires de repliement
(Hebert et al., 1996; Vassilakos et al., 1996).

- elles retiennent les intermZdiaires de repliement dans le RE afin de leur offrir de
nouvelles tentatives pour un repliement efficace (Rajagopetaal., 1994). La
rZtention des intermZdiaires ou protZines mal conformZes dans le RE prZvient

Zgalement IOexport de protZines non fonctionnelles.

- elles facilitent la formation de ponts disulfures gr%.ce ~ leur association avec
IOoxydorZductase ERp57 (@i et al., 1997; Zapun et al., 1998).

- elles favorisent IQisomZrisation de prolines par une interaction avec la Fryotigly!

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

DOautres fonctions leur ont Zgalement ZtZ attribuZes. Notamment, la capacitZ de
calrZticuline ~ lier de maniere importante le calcium en fait un tampon calcique capital. Elle
participe donc " la constitution dOune rZserve de cet ZIZment dans la RE et rZgule ainsi la

signalisation et les processus dZpendants du calcium. (Michallak2§09)

La calrZticuline intervient de plus dans divers processus, parmi lesquels 10immunitZ
anticancZreuse son expression " la surface des cellules constitue en effet un signal
favorisant leur phagocytose. Son implication dans IQadhZsion cellldai#gparation des

tissus entre autres est Zgalement dZmontrZe. (Bedard et al., 2005; Michalak et al., 2009)

ImmZdiatement apres sa libZration de la calnexine/calrZticuline, la ciN’ne
glycosylZe verraondernier glucoséglucose | sur l&Figure 3 suppimZ par |Qaction de la
glucosidase llLa disparition de ce glucosepour effet de supprimer la possibilitZ dOune rZ
association avec ledeux chaperonned.a structure du glycopeptide est ensuite VZeifpar
IQJDP-glucose:glycoprotein glucosyltransfees(UGT1 ou UGGT). Si sa conformation est
correcte, lesubstrasera ignorZ et pourra stre exportZ vers sa destination fidke client est
reconnu comme trop mal conformZ (de manisre irrZmZdiable), il sera dZviZ vers la machinerie
de dZgradation pourtre ZliminZ. Si toutefois le d&Z de mauvaise conformation est
considZrZ commenodZrZ IOUG1 pourra reglucosyler le mannesde la branche A du

substrat qui pourralorsse lierde nouvead la calnexine et/ou la calrZticulimeour essayer
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une fois de plus de se replier correctem@@aramelo et al., 2003, 2004; Pearse et al., 2008;
Ritter et al., 2005; Sousa and Parodi, 1995

Si cerhines protZines peuvent atteindear conformation native des la premisre
liaison " la calnexine/calrZticulingSold™ et al., 2007)dOautres doivesy associer et@n
dissocier plusieurs fois, rZalisant des cyclekaion-dissociation (Var.eeuwen and Kearse,
1997; Wada et al., 1997Au sein de ce €ycle calnexin&, UGT1 constitueun gardien
primordial dans le systeme de contr™le qualitZ dudZ&dansi les glycoprotZines peuvent
otre exportZes, ou si elles doiveptrester pour parfire leur maturationPour cela, elle
dispose dOun domain€senseur de repliemeBitau niveau Nerminal reconnaissant les

surfacs hydrophobegxposZegCaramelo et al., 2003; Sousa and Parodi, 1995)

C. Les enzymes participant au repliemenes foldases

Pour assister les chaperonnes dans la maturation des protZirisulemn dispose
dOenzymes dont les activitZs favatig®acquisition dOune conformation correcte s leur
substras. Deux principalesclasses dOenzymes peuvent tre retenes®xydorZductasest

les Peptidyl Prolyisomerases.

a. OxydorZductases

Plus de 2MmxydorZductasesnt ZtZ identifiZes, diffZrant par leur potentiel redox, leur
spZcificitZ de substrats et leur profil dOexpression dans les tiBsomin Disulphide
IsomerasgPDI) est la premisreoxydorZductasdu RE dZcouverte, mais Zgalement la plus
abondante et la mieux caractZrisZe. Selon les conditions, elle catalyse la formation,
IOGisomZrisation ou la rZduction des ponts diselfiike prZsente une spZcificitZ de statst
tres large (voire une absence de spZcificitZ). Par ailleurs, elle prZsente la particularitZ de
pouvoir se lier directement aux protZines par son domaine bO. (Braakman and Hebert, 2013;
Ellgaard and Ruddock, 2009ar ailleurs, ®entrZe dOune glycapire dans le cycle
calnexine/calrZticuline lui permeedecruterune oxydorZductaseZdiZe"™ son repliement
ERp57. (Ellgaard and Ruddock, 2005; Olivari and Molinari, 20ERp57 est elle aussi
capable de se lier ~ des protZinga son domaine bO, maisilise cette propriZtZ pour

sOassocier averchlnexine et la calrZticulinéerickel et al., 2002; Oliver et al., 1999)

Au cours de leur maturation, les cystZines dOune cha’ne polypeptidique en formation
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sont oxydZes par lexydorZductasgsour former des ponts disulfrtramolZculairesCes

ponts sont capitaux pour assurer la stabilitZ de la structure des protZines. En fait, il est
probable que ces ponts ne guident pas directement le repliement des protZines, mais
stabilisent les interdiaires qui sont §ur la bonne voi&, empechant tout retour en arrisre,

et favorisant ainsi une maturation progressive vers la conformation adZquate. (Braakman and
Hebert, 2013)

b. Peptidyl Prolyl Isomeases

La grande majoritZ des protZines comportest rdsidus proline qui lorsquOils sont
ajoutZs sont dans une conformatitans Ces rZsidus peuvent stre transformZs pour acquZrir
une conformatiomis, rZaction catalysZe par les Peptidyl Prolyl Isomerases ou PPlase. Il sOagit
dOun processus lent, coustitt une Ztape limitate repliement des protZineBeux familles
de PPlase sont distinguZees cyclophilines et les protZin€«-binding protein(FKBP).
(Braakman and Hebert, 20132 cyclophline B interagit avec le domairiedela calnexine et

de lacalrZticuline, partageant le site de liaison de ER@&3zlov et al., 2010)

D. LOexport des glycoprotZines correctement conformZes

En plus deschaperonneparticipant ~ la maturation deglycoprotZineslans leRE,
dOautres lectines sont impliquZessdariiaison des glycoprotZines une fois que ceil@nt

acqus leur conformation dZfinitivefin de permettre leur export vers leur destination.

ERGIC53(Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartnest une protZine
transmembranaire quircule entre le REet IOappareil de GoldiAppenzeller et al., 1999;
Vollenweider et al., 1998 lle selie auxmotifs glycans avec une faible spZcificitZ (y compris
sQils sont encore glucosylZs), dans la mesure o leur contenu en mannose estBilgfisant
reconna’t donc pas lesha’nes MaB-6GICNAC2 associZes aux substratsstifed ~ stre
dZgradZgvoir plus loin Kamiya et al., 2008)Cette spZcificitZ exdwonc les protZines
aberrantesdes sites de sortie du REnRdoplasmic reticulum Exit Site® ERES) Des
mutations dOERGIC53 sont associZes "~ un dZfaut de sZcrZtion de protZines, comme cela a Zt.
dZmontrZ pour les dZficits combinZs en facteurs V et VIII de la coagulation. (Nichols et al.,
1998)

Deux autres lectines participent au trafitracellulairedes glycoprotZinesVIP36 et
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VIPL, qui comme ERGIC53 ne lient pas les motifs BH&GICNAc2. (Satoh et al., 2014,
Yamaguchi et al., 2007)

Les diffZrentes Ztapes suivies par une glycoprotZine auleda voie de sZcrZtion
sontrZsumZes au niveau deFigure 5 Cellesci correspondent au cas o« aucun Zchec nOest
observZ. Cependant, |QefficacitZ de maturation des glycoprotZines nOest pas absolue, et il pet
arriver quOune glycoprotZine nOarrive pas " atteindre sa conformation native. Afin de ne pas

pertuber les fonctions cellulaires, celbedoit alors stre ZliminZe.

Figure5 : ReprZsentation schtigue du devenir des glycoprotZines dans le RE depuis leur synthese

jusqud” ler export ou leur dZgradation.

Rapidement aps leur entrZe dans le RE, peptide signatles protZines n&ynthZtisZesst clivZ et

des cha’nes saccharidiques leur sont ajoutZes. Ces chajhendylZes sont ensuite ZditZes par les
glucosidasse | et Il. Les cha’nes monoglucosylZes qui en rZsultent constituent un motif taatmet
IGentrZe dans le cycle calnexine/tigliiine, indispensable " IQacquisition dOune conformation spatiale
correcte. Une fois convenablement repliZe, la glycoprotZine peut stre exportZe. Cependantisi celle
Zchoue "~ sereplier correctement, elle serarientZevers une dZgradation par le systeme ERAD
(Lamriben et al., 2016)

3. ERAD

A A

LorsquOuneprotZine Zchoue ~ acquZrir sa conformation fonctionnelle ou

sOoligomZriser correctement, il est impZratif quOelle ne soit pagevgrsrisa destination
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souspeine dOexercer des effixiques. Un systeme dZdiZ permet ainsi de sZguests
protZines aberrantes dans le RE et de modifier les motifssgliysoquOelles portent afin de
stopper les tentatives futiles de repliement et dOoriemsteulsstrats vere praZasomeOn
parle dOERADEnNdoplasmic Reticulum Associated Degradati¢telenius and Aebi, 2004;
Olivari and Molinari, 2007)

A. ERAD des glycoprotZines

a. Le premier signal de destructiota coupure des mannoses

¥ Mannosidases du RE

La reconnaissancdes protZines comme mal conformst dZlicate puisquQil est
nZcessaire de les distinguer des intermZdiaires de repliementprséntent des
caractZrigques similaire (exposition de rZgions hydrophobes par exemple), mais qui eux ne
doivent pas etre djfadZs.Cette distinction semble basZe sur le temps passZ par la
glycoprotZine dans le RE, la dZgradation commeneant typiquement apres un dZl#9@le 30

minutes suivi dOune dZgradation exponent{®i@ncini et al., 2003; Molinari et al., 2003)

LesdonnZes montrd que la suppression des maseszles cha’nes glycosylZéss en
11,2 Ztait requise pour IOZvacuation des glycoprotZines du RE ont ZtZ publiZes avant meme
quOil ait ZtZ dZmontrZ que la dZgradation Ztait ensuite assurZe par le protdasonandO
Molinari, 2007) La kifunensine et la-deoxymannojirimycine, des analogues de mannose,
inhibent cette coupure des mannoses et ainsi sOnpptsealZgradation de la plupart si ce
nOestle tous les substrats glycosylASes composZs ciblent lesembres de la famille
Glycosyl Hydrolase 47 (GH47) comprenant les mannosidases diERE 1,2 mannosidase
| (ERManl), et du Golgi ! 1,2 mannosidase IA, IB et IC, ainsi que les 3 membres de la
famille EDEM (Endoplasmic Reticulum degradation Enhancing Mmidasdike). LOeffet
de la kifunensine et de ladeoxymannojirimycine doncfait pressentites membres de cette

famille comme des acteurs importants de IOERAD.

Contrairement aux levures, le dZclenchement de la dZgradation dOune glycoprotZine
chez ls mammiferes ne nZcessite pas seulement la coupure du mannose terminal de la
branche Bimannose i dans ligure 3. Il requiertZgalementne dZannosylatio extensive
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des motifs glycans, exposant les mannoses liZdgh(d et J sur l&igure 3 Avezovet al.,

2008; Frenkel et al., 2003; Hosokawa et al., 2003; KitzmYller et al., Ze03Jilleurses

cha’nes qui en rZsultefMan5GIcNAc2 ou Man6GIcNAc2) ne prZsentent plus le mannose
terminal de labrancheA (g sur laFigure 3 et ne peuvent donc pluse re-glucosylZes par

UGTL. LOactivitZ de ces enzymes est faible, expliquant que le clivage ne survienne quQapres
un dZlai pouvant excZder une heure dans les cellules de maranete action lente
constituedoncune sorte deninuteur Le clivage desmannoses nZcessit@ certaindZlaiet

seules les protZines retenues dans le RE suffisamment longtemps se verront amputZes de leurs
mannoses, Zpargnant ainsi les protZines nouvellement synthZtisZes. Le dZlai dZpend des
protZines, notamment du nombre etal@osition des motifs glycosylZs, mais aussi dOautres
facteurs. (Helenius and Aebi, 2004)

o ER! 1,2 mannosidase(ERManl)

ERManl et une potZine transmembranaire de type Il rZsidente dudREsdZrZe
depuis longtemps comme hainuteurinitiant la dZgrdation des protZines aberranigsgure
6, Gonzalez et al., 1999; Helenius and Aebi, 2004; Hosokawa et al., 2003; Tremblay and
Herscovics, 1999Pour jouer efficacement ce r™le, son niveau dOexpression basal est faible
assurant que le clivage des mannases motifs glycosylZs est dZpendant du temps passZ
dans le RE. (Wu et al., 2003)

Figure6 : ReprZsentation schZmatique de la structure linZaire des membres de la famille Gycosyl

Hydrolase 47.

Les diffZrents membres partagent le domaia@nosidashomology ERManl et les mannosidases du

Golgi disposent dOun domaine transmembranaire (TM). Le peptide signal dOEDEM1 peut ne pas stre
coupZ, ~ 1Qorigine dOune protZine pouvant stre transmembranaire ou soluble. Par rapport aux autres
membres, EDEM3 disposk)un domairrotease AssociatgdPA) de fonction inconnuéOlivari and

Molinari, 2007
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On a longtemps considZrZ quOERManl ne clivait que le mannose terminal de la
branche B (i sur I&igure 3. (KitzmYller et al., 2003; Wu et al., 2008ependant, dedtudes
rZcentes ont montrZ que dans des conditions d&hypession (ou hypaoncentration),
cette mannosidase pouvait stre impliquZe dans une coupure plus extensive des mannoses des
cha’nes glycosylZegAvezov et al., 2008; Benyair et al., 2015a) @dentenu que son
expression nOest pas induite pas un stress du RE, ceci pourrait stre obtenu au niveau de
certains compartiments du RE (voir plus loin), @a une interaction avec EDEM1 qui

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

o ProtZines de la faithe EDEM

Une autre explication au clivage extensif des mannoses des cha’nes glycosylZes des
substrats de IOERAD est IOimplication dOautres protZines appartenant ~ Enfopikesmic
Reticulum Degradation Enhancing Mannosidiise ou EDEM.

EDEM1 aZtZ identifiZe chez la souris comme une cible induite par un stress du RE.
(Hosokawa et al., 200XQuelques annZes apréeux autres membres de la famille ont ZtZ
dZcouverts EDEM2 et EDEM3. (Hirao et al., 2006; Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005)

LOalignement des protZines EDEM entre elles et avec les autres membres de la famille
GH47 rZvele une conservation dOenviron 440 acides aminZs correspondant au domaine
homobgue aux mannosidasésn dehors de ce domaine, il existe peu dOhomologie entre les
diffZrentes protZines. (Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005)

Initialement dZcrite comme protZine transmembranaire de type Il dans la lignZe COS
(Hosokawa et al., 2001 EDEM1 a ZtZ dZcrite dades Ztudes ultZrieures comme soluble.
(Figure 6 Olivari et al., 2005) Ces discordances rZsultent dOune faible efficacitZ du clivage du
peptide signal ~ 10origine de la gZnZratiodelexprotZines de topologie diffZrente. (Tamura
et al., 2011 EDEM2 et EDEM3 sont quant " elles des protZines solubles. (Hiralo €006;

Mast et al., 2005; Olivari et al., 200EDEM3 differe des autres membres par la prZsence
dOun domaine associZ aux protZases dont la fonction reste inconnue, ainsi que par la prZsenc
dOun motif de rZtention dans Riculum endoplasmique KDELEDEM1 et EDEM2 ne
prZsentent aucune sZquence de rZtention dans le RE, suggZrant que leur rZtention dans ce
compartiment passe par une interaction avec dOautres protZines rZsidentes. (Kanehara et al.
2007)EDEML1, 2 et 3pr&entent respectivement 5, 4 etifes de glycosylation. (Hirao et al.,
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2006; Hosokawa et al., 2001; Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005) LOexpression des
diffZrents membres de cette famille est induite par un stress diaRi voie IREIXBPL.
(Olivari et al., 2005; Yoshida et a003)

Ces protZinesont ZtZ impliqu® dans la dZgradation de diffZrents substrats de
IOERAD, leur suexpression accZIZrant la disparition des protZines aberrantes, leur extinction

la ralentissantCependant, leur fonction exacte dans ce processus reste Somntroserse.

DiffZrentesZtudes ont suggZrZ que ces protZineglZraiena libZration des substrats
du cycle calnexinécalrZticulineERp57 en vue de leur Zlimination de la lumiere du RE.
(Molinari et al., 2003; Oda et al., 2003)

Si tous les membres de la famille GH47 conservent les rZsidus nZcessaires ~ |QactivitZ

A

catalytique mannosidase (et la liaison ~ la kifunensine) (Olivari and Molinari, 2007,
S'omitskaWojew—dzka and Sandvig, 20183, Ztudes initiales sur EDEM1 et EDEM2 ont
ZchouZ " identifier une activitZ mannosida@déosokawa et al., 2001; Mast et al., 2005;
Olivari et al., 2005) Il semblerait cependant que lassyoression dOEDEM1 soit associZe ~ la
dZmannosylation de ses swhts au niveau des branches A et C. (Hosokawa et al., 2010;
Olivari et al., 2006) LOactivitZ catalytique dOEDEMguant ~ elle ZtZ suggZrZe des sa
dZcouverte. (Hirao et al., 20060hypothese selon laquelle EDEM1 et EDEM3 portent
effectivement uneactivitZ catalytiqueconcorde avec le fait qu mutation des rZsidus
nZcessaige” |0activitZ mannosidase prZvient le clivage des mannoses de leurs substrats.
(Cormier et al., 2009; Hosokawa et al., 2010; Olivari et al., 2P08) controversZe, |0activitZ
catalytique dOEDEM2 a rZcemment ZtZ pointZe par des expZriences de KO dans des lignZe:
eucaryotes. (Ninagawa et al., 20BBtte Ztude suggere une double vZrification des substrats
de IOERAD dans les cellules de mammiferes. EDEM2 serait le principal exstpansable du
clivage du mannose i de la branche B (avec un r™le prZpondZrant sur celui de ERManl) tandis
quOEDEMS3 (et dans un moindre mesure EDEM1) participerait ~ la transformation des cha’nes
mannosylZes conduisant aux motifs M@itNAc2 (Figure J. Cette dZmannosylation
extensive exercZe par les membres de la famille EDEM fournitdiff&ientssignaux. Elle

permet dOextraigfinitivement les substrats du cycle calneidakZticuline, la suppression

des mannoses empechant UGT1 de reglucosyler ciigies potentielles Par ailleurs,
|Gexposition des mannoses liZs B orienteles glycoprotZines vers les acten aval dns

la voie delOERAD. Cette dZmmanosylation prZvient Zgalement la liaison ~ ERGIC53 et
sOoppose " |Oexport des protZines abesraNZanmoins des Ztudes dZmontkitement
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|OactivitZ mannosidase des EDEM sur des protZines purifiZes manquent encore.

Figure7 : ReprZsentation schZmatique du clivage des mannoses des cha’nes glycosylZes intervenant
dans IQinitiation de IOERAD.

Selon le modsle proposZ par Ninagawt al, le clivage du ¥ mannose de la branche B est
principalement mZdiZ par EDEM2 chez les mammiferes. Le clivage plus extensif des mannoses est
ensuite principalement rZalisZ par EDEM3 et dans une moindre mesiMI1EBur le schZma, les

ronds béusreprZsentent les glucoses, les ronds verts les mannoses et lebleas#mcZsles N-
acZtylglucosamine¢Ninagawa et al., 2014)

L@ctivitZ catalytiquede ces protZinese semble pasoujours indispensable pour
exerer leursfonctionsdans IOERADPar exemple, il a ZtZ dZmontrZ quOEDEM1 sOoppose *
la formation dOagrZgats par les substrats diifr£ycle calnexine, sans que cette activitZ
dZpende de la dZmannosylation du substrat. (Hosokawa et al., 2006; Olivari et al., 2006; Ron
et al., 2011) De plus, la liaison au substrat AOEDEM1 et EDEM2 peut stre indZpendante des
motifs glycosylZs, et donwn connectZe avec |QactivitZ catalytique des ED@EMenier et
al., 2009; Groisman et al., 2011; Marin et al., 2012; Ron et al., 2011; SloAwgkavodzka
et al., 2006; SoKowska et al., 2015; Tang et al., 20145 mutation de rZsidus du site
mannosidae dOEDEM1 nOinhibe pas IOaccZIZration de dZgradation de ses(Sdrstiats.
et al., 2009)Ainsi, les protZines de cette famille pourraient doncseporter comme de
simples chaperonnes. Leur r™le serait alors de reconna’tre les protZines malesopfarmZ
les transmettre deseffecteursen avalde la voie delOERAD (Cormier et al., 2009; Oda et
al., 2006; Saeed et al., 2011; Tang et al., 20L&@ctivitZ mannosidase serait alors portZe par
un autre facteur, par exemple ERManl dont IOexpresgistabiisZe par EDEM1. (Termine
et al., 2009) Il est Zgalement possible que les protZines EDEM exerceleugésnctions
(mannosidase et chaperonnes) mais dans des conditions diffZrentege en conditions

basales, lasne dans des conditions deess.
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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 Zgalement ZtZ consid4iebert and Molinari, 2007) Ceci nZcessiterait soit le
transport de ces enzymeans le RE, soit le transfert des substrats de IODERAD dans le Golgi.
Cette dernisre hypothese concorderait avec les observationst@d@asubi par les substis
de IOERAD "~ travers les compartiments golgiens. (Caldwell et al., 2001; Hammond and
Heleniws, 1994; Kincaid and Cooper, 200ZQimplication des mannosidases golgiennes a
Zgalement ZtZ dZmomgbur des mutants de [Bantitrypsine. (Hosokawa et al., 20(M}is
le r'™le de IQappareil de Golgi dans IODERAD peut Zgalement stre reliZ . ERMEet, cette
mannosidase a pu stre localisZe dans le Golgi oe elle subit dgigoOsylations. Il a ZtZ
suggZrZ que le marquage des subspas IQinterdion avec ERManl pouvait se dZrouler
dans le GolgiERManl participerait ~ un systeme multifonctionnlcilitant le rapatriement
des substrats de IOERAD vers le RE. (Pan et al., 2011, 2013)

En dZfinitf, la structure du motif de base deglycosylation est telle que la branche A
fournit des information quant ~ la maturation de la protZine (cycle calexarelis que les
branches B et C sont utilisZes pour orienter le substrat vers IDERAD (mannosidases et lectines
de IOERAD). Lelivage duglucose terminal de la branche A expose le 2eme glucose qui
inhibe la liaison aux lectines chaperonnes calnexineak¥ticuline. Son clivage permet
IGcces au 3eme glucose qui luiest indispensable " IQentrZe dans le cycle
calnexinécalrZticuline DOun autre ¢™tZ, le clivage du mannose terminal de la branche B
permet IOexposition de la structure mannosylZe ramifiZe sefwétigr IOERAD (Helenius
and Aebi, 2004)es diffZrentes Ztapes de 10Zdition des motiflyddsylZssont rZsunZes
dans laFigure 8
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Figure8 : ReprZsentation schZmatique des modifications des metjfgadsylZs.

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses et les
rectanglesbleus aux N-acZtylglucosamines Les glucoses sonsuccessivementlivZs par les
glucosidase | et I, permettant IOassociation successive aux lectines du RE (malectine puis calnexine et
calrZticuline). La coupure des mannoses par les membres de la famille GH47 permet dOinitier IOexport
des protZines qui bacquis une conformation correcte, ou la dZgradation des protZines qui Zchouent ~
se replier correctemen(S'omi#tskaWojew—dzka and Sandvig, 2015)

b. Les lectines O9 et XTP3B

LOexposition de rZsidus mannosegefnesE permet le recrutement de leesndont
la fonction est de dZlivrer les substrats ~ la machinerie detratislocation. Dans les cellules
de mammiferes, il sOagit de ©FOsteosarcoma amplified) et XTP3B. (Groisman et al.,
2011; Hosokawa et al., 2009; Yamaguchi et al., 201€3 letines reconnaissenia leur
domaine Mannosé-phosphate Receptor Homology (MRles substrats dont lesannose
de la branche C (liZs érl,6) ont ZtZ clivZs (mannose j, e suclaFigure 3. Le clivage du
mannose gsur labranche Ade laFigure 3, nOest pas requis pour que®Buisse se lier
son substratiHosokawa et al., 200®ar cette spZcificitZ, @Bet XTP3B sont capables de
reconna’tre les protZines qui ont ZtZ reconnues comme aberrantes suite ~ leur passage dans le
cycle calnexingalrZiculine. Leur r'Mlsemble se limiter telui dOintermZdiagedans la voie
de IOERAD elle captent les substrats amenZs par les mannosidases pour les transmettre " la
machinerie de rZtrranslocation afin de les extraire du RE, et plus particulieremient
|Oadaptateur membranaire SELIBernasconi et al., 2008; Christianson et al., 2008;
Hosokawa et al., 2008, 2009)

41



c. La machinerie defro-translocation

Une foisidentifiZs les substratde IOERABont dirigZs vers une machinerie assurant
leur rZtrotranslocation (ou dislocation, cQeslire leur passage du RE vers le cytosol). Ce
transfert est couplZ leur ubiquitinationleur permettant, une fois dans le cytosol, dOstre la
cible du protZasome. LOensemble de pexessus est rZalisZ par desmplexes

multiprotZiques centrZs sur umgiquitineligase (Hampton and Sommer, 2012)

Les substrats acheminZs par-@&t XTP3B doivent dans un premier temps etre
transfZr& vers le complexe de rZttmanslocation. Ceci est assurZ par un adet
transnembranaire, SEL1L(Mueller et al., 2008Cet acteurdont la plus grande partie est
localisZe dans la lumiere du REomporte des domaines prZsentant des rZpZtitions de
tZtraicopeptides (TR, rZpfitions de sZquences de 34 acides an)infermettant
|OZtablissement dOinteractions protpimmgZines. Ainsi, SEL1L interagit avdes autres
membres des complexes de rAtemslocation, mais aussvec 0S99, XTP3B, EDEM1,
calnexine, BIP, PDI(Christianson et al., 2008; Cormier et al., 2009; Hosokaved.,e2008;
Mueller et al., 2008).

Le passage au travers la membrane du RE devrait en toute logiqueuampéq
formation dOun canalont les constituants restent discutfss diffZrents membres du
complexe de rZtrtranslocation pourraiergn fait participer ~ sa formation. Notammenies
protZines transmembranaires de la famille Détlitey and Ploegh, 2004; Oda et al., 2006;
Ye et al., 2004)e par leur capacitZ SOhomoet/ou sOhZtZotigomZriser pourraient ainsi
participer " la formatiord@n lage canal permettant la dislocation des substrats de IOERAD.
(Lilley and Ploegh, 2005; Ye et al., 200S¢c61(impliquZ dans le transport des protZines
dans le RE) pourrait Zgalementervenir danslOextraction deertairs substrats de IOERAD
du RE.(Xu and Ng, 2015Quele quesoit la nature dweanal, le substrat doit «tre maintenu
dansune configuration permettant spassagear le porgcQOest-dire suffisamment dZpliZ).
Un r™le de ERdj5 dans ce processus a ZtZ sugnydrticipant ~ la rZductioned ponts
disulfures. (Ushioda et al., 2008)

Au cours de IOextraction des protZines aberrantes,-aelleat stre ulbiquitinZes.
Cette rZaction peutre assurZe par diffZrentes ubiquitiigases dont la plus ZtudiZe chez les
mammiferes est HRD1. (Kikkert al., 2004) La liaison covalente dOubiquitine sur les rZsidus
de la protZine cible lui permettra dOstrpri§e en chargg par le protZasome afin dOetre
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dZgradZe. Cette marque participe Zgalement ~ sa reconnaissance par IOAAA+ AT(@ase p97
Valosine @ntaining ProteinVCP). LOhydrolyse de IOATP rZelisdr p97 permet ainsi de
fournir IOZnergie nZcessaire pextrairele substrat du RBu travers du canal membranaire.
(Ye et al., 2003)

Parmi les autres acteurs impliquZs dans s@sctures multiprotZiques nous
retiendrons Zgalement les protZines Herp, dont IOune des fonctioag goeidOassurde
recrutement des diffZrent®nstituans du complexe vers HRD1 &EL1L. (Huang et al.,
2014; Leitman et al., 2014lne reprZsentation de laomplexi”? de ces structures

mutliprotZgues impliquZes dans la rZtranslocation egtrZsentZeur laFigure 9

Une fois dans le cytosol, les protZines aberrantes seraylyai®ylZes par une-N
glycanasgZhao et al., 2007avant dO-tradress&sau protZasomeCeluici va alors assurer
leur dZgradatior(Bhattacharyya et al., 2014; Voges et al., 1999)

Figure9 : Structure et composition du complexe deatanslocation impliquZ dans la dZgradation

des protZines luminales du RE.

La dislocation des substrats de IDERAD mgeemes complexes protZigiassmblZsautour dOune
ubiquitine ligase la plus ZtudiZe chez les mammiferes Ztant HRD1. Les protZines indiquZeis en n
correspondent aux membres domplexe identifig chez & levure et celles en bledZsignenties
orthologuesidentifiZschez les mammiferes(Mehnert et al., 2010)
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B. LOERAD des protZines nafycosylZes

Les mZcanismeimpliquZs dans la dZgradation des protZipe&Zdemment exposZs
sontbas2 sur la liaisonet IOZdition des motifs glycosylZs quOelles pofassi important
que soit le motif glycosylZ dans ce processus, il a ZtZ clairement dZmontrZ que IQinteraction
des diffZrents acteurs de IOERAD pouvait stre indZpendante de ce mesiquigridique.
Par exemple, les diffZrents membres de la famille EDEM peuvent se lier ~ leurs substrats
meme en cas de mutation de leur M&H (Cormier et al., 2009; Kosmaoglou et al., 2009;
Marin et al., 2012; Ron et al., 201Mme les protZines dZces comme des lectinepQresE
peuvent stre impliquZedirectement dans la reconnaissance de domaines protZiques mal
conformZs(Hosokawa et al., 2009; Yamaguchi et al., 2Q1®apacitZ EDEM1, EDEM2,
EDEMS3, Herp, HRD1, Derlifl ou p97 lier des subsats totalement neglycosylZs est une
autre preuve que la reconnaissance des protZines comme anormales ne passe pas entisremen
par la structure des cha’nes osidig@ésoisman et al., 2011; Huang et al., 2014; Marin et al.,
2012; OkudaShimizu and Hendshot, 2007; Tang et al., 201omme pour les autres
chaperonnes, cette reconnaissance passe par |Oidentification de rZgions hydrophobes
anormalement exposZes. (Stwska et al., 2015) Notons cependant que la liaison
substrag non glycosyl nOest paforcZment associZdéur dZgradation(Tang et al., 2014b)
De meme, IQimplication dans la dZgradation dOune glycoprotZine n@bstygtagement
associZe au meme r™le pour la protZine non glyco@izan et al., 2006; Hosokawa et al.,
2001; Olivar et al., 2005; Tang et al., 2014b)

Bien quOimpliquant de nbneux actels en commun avec IERAD classiqueE, le
systtme dOERAD des protZines nglycosyl£s nOest cependant pas parfaitement
superposable. Par exempierp est important pour la dZgedion des cha’nes IZgeres kappa.
Or cessubstras non glycosylZ sontpris en charge par BiP plut™t que par le systeme classique
des lectines{OkudaShimizu and Hendershot, 2007)

Un r™le accessoire de ce systeme a initialemergugtZrZSelon cette hyothese
IOERAD Q@on glycosylZ nOaurait que peu dOimportance ~ I0Ztat basal. Par contre, lorsque
des protZines aberrantes sOaccumulent dans le RE, il renforcerait le nettoyage de ce
compartiment assurZ par IOERAD des glycopratZmiin dOen rZtablir hi@nZostasie.
(Ushioda et al., 2013) Cependant, des Ztudes plus rZcentes semblent indiquer une participation

active de ce systemalansla dZgradation desubstratsmeme dans des conditions basales.
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(Ninagawa et al., 2015)

4. Compartimentalisation du rZticulum endoplasmique

Bien que le RE constitue un organite unique et continu, il peut stre divisZ en
diffZrentes rZgion©n peut tout dOabord distingleeRE granuleux pZrimiZaireCdZcorZ
par les ribosomes et le REdesdZpourvu de ribosomes, ma&¥satant plus largement dans
les cellules. Ce RE lisse peut lui meme etre subdivisdliéfdrentes rZgions fonctionnelles
(Figure 10. On peut ainsi distinguerB®doplasmic Reticulum Quality control Compartment
ou ERQC, lexQuality Control Vesicule®u QCV, ou lesEndoplasmic Reticulum Exit Sites
ou EREYFigure 10.

Les protZines sont synthZtisZes niveau duRE granuleux oe les acteurs prZcoces
(OST, complexe de clivage cheptide signal, glucosidases, BiP, calnexinea#tZticuline)
favorisent des les premieres Ztapes un environnement favorable ~ un replietnemtct et
dZfavorable ~ I0agrZgation(Braakman and Hebert, 2013)Les complexes
calnexine/calrZticulinglycoprotZine clientes ainsi formZscirculent ensuite en direction de
IOERQC afirde sZparer les protZines nasu incorrectement conformZes des protZines
naissanted.es lectines chaperonnpsrmettentionc Zgalemente vZhiculer lers clientsvers

ce souscompartiment du REBenyair et al., 2015a)

Les protZinesberrantesont ensute circuler entrdOERQt les QCV pour entrer en
contact avec ERManbe elle est constitutionnellement sZquestrdel niveau deces
vZsiculs, les concentrations en enzymes peuvent stre bien supZrieures ~ celles retrouvZes
dans le reste du RE, conditiopsrmettant © ERManl de cliver de manisre extensive les
mannosesles cha’nes glycosylZé8vezov et al., 2008; Benyair et al., 201%&s substrats
qui rZsultent deetteactivitZ sontensuitepiZgZs au niveau de IOERQC par9G$ XTP3B
afin de permettre leur rZttoanslocation et leur dZgradatig@roisman et al., 2011; Leitman
etal., 2014)

Les protZines correctement conformZes vont quant ~ elles stre Zpargrdesiiege
des mannoseast sOaccumuler au niveau des ERESlles pourront se lier  ERGIC53 avant
dOetre exportZes. La spZcificitZ de cette lectine pour les cha’nes ayant un contenu en mannose
CZlevZE exclutles substrats de IOERAD des sites ERES. (Kamiya et al., 2008)

Cete compartimentalisation permeionc aux substrats de tenter dOacquZrir leur
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conformation correcte sans quQil y ait de clivage des mannoses de nmtemitanteCeci
participe probablement Zgalement " la lenteur de clivage des mannoses prZcZdemment
ZvajuZe et permettant de constituer un minudeientant les protZines vers la dZgradation en

cas de contact pralgZ avec les lectines

En cas dOinhibition de la dZgradation des protZines aberrantes ou de la saturation de la
machinerie de IODERAD, les prog& mal conformZes sOaccumulent dans le RE, dZfinissant un
stress du RECellesci sont alors sZquestrZas niveau de IOERQC, conjointement avec la
calnexine, la calrZticulsy EDEM1 et ERManl(Benyair et al., 2015a; Kondratyev et al.,
2007)Dans ces ditations, les QCV convergent vers IOERBEényair et al., 20150fin de
favoriser un contact privilZgi#ntre les mannosidases et lesusbstrats afin @OcZlZrer

|OZdition des motifs glycosylZs et la dZlivrance ~ la machinerie de dZgradation.

A cela sOajouteine compartimentalisation temporelle, les diffZrents complexes de
IOERAD sOassociant de maniere transitoire, lorsque leur action est nZcessaire. (Benyair et al.,
2015a)

Figure10: ReprZsentation schZmatique de la smmpartimentalisation dRE.

Les potZines sont synthZtisZes au niveau du RE granuleux (RER) avant dOstre transfZrZes dans le RE
lisse. Si elles acquierent une conformation correctesegjgnat les sites de sortie du RE (ERES)

pour stre exportZes vers leur destinatica le Golgi. Les protZines anormales transitent entre le
compartiment de contr™le qualitZ (ERQC) et les vZsicules de contr™le qualitZ (QCV) pour subir la
coupure des mannoses de leurs cha’nes glycosylZes, Ztape indispensable pour les orienter vers la
dZgrad#on par le protZasomgBenyair et al., 2015a
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5. Unealternative " la voie ERAD-protZasome]Oautophagie

Si les protZines aberrantes du RE sont principalement dZgradZes dans le cytosol par la
voie ubiquitineprotZasome, dQautres voies de dZgradationZofgalement ZtZ impliquZes

pour ces substragtaotamment IQautophagie

A. GZnZralitZs sur IOautophagie

LOautophagie est un processus de dZgradation de protZines, de macromolZcules et/ou
dOorganelles destinZ ~ recycler des constituants cellulaires. Cengh& st tres conservZ
chez les eucaryotes et impliquZ dans la survie cellulaire, ainsiamseiffZrentes situations
pathologiques. Chez les mammifsy®n distingue 3 type dOautophad®@autophagie mZdiZe
par les chaperonnes (CMA poGhaperon Mediad Autophagy, la micrcautophagie et la
macreautophagieLe point commun de ces diffZrents modes de dZgradation est |Oacteur
final : les substrats capturZs sont tous acheminZs vers le lysosome oe les diffZrentes enzymes
vont dZgrader lesiacromolZculeafin d@n recycler lesconstituants(Parzych and Klionsky,
2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005)

Au cours de lamicro-autophagie, lecontenu cytoplasmiquest directement capturZ
par une dZformation/invagination de la membrane lysosorhate mZcanismes em@stat

cependant assez mal conn{Mijaljica et al., 2011)

LOautophagie mZdiZe par les chaperonnes est le type dOautophagie le plus ciblZ. DZcrif
uniquement chez les mammifereselle nZcessite la reconnaissance des motifs
pentapeptidique&FERQ par la diaperonne HSPA@motif prZsent sur 30% des protZines
cytosoliques environ). (Dice, 1990) Les protZines cibles exwsuitedZpliZes etransfZrZes
un rZcepteur membranaire lysosontalprotZine LAMP2A lysosomal associated membran
protein 2A). Cette liasson permet de mettre en place le complexe de translocation qui
permettra ~ la protZine cible dOetre transfZrZe dans le lysosome pour y stre dZgradZe
(Orenstein and Cuervo, 2010)

La macreautophagie differe desleux autres surdeux points. Elle se rZalise par la
capture de ses cibles " I0intZrieur dOune vZsicule appelZe autophagosome demnstitoete
non ~ partir dOune membrapexistantePar ailleurs, cette capture se rZalise " distance du

A

lysosome.La premisre Ztape (la miZation) consiste ~ gZnZrer un systeme membranaire
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dOabord dZnommZ phagoph@@®arzych and Klionsky, 2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005)
Celukici doit ensuite «tre amplifiafin de cerner complstement la cible de [Oautophagie
parle dOZlongatiohOateur le plus ZtudiZ dans cette Ztape est le LC3, qui subit lors de
|Oautophagie une conversion de la forme-L@®n conjuguZe) en LGB, forme conjuguZe
avecla phosphatidylethanolamineOZtude par westebtot des diffZrentes formes de LC3
constitue un marqueur dOactivation de 1Qautophadie. fois 10Zlongation terminZe, le
phagphore aura suffisamment grandi pour englober compétersa cible, devenant un
authentique autophagosontelui-ci pourra alors fusionner avec les lysosomes pour devenir

N

un autolysosome " [OintZnewuquel les macromolZcules seront dZgradZes, et leurs
constituants recyclZs pour de nouvelles syntheses ou pour fournir de I0Znergie. (Parzych and

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

B. R™I|e de IQautophagie dans le contr™le qualitZ des protZines sZcrZtZes

Une premiere preuve de IOimplication de IQautophagie dans le contr™le qualitZ de la
voie de sZcrZtion vient de I0Ztude de saifficientes en facteurs de I0autophagie
prZsentaient des pathologies raogiques et hZpatiques liZzes ~ IOaccumulation de protZines
ubiquitinZes.(Komatsu et al., 2006) LOimplication de IOautophagie a ensuite ZtZ clairement
dZmontrg pour un modsle derotZine soluble aberrantée mutant Z de IG-antitrypsine.
(Kamimoto et al., 2006; Kruse et al., 2006) Ce r™|e de IOautophagie a par la suite ZtZ confirmZ
pourdQautres modslee protZinesomme leprocollagene |a dysferlineoule GnRHR ertre
autres (Fujita et al., 2007; Houck et al., 2014; Ishida et al., 2009)

LOimplication de IQautophagie dans le contr™le gesiifabprotZinedela voie de
sZcrZtion semblainsi constituer une voie de secours, lorsque le systeme ERMEYasome
est dZpassZ. Un premier point allant dans ce sens est que certains des substrats ZtudiZs sor
gZnZralement dZgradZs " la fois par le protZasome et par IOautophagie. (Kamimoto et al.,
2006; Kruse et al., 2006) Par ailleurs, il sOagit dOune voie de dZgradation prZfZrentiellement
mise en place lorsque les protZines anormales ont tendance ~ sOagrZger ou prZsenteraient de
difficultZs pour stre diloquZes. En effet, les protZines suffisammertamaformZes sont
Zgalement suffisamment peu repliZes pour pouvoir «tre dislsfpfiement et dZgradZes par
le protZasome. Par contre, des protZines anormales ayant dZj" acquis une certaine structure
peuvent constituer de mauvais substrats de IOERA®dffficiles ~ rZtro-transloquer. Dans

ces conditions,gs protZines aberrantes ne peuvent otre ZliminZes par les voies classiques de
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IOERAD. Du fait de leur caractere potentiellement toxique, la calieteen jeu un systeme de
protection afin dOZliminees anomalies en digZrant de fason relativement ciblZe les rZgions
du RE contenant ces protZire®rmales(Fuijita et al., 2007; Houck et al., 2014; Kruse et al.,
2006)

6. Le stress du @iculum endoplasmique

A. Stress du REet Unfolded Protein Response

LOhmZostasie duiculum est perturbZe lorsque 10influx déypeptides naissasit
non repliZs excede les capacitZs daieeent de ce compartiment cellulai@eci conduit
IOaccumulation de protZines mal conformZes, situation appelZe stressCettdRituation
peut stre observZe lors de la sxpression de protZines normales en cas dOexpression de
protZinesmutanes " la matration dZficiente. Dans ce dernier cas parle de maladie
conformationnelle(Schrsder and Kaufman, 200Bgs situations lpysidogiques telles que la
diffZrerciation des lymphocytes B en plasmocytes sOacconmpagi®une intense
augmentation de I0activitZ de sZcrZtion de telle sorte que 10influx desgtatdite RE crZZ
un stress du RECalfon et al., 2002)

Dans ces contions, une rZponse adaptative dZnombhrfelded Protin Responseu
UPR est mise en place afin de rZtablir IDhomZostasticllum Le flux entrant est limitZ
en diminuant globalement la traduction SUARNmM codant des protZines secrZtZes.
LOZlimination des protZines mal conformZes est Zgalement stimulZe en augmentant
IOexpression des acteurs de IOERAD. Par ailleurs, la capacitZ de maturation de la voie de
sZcrZtion est augment¥®m une expansion du volumeudRE (permettant de diluer les
protZines aberranteaysociZe ~ une augmentation dOexpression des chaperonnes et foldases.
(Ron and Walter, 2007; Schrsder and Kaufman, 2005)

a. Les voies de signalisation de IOUPR

Chez les mammiferes, IOUPRssbdiviseen 3voies en fonction du senseur initiant la
signalisatiornt inositol requiring kinase XIRE1), doublestranded RNAactivated protein
kinaselike endoplasmic reticulum kinagEERK) et activating transcription factor G\TF6).
(Schrsder and Kaufman, 2005)

49



¥ Inositol Requiring kinase 1 (IR1)

IRE1 est une protZine transmembranaire de typertant undomainede dimZrisation
du c™tfiminal. (Liu et al., 2002)Sa partiecytosoliqueporte par ailleurs des domaines *

activitZkinase et endibonuclZase(Figure11)

En conditions basales IRE1 est trouvZe sous forme monomZrique. Lors dOun stress du
RE, elle se dimZrise, permettant ainsi par le rapprochement des domaines kinases-une trans
autophosphorylation. (Bertolotti et al., 2000; Liu et al., 2002) Ceci inguithangement de
conformation conduisant ~ IQactivation de sa fonction endoribonuclZase dZdiZe ~ I0Zpissage de
XBP1. (Lee et al., 2002; Yoshida et al., 2001) Cet Zpissage est dibneentionnel car il
nOutilise ni la machinerie classique dOZpissdgs,sAiquences habituelles de reconnaissance
des jonctions intronsxons. (Schrdder and Kaufman, 2005) LOZtude de IOZpissage de XBP1
constitue un marqueur de stress du RE communZment utilisZ. LOexcision des 26 nuclZotides
aboutit ~ un dZcalage du cadre kéeture responsable de la gZnZration dOmoeenglleE
protZine portant une activitZ de facteur de transcriptioguie 12 Calfon et al., 2002; Lee et
al., 2002; Yoshida et al., 2001)

Figurell: ReprZsentation schZmatique de la structure lindesrérois senseurs de IOURRET,
PERK et ATF6.

Les barres jaunes indiquent les domaines suffisants pour assurer la transduction du signal ou
IOoligomZrisation. Les barres bleues reprZsetent les rZgions impliquZes dans IQinteraction avec BiP. Les
rZgionsen noir correspondent aux peptides signaux et celles en vert aux rZgions dOhomologie entre
IRE1 et PERK. bZIP basic leucin zipper GLS1 et GLS2 Golgi localization sequences dt 2;

TAD : Transcriptional Activation DomainTM : domainetransmembranairéSchrsder and Kaufman,

2005)
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Figure12 : Signalisation initiZe par IRE1.

En cas de stress du RE, IRE1 sOoligomZrise, permettant ainsi ursutoahssphorylation de sa

partie cytosoliqueet activant par I" memesa fonction endoribonuclZase. Cette activitZ sOexprime
envers XBP1 (chez les mammiferes) dont IOZpissage non conventionnel conduit ~ la gZnZration dOun
facteur de transcription rZgulant |Oexpression de diffZrents genes impliquZs dans IOERAD ou la
biogZnese du RE. IREest Zgalement impliquZe dans la gZnZration dOun sigagloptotiquevia

son association avec TRAF2. Enfin, IRE1 est impliquZe dans la dZgradation dOARNfa afin
reprogrammer la synthese protZique en cas de stress diRBEand Walter, 2007

¥ Doublestranded RNActivated Protein kinaskke Endoplasmic Reticulum Kinase
(PERK

Comme IRE1, PERK est une protZine transmembranaire de type htanfsen
domaine d@igomZrisation au niveau lumingFigure 1) A 10Ztat physiologiguPERK est
Zgalementmaintene dans un Ztat monomZrique inactif. En cas desstdu RE, sa
dimZrisationpermet une tranautophosphorylatianLOactivitZ kinase de PERK sOexerce
ensuite sudiffZrentssubstrats(Figure 13 Cullinan et al., 2003; Harding et al., 1999; Pytel et
al., 2016)La phosphorylation @IF2! permet de diminuer globalemdattraduction dans les
cellules(Harding et al., 1999maisZgalement dOactiver la traducti@sARNm codant pour
le facteurde transcriptiolPATF4 et letransporteur Lysine/Argine Catl. (Harding et al.,
2000; Scheuner et al., 2001; Yaman et al., 20@3phosphorylatiorde Nrf2 conduit ~ son
activation ef IOexpression de ses genes ciplagicipant ~ la rZglation de la balance redox
(Cullinan et al., 2003D0autres substrats de PERK ont rZcemment ZtZ mis en Zvidence,

comme les facteurs de transcription de la fanf@XO ou le diacylglycZrol(Pytel et al.,
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2016)

Si la diminution de traduction globale est nZcessaire lors dOun stress du RE, il est
Zgalementapital quOelle ne dure pas trop longtemps. DiffZrentes phosphatases veillent ainsi ~
ce quélFr2! soit dZphospirylZe lorsque IOaccumulation de protZines mal conformZes perdure
trop longtempsNotamment, [QactivitZ de la Protein Phosphatase 1 (PP1) dZerAgu
GADD34 dont IOexpression est induite tardivement par ATF4. Il existe donc une boucle de
rZtrocontr™le nZgatifjui permet dOZvitda persistance dOune extinction de traduction
potentiellement dZIZter¢Brush et al., 2003; Ma and Hendershot, 2004a

Figure13: Voie de signalisation activZe par PERK.

Lors dOun stress du RE, PERK sOoligomZrise avant de smutopmosphoryler. Son activitZ kinase
sOexerce ensuite sur deux substriis2 et Nrf2.La phosphorylation du premier est associZe ~ une
diminution de la traduction globale, avec cependant une activation de la traduction dOATF4, facteur de
transcription activant IQexpression de diffZrents genes cibles dont certains sont indiquZs suale schZm
(Ron and Walter, 2007
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¥ ATF6

ATF6 est une protZine transmembranaire de type 2 rZsidente dEidREe (11 Chen
et al., 2002; Shen et al., 2002) Lors dOun stress du rZticulum, elle est exportZe en direction du
Golgi o+ une sZrine protZassife 1 Prataseou S1P) clive son domaine luminal, tandis que
la mZtalloprotZase S2FSife 2 Proteageen coupe la partie #&rminale directement *
IOintZrieur de la bicouche lipidique. (Chen et al., 2002; Haze et al., 1999; Ye et al., 2000) Ceci
permet la libZratiordu domaine cytosolique appelZ ATF6f (f pour fragment) qui est un
facteur de transcription de typebgsic leucin zippeE. Figure 14 Aprss translocation dans

le noyau, |Oactivation de diffZrents genes cibles peut otre ainsi stimulZe.

Figure14: Signalisation associZe ~ ATF®6.

En cas de stress du RE, ATF6 est exgouiZ RE vers le Golgi o des protZastikz-rent le fragment
cytoplasmique portant une activitZ facteur de transcription responsable de |Oactivation de |IOexpression
des genes cibles dmette voie(Ron and Walter, 2007

LOactivation detois voies de IOUPR est en partie dZpendante de BiP. Dans des
conditions basales, ce facteur se lie au domaine lumindtaisprotZinessenseurpour les
maintenir dans un Ztat inactif. Lors dOun stress du RE, BiP se liant aux rZgions hydrophobes
des protZines aberrantes, les domaines de dimZrisation de IRE1 et PERK sont dZmasquZs. Ces
facteurs vont alors pouvoir se dimZriser et s@gnephospbryler. La titration & BiP
dOATF6 dZmasque un site permettantesport en direction de IQappareil de Golgi oe le
facteur sera activ{Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002) dZtection de protZines mal
conformZes par ces senseurs du RE pougaleient se faireia une liaison directe avec les
substrats aberrants, au niveau du sillon constituZ au sein des dimeres dOIRE1 et de PERK.

(Ron and Walter, 2007)
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Bien que IOactivation desis branches de IOUPR soit observZe au cours dOun stress du
RE, leurcinZtique de signalisatiaest variablepermettant dOadapter la rZponse de la cellule ~
une situation de stress prolongZéLin et al., 2007)Par aileurs, afin decoordonnerles
signauxgZnZrZsune rZgulation fine est mZdiZe par des interactions prtditiéne (au
moins pour IREl)conduisant " la formation de complexes dZnommZs UPRosomes qui

contr™lent IQamplitude et la temporalila signalisation(Woehlbier and Hetz, 2011)

b. ConsZquencete IQactivation de IDUPR

LOUPR Ztant une rZponse adaptative ~ une situation dOaccumulation de protZines mal
conformZes dans le RE, la signalisation dZclenchZe peoitesenseurs a pour blatmiseen

placedediffZrents mZcanismes afin de rZtabhol®Zostasie de ce compartiment cellulaire.

¥ RZduction du flux entrant de protZines dans le RE

LOune des rZponses prZcoces a pour finalitZ de rZduire le flux de protZines entrant dans

le RE afin de limiter la charge de protZines ~ maturer. Pour ce faipeeteier mZcanisme
identifiZ est &4 phosphorylation @elB! qui permet de diminuer globalement la traduction
dans les cellules. (Harding et al., 199®us rZcemment, un systeme de contr™le qualitZ
prZemptif des protZines a ZtZ dZcouvert. ©eloonsisteen une Zlection des protZines
transloquZesdans le RE en fonction de sZquencede leur peptide signal. Dans des
conditions de stress du RE, ce systeme permet de bloquer IOentrZe de protZines dales la voie
sZcrZtionet de lesrediriger dans le cytosolles condamnanainsi = une dZgradationAu
contraire, la traduction de protZines importapieur IDUPR comme BiP est favorigRang
et al., 2006)La charge protZique du RE pepdr ailleursetre allZgZe par un systeme de
dZgradation ctraductiomel dZpendant @ERdj6 Ce processus permet dOintercepter les
protZines au cours de leur synthese pour les diriger vers le protZg&yadomari et al.,
2006)Au cours dOun stress du RE diftachement massif des ribosomes de la membrane du
RE peut Zgalement stre observZ, bloquant la synthese de nouvelles profReset al.,
2014) Enfin, IRE1 est Zgalement capable de dZgrader les ARNm codantdpesuARNTr
(Iwawaki et al., 2001) ou dgwotZines entrant dans le RHollien, 2006)limitant ainsi
|Oaffluxde protZines ce niveau.On parle dOactivitZ RIDD poRegulated IREL-Dependant
Decay ofmRNA
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¥ Augmenttion des capacitZs chaperonreisdZgradation des protZines anormales

Dans un 2me temps, |Oactivation dewois voies de IOUPR conduit les cellules ~
stimuler |Oexpression de genes codant des protZines chaperonnes, des foldases ou des
protZines impliquZes dans la voie de sZcrZtion. (Lee et al., 2002; Okada et al., 2002; Ron and
Walter, 2007; Schrider and Kaufmar0B) Ceci a pour but, dOoptimiser la maturation des

protZines mal conformZesdetrZduireainsila charge de protZines " replier dans le RE.

ParallslementJa dZgradation des protZines mal conformiesre favorisZe par une
induction de genes codant des facteurs de IOERXDshida et al., 2003Comme dZj
ZvoquZ prZcZdemment, IOexpression de protZines telles quOEDENTT2/Herp, HRD1
est induite parun stress du RE(Hirao et al., 2006; Hosoka et al., 2001; Ma and
Hendershot, 2004b; Olivari et al., 2005) Parallslement, IOexpressi@adecnp des facteurs
de I0autophagiest Zgalement stimulZpar IDUPRCes facteursmportants pour la survie
cellulaire au cours dOun stress du@Enetent en effet de participer ~ IOZliminatidies
agrZgats protZiques constituant de mauvais substrats pour IOERAD. (Bernales et al., 2006;
Yorimitsu et al., 2006)

Les genes codant des facteurs participant ~ dOautres voies mZtaboliques importantes
pour IOhomZastie du RE (mZtabolisme des acides aminZs, Ztat dOoxydorZduction de la
cellule) sont Zgalement la cible de IOU@RIllinan and Diehl, 2004; Cullinan et al., 2003;
Harding et al., 2003; Ye and Koumenis, 2009)

Un autre aspect de la rZduction de la charger@tZine mal conformZe est |Oexpansion
du rdiculum observZe en rZponse " un stress du RE. LOexpression forcZe de XBP1s induit la
synthese de phosphatidylcholine (le phospholipide majoritaire des membranes cellulaires) et
une expansion du RE, permettantsaide diluer les protZines mal conformZes. (Shaffer et al.,
2004; Sriburi et al., 2004)

Notons, quQafin de permettre IOexpression de ces genes cib@BRR, il est
nZcessaire pour la cellule de dZphosphoryler!efg2 IQactivitte GADD34 afin de rZ
initier la synthese protZique. Il existe ainsi une reprogrammation du RE avec synthese de
facteurs augmentant les capacitZs sZcrZtrices de la cellule. (Novoa et al., 2001; Ron and
Walter, 2007)
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¥ En cas dOZcheme seule issue possible mort parapoptese

MalgrZ les mZcanismes mis giace, lescellules pewert Zchouer ~ rZtablir
IOhomZostasa niveau du RE. Il est alors nZcessairdirdid2r es cellules afin démiter
IOimpact nZgatif quOelles poentaavoir. Céte CUPR terminaléE passe par I@duction

dOune apoptase

Le facteur de IOUPR dont IQactivitZgmoptotique est la plus Ztudigst CHOP
(C/EBP-Homologous Protein Ce facteur induitprincipalement par la voie PERKeut
rZprimer 10expression du facteur -aptptotique BCE2 (McCulloughet al., 2001) mais
aussi stimuler celles diiversfacteurs preapoptotiques facteurs de la famill@H3-only ou
Death Receptor FDR5) par exemple(Fu et al., 2010; Lu et al., 2014; Puthalakath et al.,
2007; Tabas and Ron, 2011; Yamaguchi and Wan@4)200autres mZcanismest
Zgalement ZtZ ZvoquZs, notamniertbZration de calcium du RBu la stimulation dOun

stress oxydatif(Tabas and Ron, 2011)

CHOP nQest cependant pas le seul facteur impliquZ dans la mort induite par un stress
du RE. Ainsi, ladZphosphorylation de éF en rZinduisantla synthese protZiqupeut stre ~
IOorigine d@ stress protZotoxique et oxydaouvant menet la mort cellulaire.(Han et al.,

2013; Marciniak et al., 2004)OactivitZ RIDD dOIRE1 peut Zgalement participer ~ IOinduction
de 10apoptose en dZgradant les ARNm de certaines cibles decldUWRR BiP ou des
microARN impliquZs dans la rZgulation de IOexpression de genésdlanomatoires ou pro
apoptotiques(Han etal., 2009; Upton et al., 201Par ailleurs, IRE par son interaction avec
TRAF2 peut favoriser 10activation ddK), un facteur associZ ~ la mort cellulaire. (Urano et
al., 2000)Au final, la plupart des signaux pepoptotiques Zmis lors de IOUPR coreahti$
|Oactivation de la voie canonique mitochoneldal IOapoptose, avec notamment la libZration

de cytochrome ¢ permettant IQactivation de caspases effectrices comme la céBjmpse 3.

19)

Les mZcanismes dOaiguillage entre tentative dOaugmentatiapaiitZs chaperonnes
du RE et mort cellulaire restent encore incomplstement compris. CepeleddntZe variable
dOactivation des diffZrentes voies de IOUPR pourrait jouer un r™le dans le dZclenchement d
IOapoptose. La persistance de IQactivatioBRIK BssociZe ~ une extinction de la voie IRE1
XBP1 conduit ~ IOexpression des facteursgmoptotiques et une attZnuation déféOpro-

survie exercZ par XBP1s (forme ZpissZe de XRPih)et al., 2007)_orsque ésfacteus pro-
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apoptotiques sont exprimasrdessusd@n certain seuijlla mort cellulaire pewtre initiZe
Ces facteurgoueraent ainsi un r™le deinuteur dZclencantlQapoptose uniquement lorsque
le stress du RE est suffisamment prolongZ, et donc considZrZ comiédiabléHetz et al.,
2015; Rutkowski et al., 2006; Tabas and Ron, 2011)

Cette mort induite par un streds RE constitue une cible thZrapeutique de choix. En
effet, Dest cette propriZtZ qui est mise ~ profit par les traitemdigant lesinhibiteurs du
protZasome tels que le Bortezomib utiligiiglle traitement des myZlomé®inhibition de
|Oappareil de dZgradation des protZines entra’ne une accumulation irrZmZdiable de protZines
anormales "~ 10origine de |Oapoptose des cellules, prZfZrentielettes prZsentant une

sZcrZtion tres active comme cQOest le cas des plasm@Oytesg et al., 2006)

Figure15: MZcanismes dZclanchant la mort cellulaire au cours dOun stress du RE.

La signalisation associZe ~ PERK et IRE1 peut condulf@attivation de IOapoptose par diffZrentes
voies. ATF4, activéen aval de PERK, prZsente comme cible CHO@&meme activant IOexpression
de diffZrents genes prapoptotiques et inhibant IOexpression de genesapafitotiques. IRE1 est
capable dOinteragivec TRAF2 pour conduire ~ IQactivation de JNRactivitZ RIDD dOIRE1 peut
Zgalement participer au dZclenchement de la mort celluldieez et al., 2016
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B. Stress du REcancess ethZmopathies

LOUPR est impliguZe dans diverspathologies telles que les maladies
neurodZgZnZratives, le diab+®athZrosclZrose, les maladies mZtaboliques et inflammatoires

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

Le r™Mle de IOUPR dans les tumeurgZgaementbien Ztabli.DiffZrertes causes

peuvent expliquer |Oactivationaidte rZponse awars des cancers

- 10expression dOoncogerst associZe ~ une augmentation de la synthese protZique
dZpassant les capasitéhaperonnes du REt conduisant ~ IQaccumulation de

protZines mal conformZes

- des mutations peuvent stre associZes ~ un dZfaut de maturation de la protZine

oncogZnique ellneme qui est donc alors directement responsable du stress du RE.

- certaines tumeurs sont associZes " une forte sZcrZtion protZique (commédesesy

par exemple)

- les cellulescancZreusesiu fait dOun dZfaut de vascularisatfseuvent se retrouver
dans un environnement hypoxique et pauvre en nutrimeotslitions favorables au

dZveloppement dOun stress du RE

LOativation de IODUPR amnesurexpression dses cibles ¢t notamment legrotZines
chaperonnesgst ainsi identifiZelansla plupartdes tumeurs solidescorrZlant parfois avec
leur agressivitZLes voies de sigaisation ainsi activZepeuvent participer aux diffZrentes
Ztapesdu dZveloppement dOune tumede, la transformation jusqu®” la formation de

A

mZtastase Pour ce faire, IODUPRSst associZe ~ une reprogramnuati transcriptionnelle
favorisantla transformation, Kdgiogeneseou la formation de mZtastasdse moyen le plus
Zvident est une augmentation des capacitZs de symthegerepliemenprotZique permettant
dOZviter aux cellules cancZreuses dOentrer en apoptose suite ~ dn REgssp intense.

Mais des effets moins Zvidents sont Zgalement impliquZs. Par exengl@tdl mis en

A

Zvidence une reprogrammation mZtabolique destinZe "~ optimiser les apports en glucose
(notamment en augmentant IOexpression du transporteur GMEDIZ et al., 2014)

LOinduction de |Oautophagie par IOUPR peut Zgalawvenger la survie des celkd
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tumorales. La promotion dOune -afigiogenese dOune dormance tumorale ou IQinduction
dOun Ztanflammatoireest Zgalemenimpliquze dans IOassociation de IDUPR avec le cancer.
Enfin, INPR a ZtAssociZe une instabiliZ gZnZtiquet une chimiorZsistanceles cellules
malignes (Chevet et al., 2015; Wang and Kaufman, 20Cépendant, lesonsZquences de
|Oactivation des diffZrentes voies peuvent dZpendgpe decancer, distatutprolifZratif et

du microenvironnemenfLuo and Lee, 2012)

LOimplication de IODUPR dans H&snopathies maligsebien que moins documentZe

gue dans les tumeurs solides, est mainteaonne.

LOimportance de XBP1 dans la diffZrenciation plasmocytaire est connue depuis
longtemps.(Calfon et &, 2002) Son implication dans le dZveloppement des myZlomes a
Zgalemen¥tZlargement dZmonteZnotamment dans un modele murin de-empression de
XBP1s. (Carrasco et al., 200Wne activation de IOUPR dans les autres hZmopathies
lymphoedes est ZgalemedZmontrg que ce soit dans ldgmphomes ou laLeucZmie
LymphoedeChronique, avec dans ce dernier cas une associationl@ageessivitZ de la
maladie.(Krysov et al., 2014; Maestre et al., 2009; Tang et al., 2014a)

Au cours de leucZmies aigu‘'s myZl®d@&AM), une activation de IOURRRUL otre
observZe chez 157% des patients. Une participation ~ la physiopathologie de ces maladies a
ZtZ suggZrZe via IOinhibition de la traduction de C/E@Riefliger et al., 2011; Schardt et
al., 2010)Mimant en quelque sortane mutatiorbi-allZliquede ce facteur de transcription
cette inhibition de C/EBP pourrait expliquer le bon pronostissociZ ~ IOactivation de IOUPR
dans les LAM. (Schardt et al., 200@ans les leucZmies aigu‘s promyZlocytaires, laine
de fusion PMERAR! interagit avec NCoR Cette interaction conduit ~ la rZtention de N
CoR dans le REu fait de son agrZgati@insi quOtine activation @\TF6. Une dZgradation
de N-CoR est ainsi dZclenchZ&opposant " la rZpression transcripgb@rassurZe par ce
facteur important pour la diffZrenciation myZlos&ercer la diffZrenciation myZlosden
traitart les cellules par de IOacide ttrans rZtinosquéATRA) permet de rZduire la formation
dOagrZgaipar NCoR et de lever le stress du RBservZ dans ce model&u contraire
IOinduction dOun stress du RE par la tunicamycine rZduit la diffZrerusétitaire induite
par IDATRA(Khan et al., 2004)

Le r™Mle de XBP1 et de BiP dans les LeucZmies Aigu‘s Lymphoblastiques (LAL)

semble Zgalemerninportant, leur ihibition Ztant associZe ~ unegmmentation de la mort
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cellulaire. Par aillelg un haut niveau dOexpression de XBP1 est associZpfonastic
dZfavorable dans les LAB. (Kharabi Masouleh et al., 2014)

Les donnZes associant IOUPR SymdromesMyZloprolifZratifs (SMP) sont plus
limitZes. BCRABLL1, la protZine de fusion responsable de la LeucZmie MyZlosde Chronique
(LMC), est capable dOinduire un stress du (RBnimura et al., 2009Cette Ztude a par
ailleurs mis en Zvidence que [Oiitih dOATF6 ou de IREfavorise la mort cellulaire
induite par I0Ztoposide et [Oimatinib. LOimplication dOATF6 dans la protection des cellules
contre 1Qapoptose induite par IQimatinib a rZcemment ZtZ cor(itigZest al., 2014)I
semblerait quOune iaetion de la voie PERK soit Zgalement impliquZe dans cette maladie,
particulisrementdans les phases dOaccZ|Zration ou blagtiqusto-Kobialka et al., 2012par

contre, acure donnZe nOest disponible ~ ce jour sur le r'Mle de IDUPR dans les-BME.non

Quelle que soit IOhZmopathie considZrZe, IOUPR sembleuaonstié cible
thZrapeutique intéssante, IQinhibition de ses acteurs pouvant dZclencher une apefiose
seule ou en association avec des drogues dZj” usibseratique cliniquegHigaet al., 2014;
Kharabi Masouleh et al., 2014; Kudimbialka 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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ll. LessyndromesmyZloprolifZratifs

1. HZmatopoeese mZgacaryopoesse

A. GZnZralitZs sur IOhZmatopoesse

La production des cellules sangun®u hZmatopossseest un processus finement
rZgulZ permettantdOassurela gZnZration des diffZrentes lignZes en conginde fason
adaptZe aux besoide I0organismE&haque jour plus de 100 milliards de cellules sanguines
sont ainsi produite Chez I0adulte, ce processus prend place au niveau de la moelle osseuse
o+ sont retrouZes les cellules souches hZmatopoeZtiques. Principalement quiescentes, ces
cellules sont par ailleurs capables dGrriouvellement afin de conserver un stock suffisant
tout au long de la viet Zvier leur Zpuisemensous |Qinflence de diffZrents stimulges
cellules pourront se diffZrencier vers I0ensemble des lignZes hZmatopo&iteiasnt
multipotentesen passant par des stadeprogZniteurs puide prZcurseurs avant de gZnZrer

des cellules matures qui rejoindront la circulation sanguine.

Diff Zrentes lignZes sanguines sdistinguZesUne premiere dichotomie consiste °
sZparer les cellules lymphoededorfnant leslymphocytes) des cellules myZloedes. Ces
dernieres sesubdivisentultZrieurement en polynuclZaires (ou granulocytes), monocytes,
hZmaties (ou globules rouges) et plaquettes. Chacune de ces populations assure des fonctions
diffZrentes SchZmatiquemeries lymphocytes participent ~ IOimmur(itzhZe etadaptativ,
les polynuclZaires et monocytes ~ IOimmunitZ innZe, tandis que lesebZnaaisportent

IOoxygene aux tissus et les plaquettes assurent un r™le dans IOhZmostase.

Les besoins de IOorganisme Ztant vasatiésms le temps, unadaptationde la
production des cellules sanguinerCtemps rZéf est nZcessaire et fait intervedi
multiples acteurs.Un premier type de rZgulateur peut etre identifiZ owm le
microenvironnementmZdullaire. La Q@iche hZmatopdtiqueE constitue un milieu
pourvoyeur de signaux favorisdatquiescence éDautaenouvellement des cellules souches
hZmatopoeZtique@oulais and Frenette, 201BjffZrents types cellulaires participeéntette
niche: ostZoblastestZoclastes, cellules pZrivasculaires (cellules CAR, Cx@hliadant

reticular), cellules endothZlialescellules nerveuses du systememmathique, cellules de
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SchwannElles apportent aux cellules hZmatopoe«Ztioges facteurs rZgulale maintiendes
cellules souches dans la moelle, ainsi que léifrdnciation tels que CXCL12TGF-$,
angiopoeetine, noradrZnaljrte DOautres parametrese surajoutentnotammentes protZines

de la matrice extracellulaire ola faible concentration en oxygenqui estassociZe ~ une
quiescence des cellules souch@&oulais and Frenette, 2016 r™le des cytokines dans le
contr™le de IOhZmatopoesse est Zgalement capital et connu depuis tres longtemps. Ces
glycoprotZinegsZcrZtZes par teicroenvironnementes cellules hZmatoposZtiques ou par des
organes " distance tels que les redu le fok) agissent au niveau de rZcepteurs membranaires
et rZgulent le devenir des cellules hZmatoposZtiafiasde mainterir leur quiescence,
favoriser leurautorenouvellementjeur diffZrenciation,leur prolifZration ou empecherla

mort cellulaire Leur actim peut stre dirigZe sur plusieurs lignZes ou restreinte ~ une voie de

diffZrenciation od une population plus ou moins matuf®obb, 2007)

B. MZgacaryoposese

La mZgacaryopoesse correspond aux phZnomenes permettant la production des
plaquettesCes cellulesanuclZZesle 13 %n de diametre sont impliquZes dans IOhZmostase,
mais aussi la rZgZnZration des tissasgidgenese |Oinflammation, 10immunitZ innZes
mZgacaryocyteses cellulesmZdullairesjui leur donnent naissance, sont les cellules les plus
grosses et les plus rares de la moelle ossBesex phZnomenes uniques sont mis en jeu dans
la mZgacaryopoeeseAu cours dOun processus dOendomitose, les cellules deviennent
polyploedes Ce phZnomeneunique rZsulte dde rZplicatiordOADN sans division cellulaire
aboutissant " la formation de cellules pouvant prZsgasguO7128n chromosomesApres
une phase de maturation durant laqueédemembranes de dZmarcatiordétZrens types de
granulatios sont mises en plackes mZgacaryocytes Zmettdasexpansions cytoplasmiques
appelZepro-plaquettes CesstructuresprojetZes travers la paroi des sinusosdes mZdullaires
sont alors fragmentZes ddedlux sanguiribZrantdesCportionsE cytoplasmiquesontenant

les organelles et granulesrrespondant aydaquettes(Machlus and Italiano, 2013)

La thrombopoeZtine (TPO) est le principal facteur de croissance rZgulant la
mZgacaryoposss¢Kaushansky, 1998) Elle est sZcrZtZe principalepaerie foieetdans une
moindre mesure par les reins et dans la moelle osseuse. Sairtalantest rZgulZ par la
masse de plaquettes et de mZgacaryocytes qui lataptssurent sa destructi@nZaninsi

une boucle de rZgulation. (Kaushansky0®) Sa sZcrZtiomZpatiqueest ZgalementZgulZe
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par un rZcepteur stimulZ pées plaquettes %ogZes dZsialylZes. (Grozovsky et al., 2015) La
thrombopoeZtine affecte tous les aspects de la mZgacaryopoesse, depuis IOexpansien et I0autc
renouvellement des deles soucheshZmatopoeZtiquegusqud~ la formation des pro

plaquettes(Kaushansky, 2005)

Le rZcepteur de la TPOMPL, a ZtddentifiZdans les annZes 90. (Vigon et al., 1992)
|l appartient ~ la famille des rZcepteurs aux facteurs de croissance h#titpms de type .
ExprimZ principalement au niveau des cellules souches, des mZgacaryocytes (ainsi que leurs
progZniteurs) et des plaquettes, il est dZpourvu dOactivitZ enzymatique plaopretetle la
liaison de son lignd, il dZclenche toutefois une cascade de signalisation impliquant les
tyrosine kinases qui lui sont associZes, principalement JAK2. A 10Ztat basal, le rZcepteur est
sous forme homodimZrique avec une conformation maintenant les domaines cytosoliques
ZloignA. La liaison de la TPO " son rZcepteur entra’ne un changement de conformation
rapprochant ces domaines 10un de 1Qautre, Btrpeme les tyrosine kinases JAK2. Ainsi
rapprochZes, celles vont sOauttsansphosphoryler avant de phosphoryler MPLnhsime et
les acteurs de la signalisation en avalincipalemenSTATS5, PI3K et MAPK (Vainchenker
et al., 2011)LOintensitZ d& signalisation semblenettre en jeu ces diffZrentes voies de
signalisation de maniere distincte, et aifsiler sur lesdivers aspects dela diffZrenciation
mZgacaryocytaire alors quOumsignalisation faible favorisé prolifZration cellulaire une
signalisation forte bloque la prolifZration pour engager la diffZrenciation cellulaire via la voie
des MAPK. (Besancenot et al., 2014)

2. LesSyndromesMyZloprolifZratifs

A. PrZsentation clinicebiologique:

Le terme @yndromes myZloprolifZratits (SMP) itroduit par William Dameshek
(Dameshek 1951) rassemble au sein dOun meme groupe plusieurs hZmopathies partageant
certaines similaritZs cliniques et biologiques. Les principaux (et plus frZquents) SMP sont la
LeucZmie MyZlosde Chronique (LMC), la Polyglobulie de Vaquez (PV), la ThrombocytZmie
Essentile (TE) et la MyZlofibrose Primitive (MFP). La classification de IDOMS a ensuite
rattachZ ~ ce groupe dOhZmopathies les LeucZmies Chroniques ~ Neutrophiles (LCN), les
Syndromes HyperZosinophiliques (SHE) etd&tPinclassablegArber et al., 2016)
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Schanatiquement, les SMP sont divisZs en 2 groupes. DOun ¢c™tZ la LMC caractZrisZe
par la prZsence du chromosome Philadelphie (Nowell and Hungerford, 1960) rZsultant de la
translocation t(9;22)(q34;q11jRowley, 1973) De IQautre c™tZ, les SMP Riiilgielphé-
nZgatifsE (SMRPh nZgatifs) quipar opposition ~ la LMGne prZsentent pas le transcrit de
fusionBCR-ABL1 (Zquivalent molZculaire de la translocation t(9;22)) et dont les formes dites

Ctypiquesk rassemblent la PV, la TE et la MFP.

Les SMP sont laonsZquence dOanomalies des cellules souches hZmatoposZtiques "
|Oorigine dOune hypersensibilitZ ou dOune indZpenddneis s la rZgulation exercZe par
les cytokines(Campbell and Green, 2006; Delhommeau et al., 2006) Ils sont caractZrisZs par
une prolifZration cellulaire excessive aveoe maturation cellulaire conservZe responsable
dOune augmentation du taux de cellules matuseMFP dZroge quelque peu ~ cette regle
puisquOil existe dans cette maladie des anomalies de maturation des mZgacaGetoyte
myZloprolifZration implique lesois lignZes myZlosdes mais prZdomine sur IOunde@y
dOentre ellesla lignZe granuleuse pour la LMC, la lignZe Zrythroede pour la PV, la lignZe
mZgacaryocytaire pour la TE et les lignZes mZgacaryocytajraretiocytaire pour la MFP.
(Tefferi et al., 2009a) Il ne sOy associe pas de dysmyZlopoesse, ce qui distingue les SMP des
Syndromes MyZlodysplasiques (SMD) et des syndronfiesBres E SMP/SMD tels que les
LeucZmies MyZlomonocytaires Chroniques (LMM@s LeucZmies MyZlomonytaires
JuvZniles (LMMJ) ou les LMC atypique#rber et al., 2016)

a. LeucZmie MyZlosde Chronique

La LMC est caractZrisZe par une prolifZration cellulaire intZressant majoritairement les
lignZes granuleuses. Classiquement datients prZsentent une hyperleucocytose massive
(mZdiane > 100 G/L) liZe ~ une polynuclZose neutrophile associZe ~ une myZlZmie, une
Zosinophilie, une basophiligSavage et al., 1997; Swerdlow et al., 2008) Une thrombocytose
modeste est gZnZralement obge (mZdiane 430 G/L). Cependant 11% des patients
prZsentent une thrombocytose > 1000 G/L. Une splZnomZgalie est dZtectZe dans 75% des cas
Le plus souvent asymptomatique au diagnostic,sgespt™metels que des manifestations
hZmorragiques, des pertes poids, sueurs osympt™mekZs " la splZnomZgalie peuvent
parfois stre observZ¢Savage et al., 1997) En IOabsence de traitement, IOZvolution se fait vers
une transformation en LeucZmie Aigu* (LA) avec dZces dans les 5(&n®rdlow et al.,

2008) LOtstologie mZdullaireZvele classiquemeria prZsence dmZgacaryocytes de petite
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taille et hypolobZs (le terme de mZgacaryocytesiGsE est souvent employ{swerdlow et
al., 2008)

b. Polyglobulie de Vaquez

La PV est caractZrisZe par une prolifZratiefiutaire portant principalement sur la
lignZe Zrythroblastique, ~ I0origine dOune augmentation des taux dOhZmaties et dOhZmoglobir
et de IOhZmatocrite. Une polynuclZose neutrophile ainsi quOune thrombocytose peuvent sO
associer, pouvant mimer une TE doue la polyglobulie reste modZrZe. LOhistologie
mZdullaire montre classiquement une prolifZrationtaes lignZes myZlosdes (panmyZlose)
portant prZfZrentiellement sur les lignZes Zrythroblastique et mZgacaryo(Stegrellow et
al., 2008; Thiele, 20@ Thiele and Kvasnicka, 2006) Le caractere primitif de la
myZloprolifZration peut stre ZtayZ par le dosage de 10ZrythropoeZtine (dont le taux sera
abaissZ Mossuz et al., 2004) la mise en Zvidence dOune prolifZration spontanZe des
progZniteurs en absende cytokine(meme si ce parametre ne fait plus partie des critere
OMS de PV,Dobo et al., 2004a) ou surtout par la mise en Zvidence de mutatidikde

(voir plus bas).

A

Les manifestations cliniques sont essentiellement liZes |OhypervisensitZ
anomales vasculaires secondaires’ [Oaugmentation de la masse sanguine. Les thromboses
artZrielles ou veineuses peuvent parfois rZvZler la maladg9¢a2les casjCervantes et al.,

2008) Des cZphalZes, vertiges et troubles de la vision ainsi que desnZfldlgies et
paresthZsies peuvent Zgalement stre prZsents. Toutefois le signe clinique le plus spZcifique est
le prurit ~ IOeau. Une splZnomZgalie (70% des cas) et une hZpatomZgalie (40%) sont

frZquemment prZsentéSwerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)

La PV est associZe ~ une IZgere diminution de survie et surtout ~ une altZration de la
qualitZ de vie en lien avec les Zvenements threatboliques. LOincidence des thromboses
est estimZe ~ 18 pour 1000 personassZes, alors que celles des transfoonatien
myZlofibrose ou LA est ZvaluZe ~ 5 pour 1000 patiantsZes (avec un dZlai de survenue
mZdian de 144 ans)(Cervantes et al., 2008; Passamonti et al., 2004)
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c. ThrombocytZmie Essentielle

La TE est caractZrisZe par une prolifZration cellulaire portant essentiellement sur la
lignZe mZgacaryocytaire. La thrombocytose est donc IOanomalie principale orientant vers une
TE avec souvent une anisocytose plaquettaire. La leucocytose est gZnZralemalet sorm
tres 1Zgerement augmentZe, sans basophilie associZe. LOhistologie mZdullaire montre une
moelle normecellulaire ou de richesse IZgerement augmentZe avec principalement une
hyperplasie mZgacaryocytaire. Les mZgacaryocytes sont classiquement déaijtandeec
un noyau hyperlobulZ et un cytoplasme mature. lls sont rZpartis dans la moelle, bien que
parfois rassemblZs en amas de petite taille et #&#®Outre les marqueurs molZculaires
qui seront abordZs plus loin, le caractere primitif der@difZration peut Zgalement otre ZvaluZ
par la mise en Zvidence de progZniteurs mZgacaryocytaires spontanZs bien que cela ne fasse
pas partie des criteres diagnostiques dZfinis par I0QDt®o et al., 2004b; Arber et al.,

2016)

Cliniquement, la TE resteZmZralement silencieuse, bien que parfois dZcouverte sur
des Zvenements thromimmboliques ou hZmorragiques. Des ZrythromZlalgies sont parfois
observZes. Une splZnomZgalie peut stre retrouvZe dans moins de la moitiZ des cas, les

hZpatomZgalies Ztant plasas (environ 20%)Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)

La TE est le SMP dont IOZvolution est la plus indolente. Les patients prZsentent la
meilleure espZrance de vie des SMP (mais-celieste 1Zgerement infZrieure ~ celle de la
population normaleHultcrantz et al., 2012), et I0Zvolution vers la myZlofibrose ou la LAM
est rare (risque de 2% "~ 15 ans, avec une mZdiane de survenudSlaris). Les principaux
risques sont liZs aux accidents throreibaboliques ou hZmorragiques. Leur incidence est
ZvaliZe ~ 12 pour 1000 patiertsinZs, et celles des transformations en myZlofibrose et LAM
respectivement 1,6 et 1,2 pour 1000 patiergminZe. (Cervantes et al., 2008; Swerdlow et
al., 2008; Thiele, 2009)

d. MyZlofibrose Primitive

La MFP rZsulte dOune prafifition cellulaire portant sur les lignZes mZgacaryocytaire
et granuleuse associZe ~ un certain degrZ de fibrose mZdullaire ainsi qu®~ des anomalies de
maturation de la lignZe plaquettaire. Elle est caractZrisZe par une ZvolutEuxphases
une phasenitiale dite QorZfibrotiqueE puis une phase fibrotique. Trente pourcents des
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patients sont asymptomatiques au diagnostic, les autres pouvant prZsems@nptd¥mes
altZrant leur qualitZ de vie tels que fatigue, dyspnZe, perte de poids, sueuresofitura
inexpliquZe.(Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009) Une splZnomZgalie parfois massive est
palpZe chez 90% des patients (liZe ~ IOhZmatopoesse extramZdullaire), une hZpatomZgalie dans
50% des cas(Swerdlow et al., 2008) Au niveau sanguin, unethifomyZlZmie et une
anisopoekilocytose avec prZsence de dacryocytes sont frZquentes. Une circulation de cellules
blastiques est fortement associZe " la maladie et constitue un facteur pronostic pZjoratif si le
taux excede 1% des leucocytg¢€ervantes etla 2009) Les patients prZsentent gZnZralement

une anZmie dOintensitZ variable. LOhistologie mZdullaire montre au cours de la phase cellulaire
de la maladie une hypercellularitZ avec une prolifZration portant principalement sur les
lignZes mZgacaryocytaie¢ granulocytaire tandis que la lignZe Zrythroblastique prZsente une
tendance ~ IOhypoplasie. Par ailleurs les mZgacaryocytes ont tendance ~ se regrouper en amas
au niveau des rZgions endostZales et des sinus vasculaires. Une dysmZgacaryopossse es!
habitiellement observZe associant un plZomorphisme avec des variations importantes de
taille, des anomalies du rapport nuclZocytoplasmique (signe dQaltZration de leur maturation),
un noyau hypolobulZ et un hyperchromatisme nuclZdinéele, 2009) Lors de 1OZwiion de

la maladie vers la phasefifrotiqueE, une hypoplasie mZdullaire sOinstalle, le tissu
hZmatopoeZtiquétant progressivement remplacZ par des adipocytes et des dZp™ts de fibres de

rZticuline et de collagene apparaissent.

La mZdiane de surviela phase fibrotiquest estimZe ~%,5 ans (correspondant *
une rZduction de IOespZrance de vie de 30% environ). La MFP est donc associZe au plus
mauvais pronostic des SMP -RHgatifs.(Cervantes et al., 2008; Swerdlow et al., 2008) Les
causes de morbnortalitZsont I0insuffisance mZdullaire, les thromboses ou hZmorragies, les
transformations e AM (20% de transformation © 10 ans). Notons que la survie des MF

pod-TE est comparable " celle dbd-P. (Cervantes et al., 2008)

LesprincipalesdonnZes prZsentZgsavantsont rZsumZes dansTiableaul.
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B. Physiopathologie

La physiopathologiedes SMP resteencore”™ ce jour incomplstement comprise.
Cependantge grands progres ont ZtZ rZalisZs cette dernisre dZcennie dans la comprZhension

desmZcanismes oncogZniques de ces maladies

a. Anomalies cytogZnZtiques

Le bilan diagnostique des hZmopathies malignes fait souvent intervenir une Ztude
cytogZnZtique, des anomalies chromosomiques pouvant expliquer IOoncogenese de certaines
hZmopathies, au premier rang desquelles la LMC, mais aussi ceft#ines certains

syrdromes myZlodysplasiques (SMD).

Comme prZcZdemment ZvoquZ, la LMC est caractZrisZe par la translocation
t(9;22)(934:911) conduisant " la gZnZration du chromosome Philadelphie. Cette translocation
aboutit ” la production du transcrit de fusiBE&R-ABL1 regponsable de la maladigDaley et
al., 1990)

Au cours des PV et TE, les patients prZsentent rarement des anomalies cytogZnZtiques
(respectivement 115% et 7% des patients). Les anomalies les plus frZquemment dZcrites
sont les trisomies 8 et 9, les dAAt du bras long du chromosome 20 (del(20q)) ainsi que les
anomalies du chromosome 1. Ces anomafiesrraient etre associZes ~ upronostc
dZfavorablgTang et al., 2017ien que ces donnZes restent ~ confirf@angat et al., 2008,
2009)Elle ne sont ependant pas spZcifiques de ces maladies en dehors des trisomies 9 qui se

voient principalement dans les PV et certaines NIKR2 mutZes.

La MFP se dZmarque ddsuxautres SMP RinZgatifs typiques par une plus grande
frZquence des anomalies chromosomiqug@d-40% des patients au diagnostic),
essentiellement reprZsentZes fear del20qg, dell3q et anomalies du chromosome 1, les
trisomies 8 et 9 Ztant Zgalement frZquentes. A noter que le caryotype des patients prZsentant
des MF posPV est plus frZquemment amal que ce qui est rapportZ dans les MFP et
PV (60-90% des cas) ce qui nOest pas le cas des MFTEPo§040%). De plus,
contrairement aux PV et TE, un impact pronostique pZjoratif sur la survie a ZtZ dZmontrZ pour

certaines anomalies, incitant certamseurs " intZgrer ces donnZes dans le calcul du score
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pronostique DIPS®Ilus. De plusun caryotype dZfavorable selon les critsres du DIPES

prZdit un risque accru de transformation en LAGR&ngat et al., 2011)

Ainsi, mis "~ part le chromosome Phiglphie, les diffZrentes anomalies
cytogZnZtiques dZcrites ne permettent pas dOexpliquer la physiopathologie des SMP

classiques.

b. Anomalies molZculaires

La comprZhension des mZcanismes physiopathologiques des &iMRiraborm en
avantlors dela dZcouverte des anomalies molZculaires impliquZes. LOactivitZ constitutive des
protZines de fusion BGRBL1 ou celles impliquant les rZcepteurs au Platelet Derived
Growth Factor (PDGF)Gotlib, 2014)ou encore les mutations du rZcepte#i T (Tefferi &
al., 2008)Ztaient autant@exemples de IOimplication des tyrosimesks dans dédcogenese
des SMP. Toutefois, au cours des PV, TE et MFP, aucune protZine de fusion nOa ZtZ mise en
Zvidence. Mais I0activation des voies de signalisation, et notamnienote JAK2STATS
semblait indiquer que ces maladie®mme les autres SMF~’taient des @aladies des
kinasesE. (Ugo et al., 2004)

¥ JAK2V617F

La dZcouverte de la mutatiddK2v617F (Janus kinase) en 2005 par I'Zquipe de W
Vainchenker constitue une Ztape marquante dans la comprZhension des mZcanismes
physiopathologiques des SMP-RHAgatifs.(Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics
et al., 2005; Levine et al., 2005)

La famille JAK se compose de 4 membrd®\K1, AK2, JAK3 et TYK2. Ces tyrosine
kinases sOassocient au domaine cytosolique des rZcepteurs aux cytokines. Elles prZsenten
dans leur partie @erminaledeuxdomaines homologues, le domaine JBAK Homologoups
portant 1QactivitZ kinase et un domaine psends& JH2 catalytiquement inactif, mais qui
exerce une rZgulation nZgative sur IQactivitZ kinase du domaing(S#Harinen and
Silvennoinen, 2002A la partie Nterminale, les domaines JHBI7 contiennent des motifs
FERM-like (Band4.1, Ezrin, Radixin, eMoesin) permettant IQinteraction avec le domaine

cytosolique des rZcepteurs auxquels ces protZines sont associZes.
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Ces tyrosin&inases sont associZes aux

- rZcepteurs homodimZriquesn@Zlosdes : rZcepteurs
- 10Zrythropoe«Ztine (EPO)
- laTPO
- auGranulocyteColony Stimulating FactofG-CSF)
- rZcepteurs " la prolactine et IOhormone de croissance
- rZcepteurs hZtZrodimZriques
- rZcepteurs de la famille 48R partageant la cha’ne commmune
- IL-3-R
- GranulocyteMonocyteColony Stimulating Facto{GM-CSF) - GM-
CSFR
- IL-5-R
- rZcepteurs de la famille gp130
- rZcepteur R2 " IQinterfZron(Vainchenker et al., 2011)

La mutation JAK2V617F correspond Ta transversion dOune guanidine (G) en
Thymidine (T) en position 1849 au niveau de I0exon 14, respomkald substitution de la
valine en posion 617 par une phZnylalanin@Baxter et al., 2005; James et al., 2005:
Kralovics et al., 2005; Levine et al., 20a5) cette valine est prZdite comme participant ~ une
interface entre les domaines JH1 et J(&2harinen and Silvennoinen, 2002a substitution
par une phZnylalanine entra’ne ainsi la perte de IQinhibition exercZe par le domaine JH2 sur le
domaine kinaseJAK2V617F est ainsi capable de dZclencher un SMP IQactivation
dZrZgulZee |OactivitZ tyrosine kinase de JAK2 indZpendamment de la liaison dOun ligand sur
IOun des rZcepteurs auceks est associZe (EPR, MPL, IL3-R ou CSF3R).(Figure 16,
Vainchenker et al., 201eci conduit ~ une croissance cellulaire indZpendante désufa
de croissace et “une augmentation de la survie cellulaii@axter et al., 2005; James et al.,
2005; Kralovics et al., 2005)

Les mutations]AK2V617F sont retrouvZes dans 95% des PV et dait®%0des cas
de TE et MFP(Figure 16, Tefferi et al.,2009a)Elles sont Zgalement dZtectZes danS(30
des thromboses des veines splanchnidiéadjian et al., 2008a; Smalberg et al., 20&2)
des SMD/SMP aveexces de sidZroblastes en couronne et thrombocytose (MDS/RIBN
T). (Renneville et al., 2006; Stasma et al., 2006; Wang et al., 2086%s ont Zgalement ZtZ

dZcrites au cours des LMMC, desstocytosegles LCN et des SHE avec une frZquence bien
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moindre.(Jelinek et al., 2005; Jones et al., 2005; Steensma et al., 2005)

Le fait que cette mutation BwetrouvZe au cours de malad@&sphZnotype diffZrent reste
" ce jour incomplstement expliquZ. LOune des hypotheses proposZes est que les PV et TE
seraient une meme entitZ dont le phZnotype est dZterminZ par la charge mutationnelle
JAK2V617F. Un continum entre ces maladies serait ainsi observZ, certains patients
prZsentant une TE et une mutatihK2V617F pouvant Zvoluer vers une RRumi et al.,
2013)Le modele proposZ comporteraiéuxZtapesDans un premier temps |Oapparitiena
mutation JAK2V617F donnerait naissance "~ un clone hZtZrozygote prenant IQavantage sur
IOhZmatopoeese physiologique. Dans un second temps, une recombinaison mitotique
permettrait la duplication de IQallsle mutZ et I0Zlimination de IDallele sauvage. Le clone
homozygote aingyZnZrZcquerrai@lors un avantage prolifZratif sur le clone hZtZrozygote et
pourrait sOexpandraxadZpends de ce dernieacquisition de cette homozygotie associZe "
IOexpansion du clone homozygote dZtermineraitlaitsinsition dOun staddEE vers une
maladie de type BV E (James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Baxter et al., 2085)
modsle est reflZtZ par les chargesitationnelleschez les patients. Elles sont globalement
faibles au cours des TE, plus importantes au cours des M3 &V et augmentent lors de
la transformation des PV et TE en MEarsen et al., 2007; Lippert et al., 200&r ailleurs,
des modsles murins semblent indiquer quOune faible charge allAi§A¢617F est associZe
" un phZnotype proche de la TE tangi®Dune charge plus importante induit une maladie plus
proche de la PMAkada et al., 2010; Tiedt et al., 2008)

DOautres facteurs comme le sexe, le type de cellule dans laquelle la mutation appara’t
ou encore dOautres facteurs gZnZtiques ou ZpigZnZtigu&galement ZvoquZs comme
modulateurs du phZnotype des SMPrZlatifs (James, 2008)

¥ JAK2 exon 12:

LOZtude de patients atteints de PV mais ne prZsentant pas la nA#M617F a
permis dOidentifier dDautres mutationdAd? survenant au niveau de 10exon 12 et non de
IOexon 14(Scott et al., 2007) Au contraire dAK2V617F, ces mutations ne surviennent
quOau coursed PV.(Figure 16, Scott et al., 2007; Pietra et al., 20@Jes consistent en des
mutations ponctuelles ou slénsertions et/ou dZIZtiar&ouroupi et al., 2008; Passamonti et
al., 2011; Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al.L.2007)

prZvalence de ces mutations dans la PV est estimZe4;120des patient§Passamonti et
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al., 2010; Williams et al., 2007) AinslAK2 est mutZ chez virtuellement tous les patients
atteints de PV, cOest pourquoi la prZsence dOune mutatibkk2leest actuellement
considZrZe comme un critere diagnostique majeur pour cette maladier et al, 2016;
Tefferi et al., 2007)

CommeJAK2V617F, les mutationsle IOexon lidduisent une prolifZration cellulaire
indZpendante des cytokines consZcutive ~ une activation de la voieSJIBXDS, mais avec
une signalisation plus intense, expliquant pourcsmil le phZnotype polyglobulique est

associZ ~ ces anomaliéEigure16, Scott et al., 2007)

Cliniquement et biologiquement, ces patients prZsentent essentiellement une
polyglobulie (isolZe dans 2/3 des cRsaissamonti et al., 2011) parfois accompagnideedO
thrombocytose et/ou hyperleucocytose restant plus modZrZes quOen cas de mutation
JAK2V617F. Leur taux dOEPO est souvent abaissZ et la culture de progZniteurs Zrythroedes
EPOindZpendants habituellement positiyi€ouroupi et al., 2008; Passamonti et, 2011;

Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al., 2007) Ces patients
sont gZnZralement plus jeunes que qawsentant une mutatialAK2/617F (Kouroupi et

al., 2008; Scott et al., 2007) et prZsentent une polyglobul@ipiportante. Leur histologie
mZdullaire rZvele gZnZralement une moelle hypercellulaire en lien avec une hyperplasie
Zrythroede(Scott et al., 2007; Percy et al., 2007; Passamonti et al., 2011) Le pronostic, les
complications thrombotiques et les tramafations en MF ou LAM sont comparablex &
JAK2V617F positives(Passamonti et al., 2011) Ces mutations ne semblent par ailleurs pas

associZes aux thromboses splanchniqé@siroupi et al., 2008)

¥ MPLexon 10

DZcouvertes dans les SMP par Pikragal., les mutations affectant le rZcepteur de la
thrombopoeZtine sont retrouvZes au cours-t@,8% des MFP et-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., 200&)es mutations nOont pas ZtZ identifiZes dans les PV,
les SMD, les LMMC ou les LAMde novo (Pardanani et al., 200@jlles surviennent au
niveau de 10exon 10, et plus prZcisZment du rZsidu 515 localisZ ~ la jonction domaine
cytoplasniquedomaine transmembranaire, important pour IQactivation du rZc¢ptiemnan
et al., 2006} es deuxmutations les plus frZquentes sont les W515L et W515K. Plus rarement

les mutations W515A et W515R peuvent stre observ@ehnittger et al., 2009)a mutation
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S505N prZcZdemment associZe aux thrombocytoses fan(iabeset al., 2004; Liu et al.,
2009)peut Zgalement stre retrouvZe au cours de SMP sporadjBees.et al., 2008)

Les mutationsMPLW515 conferent aux cellules qui les acquierent une s3ance
indZpendante desytokines une hypersensibilitZ ~ la TPO et une activation constitutive de
JAK2, STAT3, STAT5, AKT et ER (Figure16). Cette signalisation reste sensible ~ IQaction
des inhibiteurs de JAKZPikman et al., 2006Fes mutations peuvent stre retrouvZes " IOZtat
hZtZrozygote ou homozygote, plus frZquemment pour la mutation W515K que la mutation
W515L dans ce dernier caBeer et al.,, 2008; Guglielmelli et al., 2007; Pardanani et al.,
2006; Schnittger et al., 2009;axnucchi et al., 2008)'homozygotie MPLW515 reste

toutefois beaucoup plus rare que dans le caad&V617F.

LOhypothese  dOune association avec une prolifZration essentiellement
mZgacaryocytaire peut otre Zmise. Effet, les patientsmutZs pourMPL prZsentent
habituellement des taux dOhZmoglobine mamglre les autres et une thrombocytose plus
importante a ZtZ observZe au cours des TE comparativement aux paieetsant la
mutation JAK2V617F. De plus il semble exister au niveau mZdullaire wypedellularitZ
notamment Zrythroede par rapport aux patients non mutZsvfRlurEnfin, ces patients ne
prZsentent pas de colonies Zrythroedes endogenes contrairement aux cabAKRYBE7F.
(Vannucchi et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; Beer et24108; ChalignZ et al., 2007;
Pardanani et al., 2007)

Cliniquement, IOimpact sur le risque thrombotique reste controversZ (une augmentation
du risque de thromboses artZrielles ou veineuses a ZtZ elgmstertaines Ztude@peer
et al., 2008; Vannucgélet al., 2008)Ces mutations pourraient par ailleurs etre associZes " une
augmentation des manifestations liZes aux troubl&socirculatoiresau cours des TE.
(Rotunno et al., 2013; Vannucchi et al., 208&)cun impact sur la survie ou le risque de

transformation nOa pu stre mis en ZvideBeer et al., 2008; Vannucchi et al., 2008)

¥ Autres mutations de JAK2 é¢ MPL :

La mise en fuvre de techniques de séqgeage dOexonestier a permis la dZcouverte
rZcente chez certains patients atteints de 8&tRutations affectant@autresZgions deJAK2
et de MPL que cells ZvoquZs prZcZdemmentPour certaines dOentre elles mise en

Zvidence dOun effet fonctionnel (en terme de prolifZration) a pu etre d&mGejp&ndant
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leur effet semble plus faible quelui des mutations;classique& (Cabagnols et al., 2016;

Milosevic Feenstra et al., 2016)

En dZfinitives les diffZrentesmutations dites @QitiatricesE des SMP (y compris les
mutations decalrZiculine qui seront dZtaillZes plus loin) sont responsatif@une activation
constituive des voies de signalisati@ssociZes aux rZcepteurs aux cytokinBsK-STAT,
MAPK, PI3K-AKT. (Figure16A) La frZquence de ces diffZrentes mutations dans les PV, TE
et MFP espar ailleurs indiquZe datesFigure16B.

Figure16: Physiopathologie associZes aux mutations initiatrices deseBMBjuence au cours des
diffZrentes maladies

(A) Les mutations initiatrices de SMifectant la tyrosine kinase JAK2, le rZcepteur ~ la TPO (MPL)

et la calrZticuline (CALR) sont ~ I1Qorigine dOune activation constitutive des voies de signalisation
JAK-STAT, MAPK et PI3K/AKT. LOintensitZ de la signalisation dZclenchZe est reprZsentZe par
|OZpaisseur du traitl'apresVainchenker and Kralovics, 201{B) FrZquence des mutations de JAK2,
MPL et CALR au cours d=PV, TE et MFP(Chauveau et al., 2014)
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¥ Autres mutations :

Si les mutationsmpliquant les voies de signalisation des rZceptauxscytokinesnt
fait la preuve de leur implication dans la physiopathologie des SMP, notamment par le
dZveloppement dmaladies similaireslans divers modsles murinsles mutations affectant
dOautres processus ont Zgalemenid&tfifiZesau cours de @emaladies. Les principales
impliquent des genes
¥ de I0ZpigZnZtiqu@ ET2,IDH1/2, EZH2, ASXL1, DNMT3fAbdelWahab et
al., 2011a, 2011b; Brecqueville et al., 2011; Delhommeau et al., 2009; Ernst et
al., 2010; GelsBoyer et al., 2012; Green and Be2010; Guglielmelli et al.,
2011; Pardanani et al., 2010a; Stegelmann et al., 2011; Stein et al., 2011;
Tefferi et al., 2009b, 2010)
¥ dela machinerie dOZpissadé2AF1, SF3Blet SRSF2(Lasho et al., 2012b,
2012a; Tefferi et al., 2014a)
¥ des rZgulateurs de signalisation cellulaireCBL, LNK ou SH2B3Aranaz et
al., 2012; Gery et al., 2009; Grand et al., 2009; Lasho et al., 2010; Pardanani et
al., 2010b; Schnittger et al., 2012)
Des dZIZtions dOIKZEISger et al., 2010) ou de TRB®er et al., 201G4arutyunyan
et al., 2011pnt Zgalement ZtApportZes

Toutefois, ces mutations sont Zgalement mises en Zvidence au cours dQautres
hZmopathies (notamment SMD et LA) et peuvent stre associZes aux mutatiatices Par
ailleurs, certaines sont peu duentes dans les SMP et sont essentiellement associZes aux
formes avancZes de la maladie (transformation en MF ou LA). Leur implication dans le

phZnotype @yZloprolifZratifE reste donc peu probable

c. PrZdisposition aux SMP

Si la plupart des cas de SMPns@poradiqug des cafamiliaux ont ZtZ rapport/
suggZrantOexistence de facteyrZdisposant ~ IOacquisition des mutations responsables de
ces maladies(BellannZChantelot et al., 2008)a mise en Zvidence qu®au moins 2,8% des
patients acquZraiemis moinsdeux fois la mutation JAK2V617F suggZraiar ailleursune

prZdisposition " IQacquisition dettemutation.(Olcaydu et al., 2009a)

Parmi les facteurs prZdisposauatssociZs au risque de dZveloppement dOun SMP,
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diffZrens polymorphisme ort pu «tre dZcouves Le premierfacteur dZcouverporte sur le

gene JAK2 lui-meme. Il consiste en un haplotypg€donc plut™t une association de
polymorphismespZnomm#6/1 qui est associZ ~ IOacquisition dOune mutation JAK2V617F
et au dZveloppement dOun SKiBnes et al., 2009; Kilpivaara et al., 2009; Olcaydu et al.,
2009a) Cehaplotype est Zgalement assauiX cas de PV mutZsur IOexon12 de JAK?2 et les
SMP mutZs pour MPL ou non mutZs pour JAK2 et MPL. (Jones et al., 2010; Olcaydu et al.,
2009b) Par la site, dOautres polymorphissngortant notamment sur les g-n&ECOM,

TERT, HBS1L/MYB et RBBP6ont Zgalement ZtZ associZs aux S{#Rrutyunyan et al.,

2016; Tapper et al., 2018)ne amplificationconduisant ~ lasurexpressionl@TG2B etde
GSKIP a par ailleursrZcemment ZtZ assbeiau dZveloppement dOhZmopathies malignes

(dont des SMJau sein de familleantillaises.(Saliba et al., 2015)
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l1l.  Un nouvel acteur dans les SMP, IeZticulum endoplasmique

Apres la dZcouverte des mutations JAK2V617F et JAK2 exon IfydaitotalitZ des
cas de PVavat trouvZ leur explication physiopathologique. Toutefois;338 des TE et
MFP ne prZsentant ni la mutation JAK2V617F ni de mutation de MPL nOavaient pas de bas
molZculaireconnue jusqu®” la dZcouverte en dZcembre 2013 des mudatigmse de la
calrZticuling(CALR).

1. CalrZticuline et hZmopathies nofSMP

Des altZrations dOexpression de CALR sont largement documentZes dans des tumeurs
solides.(Gold et al., 2010; Zamanian et al., 201L3)premisre association de CALR avec une
hZmopathie maligne a portZ sur I0Ztude de modesle de LAM exprimant les protZines de fusion
CBFB-MYH11 et AML1-MDSI-EVI1. Leur expression est associZe indGction de
|Oexpssion de CALR qui ~ son tour inhibe 10expression et |QactivitZ du facteur de
transcription CEBP-!, participant ainsi au blocage de maturation des blastes. (Helbling,
2005; Helbling et al., 2004)

Plus rZcemment{@xpression de CALR " la sw@te des celles de LMC, de LAM, de
LAL, de SMD ou delymphomesa ZtZ mise en Zviden¢€hao et al., 2010; Pang et al., 2013)
Cette expression nOest pas liZane apoptosemais pourrait strda consZquenceg@n stress
du RE comme cela a ZtZ montrZ dans les L@#Mcikova et al., 2016omme indiquZ
prZcZdemment, IOexpression de CALR " la surface des cellules constitue un signal favorisant
leur phagocytosd.es cellules malignes Zchappé cette destinZe en exprimant ~ leur surface
le CD47. (Chao et al., 2010; IAg et al., 2013)

LOintZret pour IOZtude de CALR dans les hZmopathies malignes vient surtout de la

dZcouverte rZcente daitations dee geneobservZespZcifiguementans lesSMP.
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2. Les mutations de calrZticuline dans les SMP

A. FrZquence

Les mutationsde CALR ont ZtZ dZcouvertepar deux Zquipes europZennes en
dZcembre 2013(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 201B)les constituent la 2eme
mutation laplus frZquente au cours d881P PhnZgatifs(derrisre JAK2V617F et devant
celles deTET2). (Nang@lia et al., 2013Pe plus, ces mutations sont associZes spZcifiquement
aux maladies prZsentant une prolifZration du compartiment mZgacaryoeytaifectent
environ 2530% des cas dEE et20-30% des cas delFP. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al.,
2013; Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014b, 2014c, 281N
ne considere que les cas non mutZs pour JAK2 ou MPL, cette proportion monf0%60
pour les TE et 60% pour les MFPCete dZcouverte diminue ~B0% la proportion de
patients pour lesquels aucune mutationi@trice E nOest mise en Zvidence (ces cas sont

maintenant dZsignZs commeifle nZgatifsE). (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013)

Ces mutation®nt Zgament ZtZ recherchZas cours dOautres hZmopatktesOont
pasZtZretrouvZeslans leV, les LMC etlesautres SMP(Chauveau et al., 2017; Klampfl et
al., 2013; Nangalia et al., 201B)angalia et alavait initialement observZ des mutations de
CALR au cours de 8% des SMINangalia et al., 2013), mais dOautres Ztudes semblent
indiquer une frZquence plus faildans ces maladiede IOordre de-®4%. (BrosZus et al.,
2014; Hou et al., 2014; Klampfl et al., 2013; Patnaik et al., 2014) La frZquence ta¢ismsu
de CALR semble Zgalement faible au cours des syndromes frontisres SMP/SMD tels que les
SMP/SMDRS-T (frZquence dOenvirafb, BrosZus et al., 2014) ou les LMME&Zquence de
0-3%, Hou et al., 2014; Nangalia et al., 2013). Elles nOont par aiflaargtZ observZes au

cours des LAM de novo, des tumeurs lymphoedes, des cancers gdlaggalia et al., 2013)

Comme JAK2V617F, les mutations de CALR semblent Zgalement survenir au cours

de certaines formes moinkassiquesie SMP, teks que

- les formespZdiatriques 0-34% des THGiona et al., 2014; Langabeer et al.,
2014) 50% des MFRAnN et al., 2014)

- les formedamiliales(Lundberg et al., 2014; Maffioli et al., 2014; Rumi et al.,

20144a)
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- les thromboses splanchniques (mais avec une frZquence pagotique que
JAK2V617F).(Haslam and Langabeer, 2014; Turon et al., 2014)

Le gene CALR est localisZ sur le bras court du chromosome 19 et est constituZ de 9
exons. Les mutations de CALR dans les SMP surviennent exclusivement au niveau de IQexon
9. Il sOagit dOinsertions et/ou dZIZtions "~ IOorigine dOun dZcalage du cadre de lecture dOu
paire de base(pb). Ceci conduit ~ la modification du domaine C de la protZine qui devient
alors basique (et donc chargZ positivement) et ~ la perte du motif K{Biure17 et Figure
18, Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013)

Figure17: ReprZsentation schZmatique de la sZquence peptidique des 2 mutafidhRtks plus

frZquentes.

Chaque barre reprZsente un acide aminZ. Les barres bleues dZsignent les acides aminZs acides, le:
barresrosesorangedes acides aminZs basiques et les barres noires les codons stop. Les dZIZtions et
insertions de 10exon 9 @ALR conduisent ~ une modifation importante de la charge des rZsidus
terminaux (Klampfl et al., 2013).

A ce jour plus dOuneinquantainede mutations diffZrentes sont dZcrites dans la
littZrature, mais les deux mutations les plus frZquentes (c.209150del, p.L367fs*46,
dZsignZe come la mutation de type 1 et c.1154 1155insTTGTC, p.K385fs*47 dZsignZe
comme type 2) reprZsent 80-85% des cas. La mutation de type 1 correspond ~ une dZIZtion
de 52 pb, conduisant au remplacement dgulasitotalitZ des rZsidus chargZs nZgativement
par des rZsidus chargZs positivement. Elle reprZsamieon 45-50% des cas totaux et est
significativement plus frZquente dans les MFP que dans IgRTRi et al., 2013; Klampfl et
al., 2013; Nangalia et al., 20[Ba mutation de type 2 correspond " une insertion de 5 pb et
conduit © une modification moins importante du domaine C que la mutation de type 1. Elle
reprZsentenviron 30-40% des casle TE et 120% des cas de MERRumi et al., 2013;
Klampfl et al., 2013Nangalia et al., 2013) La frZquence des autres mutations ne dZpasse pas

2% des cas(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 201G¢pendant, toutes les mutations de
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CALR observZes dans ces maladies conduisent " la gZnZration dOune protZine comportant les
memes 36 derniers acides aiis Figure 18). Cesmutations sont exclusives des mutations
JAK2V617F et MPLW515 (" de rares exceptions pres) et sont gZnZralement observZes ~ 10Ztat
hZtZrozygote.(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013)

Figure18: SZquence peptidiquie certaines mutations @ALR

Toutes les insertions et dZIZtions conduisent au meme dZcalage du cadre de lecture et " la gZnZration
dOune sZquence commune terminale de 36 acides aminZgju@ihda perte du motif KDEL.
(Nangalia ¢al., 2013)

DOautres @utationsE de CALRont par ailleursZtZ mises en Zvidence. |l existe chez
certains individus des dZIZtiorsspectante cadre de lecture (dZIZtions dOun multiple de 3
paires de bases). Pour certaines dOentre elles, le caractwieaty a pu otre dZmontrZ
(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2018)ggZrant IQabsende r™le de ces variants dans
la physiopathologie des SMRHe et al.,, 2015) Par ailleurs, des mutations ponctuelles de

CALR ont ZtZretrouvZes dans des SNIRromin et al., 2016; Klampfl et al., 2013; Lasho et
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al., 2014; Lim et al., 201%insi que dans des cas de lymphome. (Green et al., 2013) Les
modificationsquOelles induiseat niveau protZique Ztant tres diffZrentes de celles induites
par les mutationslassiquement identifiZes dans les SN&Rr r™le dans la physiopathologie

des maladies dans lesquelles elles ont ZtZ identifiZes reste peu probable.

B. ParticularitZs clinicobiologiques et pronostic

Que ce soit dans les TE ou les MFP, les mutations deRCgdnt associZes ~ une
prZsentation clinicbiologique distincte et un pronostic favorable par rappdat mutation
JAK2V617F.

Au cours des TE, les mutations de CALR sont associZes "~ un %oge plus jeune et une
reprZsentation masculine plus importante papee aux cas mutZs JAK2V617Rotunno et
al., 2013; Rumi et al., 2013; Tefferi et al., 2018gr ailleurs, la prolifZration semble plus
spZcifiquement atteindre la lignZe mZgacaryocytaire puisque les patients prZsentent une
thrombocytose plus marquZe et des taux dOhZmoglobine et de leucocytes moindres que les
patients mutZs JAK2V617FRumi et al, 2013; Rotunno et al., 2013; Klampfl et al., 2013;
Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014c, 20IRe)tefois, quelques diffZrences pourraient
distinguer les mutations de type 1 et de type 2. Les premieres seraient prZdominantes chez les
hommes tandi que les secondes intZreagmt des patients plus jeunes et prZsentant une
thrombocytose plus important@ndrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Elala et al.,
2016; Tefferi et al., 2014d; Trifa et al., 20H) terme pronostique, les patigmitteints de TE
et mutZs sur CALR ont un risque thrombotique diminuZ par rapport aux patients mutZs
JAK2V617F (y compris dans les cas familiaug@umi et al., 2013; Rotunno et al., 2013;
Klampfl et al., 2013; Tefferi et al., 2014c; Rumi et al., 2014dfefieet al., 2014e, 2014d;
Elala et al., 2016ucune diffZrence en terme de survie ou de risque de transformatioh
nOa ZtZ neisen Zvidence(Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; Tefferi et al., 2014c,
2014d, 2014e; Elala et al., 2018 surrisque de transformation en MF a ZtZ observZ dans
trois Ztudes seulement. (Andrikovics et al., 2014; Nangalia et al., 2013; Pietra et al., 2016)
CesdiffZrentesdonnZes sont rZsumZes dar&ableal?.

Dans les MFP, les patiengsZsentant des mutations @ALR sont statigiquement
plus jeunes que les patiemiZsentant la mutatialFAK2V617F. lls prZsentent habituellement

une leucocytose moindre, une thrombocytose plus importante ainsi quOune moins grande
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frZquence dOanZmie, dOhyperleucocytose et de thZmieboar rapport aux patiemtsrteurs

de la mutationJAK2V617F.(Klampfl et al., 2013; Rumi et al., 2014b; Tefferi et al., 2014f,
2014b, 2014elPar ailleurs, les mutations de CALR ont un impact pronostique favorable dans
les MFP puisque les patients maidir ce gene prZsentent une survie globale plus longue, y
compris en cas dQallogreffe de moelle ossésdrikovics 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)L" encore, un effet diffZrentiel entre mutations de type 1 et mutations de type 2
pourrait existe Le bZnZfice en terme de survie pourrait nOintZresser que les mutations de type
1 (et mutationsapparentZ@s(Pietra et al., 2016; Tefferi et aRp14g)Ces donnZes restent
cependant ~ confirmepuisquOunétude fransais@ montrZ des rZsultats inverses. (Cabagnols
et al., 2014) DiffZrentravauxont par ailleurs dZtermingue les patient§triple-nZgatifse
prZsentaient le pronostic le plus ddi@mble y compris dans les cas familiaux et en cas
dOallogreffe(Tefferi et al., 2014b, 2014e; Rumi et al., 2014a; Panagiota et al., P&b4)

diffZrentesnformations sont rZsumZes dan$ableaus.
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3. ElZmentsde physiopathologie

A. CalrZticulines mutgs: deslectinesanormales

Des leur dZcouvertd| a ZtZ dZmontrZ qles mutations d€ALR Ztaientcapablesle
favoriserune prolifZration cellulaire en absence de cytoksuggZrant um™le initiateudu
phZnotype myZloprolifZratifour ces mutations(Klampfl et al., 2013).eur implication dans
le dZveloppement des SMP par la suite ZtZ dZmomtrdans diffZrents modeles murins
Marty et al et Elf et al ont ainsi prZsentZ des expZriences de greffes de celkgesant
des protZines CALR mutantes aptsangluction virale Dans la premisre Ztude, les souris
recevantdes cellules exprimant les protZines mutantes dZveloppaient une maladie comparable
"~ une TE, Zvoluant par la suite en nigftbrose dans le cas des mutations de tygarty et
al., 2016)EIf et al ont ensuite confirmZ que les mutations@flR Ztaient affisantes pour
dZclenber un SMPmimant une TE, sans toutefois retrouver dOZvolution en myZlofibrose.
(EIf et al., 2016)Dans les 2 Ztudekes mutationnt ZtZassociZes ~ un avantage prolifZratif
au niveau du compartiment mZgacaryocytaire, associZ ‘avamtageau niveau du
compartiment cellules souches/progZniteurs prZcdees le cas duvariant de type 1
uniquement (EIf et al., 2016; Marty et al., 201&)ne troisisme ZtuddasZesur un modsle
transgZniquenurin a finalement confirmZ gu@xpressiordes mutants de CALBonduisait
au dZveloppement dOune maladie de typgSfide et al., 2016pans ce modslgeaucune
Zvolution en myZlofibrose nOa ZtZ releWisons cependant quOaucun moditeck in
permettant une expression des variant€AeR " des taux physiologiques nOa ZtZ plloé/
jour. NZanmoins esdiffZrentesdonnZes concdent avec les rZsultassiggZrant la prZsence
de ces mutations aniveau des cellules souches gegientset leur apparition prZcocau
cours dda maladie (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) prZsence de ces mutations
au niveau des cellules souches est ZgalenwitrmZepar leurpossiblemise en Zvidence

chez les patientsu niveawletoutes les lignZes hZmatopoe«Ztiq(EsKhoury et al., 2015

Une activation de la voi@AK2-STAT5 en lien avec I0expression de CALR mutante
rapidement ZtZ dZmontrdar un modsle de lignZe hZmatopoeZtique murine, les .BaF3
(Klampfl et al., 2013)LOactivation de cette voie de signalisation et 10indZpendance (ou
hypersensibilitZ) vi§-vis des cytokines " laquelle elle est associZe ont par la suite ZtZ

confirmZes, notamment sur dOautres modeles celluldifés (lignZehumaine) transduites
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et lignZes humaines et murine&ditZe par technologie CRISPRAraki et al., 2016; Balligand

et al.,, 2016; EIf et al., 2016; Nivarthi et al., 2016; Shide et al., 28k®&), bien que non
impliquZes directement dans la signalisation des rZcepteurs aux cyttésnesitations de

CALR semblent donc mettre en jeu des mZcanismes oncogZniques similaires aux mutations
JAK2V617F et MPLW515. Ces donnZes concordent par ailleurs avec les rZsultats de
transcriptomiquerapportant une activation de cette voie de signatisathez les patients

mutZs pourCALR (Rampal et al., 2014Putre la voie JAKSTAT, dQautres voies de
signalisation sont Zgalement ngsa jeu, principalement la voie des MAPK, et dans une bien
moindre mesure la voie PI3KKT. (Araki et al., 2016Chachoua et al., 2016; Kollmann et

al., 2017; Marty et al., 201&)ativation dela voie des MAPK semble participer ~ IQavantage

en terme de diffZrenciation mZgacaryocytaire confZrZ par les mutatiGad Re(Kollmann

et al., 2017Notons que es effetdonctionnels sont bien le fait dOun gain de fondtibn la

nouvelle sZquence du domaine C puisque la dZIZtion de I0exon 9 nOest pas associZe ~ quelqt
effet fonctionnel que ce soifChachoua et al., 2016; Marty et al., 2008s donnZes sont
cohZrentesivec le fait qudes mutationgetrouvZes chez les patiemfg&nerent de manisre
constante une meme sZquence de 36 acides aminZs au niveau terminal des protZines mutZes

et IOabsence de mutation tronquant la protZine sauvage.

Cependant, le pouvoir oncogZnique associZ aux mutatioB4\dR differe de celui
associZ " la mutatioBAK2V617F dans la mesure o+ celci sOexprimeniqguementu niveau
de cellules exprimant MPI(Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; EIf et2016; Marty
et al., 2016)Aucun effet fonctionnel (phosphorylation de STAT5 ou prolifZration en absence
de cytokine) Dest observZ en prZsence dOatiteystels aux cybkines notamment avele
rZcepteuf IOZrythropoeZtineourtant proche de MPL en teende structurg(Chachoua et al.,
2016; EIf et al., 2016; Marty et al., 2018ne (petite) exception eependan?tZ obsene
pour le rZcepteur au-GSF, dont il a ZtZ dZmontrZ qudilvait dZclenchame activation de
STATS5 en prZsence de CALR mutZe,ssaoutefois permett une indZpendanages cellules
vis-"-vis des cytokinegChachoua et al., 2016; Marty et al.,, 2Q16ette association
nZcessaire avec MPL expliqgue la spZcificitZ de prolifZration sucompartiment
mZgacaryocytaire observigevitro et in vivo et suggZrZe par la prZsentation biologique des

patients au diagnostic.

Si les mZcanismeprZcis dOactivation de la signalisation initiZe par MPL en prZsence

des mutants de CALR reste” dZterminer prZcisZment, quelques informations ont dZj” Zt
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avancZes. La premisre donnZe importante est IQinteraction physique spZcifique qui existe entre
les CALR mutantes et le rZcepteur MPAinsi seules les protZines CALR mutZes
interagissent avec MPI(Araki et al., 2016; EIf et al., 2016; Marty et al., 2DPar contre, la
spZcificitZ dOinteraction de ces protZines envers le rZcepteur MPL reste:disakiz al
rapportent I0existence dOune interaction entre CALR mutZes et rZcepteurs " I0ZrythropoeZtin:
et au GCSF, tandis que Ekt al ne la retrouvet pas. &pendant, une interaction avee c
dernierest probable puisque Chachoetaal ont mis en Zvidence une activation de la voie
JAK2-STAT lorsque les CALR mutantes Ztaient exprimZes conjointement avec le rZcepteur
au GCSF.Au niveau de MPLgseule lapartie extracellulaire est nZcessdirinteraction

avec les CALR mutZes. Plus particulisrememtteliaison nZcessite les sites de glycosylation

de MPL principalemente plusdista). Au niveau de CALR, ce soiigs sies dOinteraction

avec lesglycansprZsents au niveau du domaine(hbtamment laphZnylalaninel06 et
|Gaspartatel 35 qui assurent IOinteraction. Notons que tiait®n se faiindZpendammenmtu

site de liaisonde MPL " la TPQ La liaison de CALR ~ MPL stabiliserait ainsi une
corformation du rZcepteur associZe ~ I0activation dOune signali€atiten liaison serait
Zgalement associZe avec une altZrationtrdfic de MPL dans la voie de sZcrZtion,
puisquOellesontassociZes ~ une augmentation de la proportion de MPL prZserganotifs

glycans immatures (non ZditZs dans le Gof@iachoua et al., 2016)es effets de
I@xpression des mutants de CALR sur IQexpression de MPL "~ la surface des cellules reste
Zgalement discutZgAraki et al., 2016; Balligand et al., 2018¢anmoinglusieurs Zquipes

ayant observZ une attZnuation de la rZponse " la TPO en prZsence de CALR mutZe, on peut
imaginer que cet effet soit [iZ ~ une moindre prZsence de son rZcepteur " la surface des
cellules.(Balligand et al., 2016; Marty et al., 2016; Shedal., 2016)

Les raisonsde cette interaction aberranteCALR mutZeMPL ont ZtZZtudiZes Le
modele proposZ par Aralét al est le suivant. Dans la calrZticuline sauvage, IQinteraction
entre le domaine N de CALR et MPL est inhibZe par le domaine P. Cette inhibition est par
contre levZe en prZsence dentaivelle sZquence du domaine C gZnZrZe par les mutations
(Araki et al., D16) Elfet al ont de plus mis en Zvidence que cette propriZtZ du domaine C
mutZ nOZtait pasdidirectement ~ une sZquence en acides aminZs spZcifique, mais aux
multiples charges positives crZZes par les mutations. En effet, le remplacement de tous les
rZsidus non chargZs par des glycines ne modifie pas le pouvoir oncogZnique des protZines.
(EIf et al., 2016)Ceci concorde avele fait que @&s mutatiors de la calrZticuline murine

(del52, ins5 et del61) sonapable dOinduire unactivationdu rZcepteur MPlhumainet ce

88



malgrZ une sZquence diffZrentdedeshomologus humairs. (Balligand et al., 2016)

B. Autres hypotheses

a. Impact sur la signalisation calcique

LOune dedeuxgrandes fonctions de la calrZticuline Ztant dOassurer un r'Mipate ta
calcique, la question de IOimpact des mutations de CALR sur la signalisation assetiZe
ZIZmentZtait 1Zgitime, dOautant plus que ces mutations perturbent directement les rZsidus
impliquZs dans cette fonction. A ce jour, une seule ZtudeistAestsZ€ cette hypothese.

Celleci a montrZ que les mutations associZes " la conservation du minimum de rZsidus
chargZs nZgativement (dZnommZes mutations #jjge) laugmentaient |Oamplitude de la
libZration du calcium depuis le RE, ainsi que IQinflugadeium dans les cellules ~ partir du

milieu extracellulaire Les autres mutationgjui conservent plus de rZsidus chargZs
nZgativement (et donencorecapables de lier le calcium)e semblent pas perturber de
maniere significative la signalisation calcique. (Pietra et al., 2@a)s les expZriences in

vitro prZsentZes dans le paragraphe prZcZ@entemsitZ de signali®on en aval de MPL ne

diffZrait pas entre les mutations ggeé 1 et de type.2l est dongossiblequeles diffZrences
phZnotypiques observZes entre ces 2 mutations chez les patients dOune part, et dans le:

modeles murins dOautre pajentliZes " cet effet diffZrentiel sur la signalisation calcique.

b. R™le pacaine

Devant le r™le de la calrZticuline dans la voie de sZcrZtion des glycoprotZines et
IOimportace des cytokines dans la rZgulation de IOhZmatoposese, quelques Zquipes se sont
intZressZe8 rechercher un effet paracrirgui pourraitparticiper au pouvio oncogZnigque
associZ aux mutations de CALR. Si les mutations de CALR de type 1 stefabtmiser la
sZcrZtion de diverses cytokines (principalementG3F, 1-10, IL-12, MIP-1! et MIP-1"),
les mutations de type 2 ne sont pas associZes au meme prafitogZc(elles stimulent
principalement la sZcrZtion d&llet de MIG). (Garbati et al., 2016) Cependant, cette Ztude ne

A

sOesintZressZequO~ la sZcrZtion de cytokines par des monoguefiZs ~ partir de

prZlsvements de patients prZsentant une mutatienCALR ou conditionnZs pa du
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surnageant de cellules HeltensfectZes avec diffZrentes formesGLR. LOZtude du
sZcrZt™me des cellulégmatoposZtiquesrZsentant des caractZristiques mZgacaryocytaires
aurait probablementZtZ plus appropri& pour Zvaluerces aspects physiopathologiques
NZanmoinsla coculture dOUT non modifiZe et dOUT7 exprimant la forme mutZe type 2

de CALR ne sembl@asfavoriser la croissance des premisres en prZsence ou en absence
dOapport exogene dEPO. (Araki et al., 2016) De la meme maniere, I0adjonction de
concentrZs de surnageants de cellules 32D exprimant la mutation de type 1 de CALR ne
permet pas de rendiedZpendantes aux cytokingss cellules exprimant la forme sauvage de
CALR. (Han et al., 2016 e modedOaction paracrine sQil existe ne semble donc pas majeur

dans la physiopathologie des SMP associZe aux mutations de CALR.

c. Phagocytose

Etant donnZ le r™ie |Oexpression de CALR " la surface des cellules dans la
phagocytose, euivantlOhypothesselonlaquellela perte du motif KDEL dans les protZines
mutantes affecte leur localisation, une association entre mutations de CALR et sensibilitZ
diffZrentielle ~ la phagocytosea ZtZrecherchZeSi certains groupes ont suggZrZ une
augmentation de I0expresstnCALR mutZe " la surface des cellulgraki et al., 2016;
Vainchenker, 2016)a sensibilitZ des cellules ~ la phagocytose ne semble pas modifiZe par les
mutatiors de CALR. (Daitoku et al., 2016)

4. Recherche des mutations dEALR et quantification des clarges allZliques

A. IntZrst de la quantification des charges allZliques dans les SMBexpZrience
JAK2V617F

Des la description des mutations JAK2V617F, des profils variZs ont ZtZ observZs,
certains patientprZsentanune disparition quasi complste d®allsle sauvage, tandis que
dOautres semblaient porter la mutation avec une charge plus faible. (James et al., 2005) Des
Ztudes ultZrieures ont indiquZ que défZrents SMP Ztaient associZtes charges allZliques
variables. La moitiZ des patients alyame PV ou une MFP se prZsentent ainsi avec une
charge mutationnelle supZrieure ~ 50%, alors que la plupart des cas de TE prZsentent des
charges infZrieures ~ 50%. (Larsen et al., 2007; Lippert et al., 2G0@)/termination des

charges allZliques au diagsticpermet ainsi de diffZrencier les types de SKIP paramstre
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peutZgalemenépporterune valeur pronostiqudes patients polyglobuliques avec les charges
JAK2V617F les plus ZlevZes Zvoluent plus volontiers weesnyZlofibroseet prZsententin

risque de thrombose plus important. Dans les TE, les fortes charges allZliques JAK2V617F
prZdiraient Zgalement un risque thrombotique majorZ. (Vannucchi et al., 2007) Au contraire
dans les MFP, un pronostpZjoratif est associZ aux charges allZliques les falibles.
(Guglielmelli et al., 2009)

Outre la caractZrisation des patients di@gnostic la dZtermination de la charge
allZlique estintZressantgour suivre |0efficacitZ des traitements proposZs aux patients. Le
mZdicament le piiefficace " ce jour par rZduie la taille du clone malin est IQinterfZr@a
dont il a ZtZ montrZ quOil pouvait induire des rZmissions molZculitadjian et al.,
2008b) De la meme maniere, les allogreffes de moelle osseuse, seul traitement
potentiellement curateprsQammpagnat dOune diminution drastique de la charge
mutationnelle JAK2V617F.es patients pour lesquels la mutation reste dZtectable ~ un taux
supZrieur ~ 1% un mois aprta greffe sont ~ plus haut risque de rechutme surveillance
rigoureusedes patientpermetainsi de guider les interventiorsar exemple en rZalisadés

injections de lymphocytes du donne{i€rSger et al., 2009; Lange et al., 2013)

B. Techniques de dZtection des mutations de CALR

Depuis la dZcouverte des mutations de CALRfZdintes techniques ont ZtZ
dZveloppZes afin de permettre leur dZtection chez les pafielesZquensage dassiqueE
de type SangarermetdOemblZe dOidentifier la mutation portZe par les patipnfsente de
nombreusesontraintes en terrsale cozt, de temps ainsi quOune faible sensibilitZ (estimZe "
10-20% en gZnZral)Le sZquensage ~ haut dZbit (gaipermis IOidentification de ces
mutations)permetde gagner en terme de sensibitiZ dZtection(Jeromin et al., 201@hais
les diffZrentes technologies existantes nOZtant pas forcZmewkap#ds ~ la dZtection de
mutatiors de type insertions/dZIZtioes leur application restant restreinte ~ des laboratoires
tres spZcialisZdeur utilisationen pratiquecourante ree tres limitZe DiffZrentesmZthodes
de criblage ont ainsttZdZveloppZedJne premisre technique est IODHRM (Higksolution
Melting), basZe sur IQanalyse ~ haute rZsolution du profil de dZnaturation des amplicons. (Chi
et al., 2014; Lim et al., 2015) @=ci ne permet cependant pas dOidentifier les variants non
pathologiques de CALR (dZIZtions conservant le cadre de lecture), ni dOestimer la charge

allZliqgue des mutsons.LOanalyse de fragment consiste " rZaliser une RGRSHUEE, si ce
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nOest quune des amorcaslisZes est marquZe par un fluorochrome. Les amplicons sont
ensuite sZparZs par Zlectrophorese capillaire afin de dZterminer leur taillenZibideleest
celle dZcrite dans la publication de Klampfl et RapportZepar la suite dansliffZrentes
Ztudesson utilisation est largement rZpandiams les laboratoires hospitalief@umi et al.,
2013; Klampfl et al., 2013; BrosZus et al., 2014; Langabeer et al., 2@t technique

A

prZzsente |Oavantagi@stimer la charge allZlique ~ partir des aires sous les pics
dOZlectrophorZgrammour cesdeux approchescependant la confirmation du type de

mutation nZcessite la mise kivre dOunsZqueneage.

Du fait de IOexpZrience acquise avec MKIZF, diffZrents Zquiges ont souhaitZ
dZvelopperdes techniquepermettant dOZvaluer plus prZcisZmment la charge allZlique.
Certaines sortbas£ssurle principe de I&#CR en temps rZel. (Kj%r et al., 2016; Zinke et al.,
2015) Une autre approchest basZe sue principe de 1aPCR digitale.(Anelli et al., 2016;
Badbaran et al., 2016; Mansier et al., 20€6)le-ci correspond " la rZalisationut® PCR en
point find rZalisZe aps partitionnement de I0Zchantillon. La quantification (absoluajoest
obtenue en dZnombrant lembre de partitioios une amplification estiZtectZe(Vogelstein
and Kinzler, 1999)

C. Etude des charges allZliques CALR et corrZlations cliriiologiques

A ce jour, peude travauxse sont intiéssg ~ IOZtudees charges allZliques CALR.
Plusieurs Zquipes ont rapportZ des charges allZliques significativement supZrieures aux
charges JAK2V617FEn fait, @ qui frappe le plus esinecertaine homogZnZitZ des valeurs
observZes poues mutation deCALR comparativement JAK2V617F Ainsi, les harges
mutationnellesCALR sont rarement infZrieures ~ 10%, et exardexceptionnellemerf0%.
(Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016) En ce qui concerne les
MFP, les rZsultats sont encore plus regroupzgydaitotalitZdes cas prZsentant une charge
allZlique de 50%. (Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014) Dans ces conditions, la
recherche dOune corrZlation entre charge mutationnelle et phZnotype para”t plus eompliquZ
quOavec les mutations de JAK2. Cependasemblerait que les patients prZsentant des
charges allZliques pldaiblesaient une leucocytose et une thrombocytose moindre, alors que
leur taux dOhZmoglobine serait supZrieur. (Andrikovics et al., PAf4jlleurs, ds patients
atteints de TE etr@sentant une charge allZlique faible (<10%) seraient quant ~ eux plus

jeunes. (Jeromin et al., 2016) Ces donnZes nOont toutefois jamais ZtZ confirmZes.
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Comme pour JAK2V61F, la quantification de la chargallZlique des mutations de
CALR constitueZgalementin bon moyen dOZvaluer la rZponse aux traitements. Il a ainsi ZtZ
dZmontrZ quOun traitement par interfZron ou une allogreffe de moelle qEsevmEe
sOaccompagner dOune diminutlenla chargevoire dOune disparition de la mutation.
(Cassinat eal., 2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2015)
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OBJECTIFS

Rapidement apres la dZcouverte des mutatiorSAleR nous avons sdhaitZ apporter
notre contribtibn " la comprZhension des mZcanismes physiopathologguieeur sont
associZsUne approche assez globale a ZtZ envisagZe, aftardetZriseces mutations

dOabordur un plan translationnel, mais Zgalement dans des aspects plus fondamentaux.

Forts de notreexpertisesur la quantification des charges allZliqued<2V617F, la
question dOursaractZrisation fine des patients prZsentant une mutatibAldeen terme de
charge mutationnelleous a semblifitZressanteNous avonpour ce fairedZveloppZ un outil
prZcis etsensiblepermettantde rechercher et quantifiprZcisZmenka charge allZlique de
mutationsdetype 1 et de type ZALR La technique de PCR digitadgie nous avons mise au
point sOes¥galementZvZIZe stre un outil utile pour IOZtude des propriZtZprogsnes

mutantegvoir en dessous)

Concernant les aspects fondamentaux, nous axmns tirer partide I0associatiares
compZtences de notre ZquipeZcialisZe dans 10ZtudesyesiromesnyZloprolifZratifs, et de
celle du Dr Eric Chevet, rZfZrente dédZtude da biologie durZticulumendoplasmique_e
projet avaitinitialementpour but de dZterminer IOimpact de IOexpression des protZines mutZes
sur IOhomZostasie du.R¥bus souhaitiom notammentiZterminer IQimplicaticiu stress du
RE dans le dZveloppement des maladies associZes ~ cesonsutaii encor&valer leur
impact sur la syntheseles glycoprotZines sZcrZtZes et membemaependantes nos
premieres Ztudes protZiquesous avons constatZ la tres faiblexpression des protZines
mutantes dans les diffZrents modsles exploftidaZes cellulaires et prZlevememsmaires
de patients LOabsence de dZfaut transcriptionnel ayant ZtZ ZcartZ par la quantification des
charges allZlique€ALR sur ARN par PCR digitale, nous avons explorZ IOhypothese dOune
dZgradationdes protZines dans les cellules. Cette hypoth@EtamrZvZIZe exacte, la
comprZhension des mZcanismes impliquZs dans ce processus nous a paru importante tant poul
Zvaluer sp r™le dans le dZveloppement &4P, que pourproposer une approche

thZrapeutiquéntZressanten modulant ce phZnomene
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Enfin, dans le butde renforcer IOassociation de ces mutations avec la protifYrati
portant spZcifiquement surdempartiment mZgacaryocytaire, nous avons rechégskeifets
de la diffZrenciation vers ce lignage sur les niveaux dOexpression des pr@iXires

mutantes.
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1. Synthese de IQarticle

Deux techniques de quantification des mutations de CALR ont ZtZ dZveloppZes dans
notre Zquipe. La premiere, utilisZe en routiest IOanalyse de fragmes@slle-ci consiste en
unerZaction de PCR en point findéns laquelle IOudes amorces porte un fluorochrome. La
taille des amplicosest ensuite dZterminZe par Zlectrophorese capillagr@roportion des
diffZrents amplicons peut alors stestimZe " partides aires sous les piesir correspondant
Afin de disposer dOune technique plus sensible et plus prideeseuantification des
mutations de type 1 et de type 2 par PCR digitale a ZtZ dZvelbpdZ@R digitad consiste
en la rZalisation dOune PCR en point final apres partitionnement de iflafchaans le cas
de la PCR digitale dZveloppZe par BioRad, ce partitionnement est obtenu en rZalisant la
rZaction en Zmulsion. LOZchantillon est ainsi emprisonnZ dans des goutelettes dOhuiles dan
lesquelles IOamplification de la cible se fait de mamd&pendante. LOapplication dOune loi
de poisson permet alors une quantification absolue du nombre de copies de la cible ~ partir du

nombre de pditions dans leguelles une amplification a ZtZ obtenue.

Bien que rZalisableaussi bien sur ADN que sur ARN, il est habituel en pratique

A

courante de dZterminer les charges mutationnelles ~ partir dOADN, moins sujet ~ des
dZgradtions. Cette pratique permdOestimer la taille du clone malin. LOutilisation dOARN
(non recommandZe pole diagnosticou le suivi des patients)quant ~ elle 2 buts potentiels

Zvaluer les niveaux dOexpression des formes sauvages et mutZes, et Zventuellement gagner e

sensibilitZ.

Dans un premier temps, nous avons dZterminZ les performamalgtiquesdes 2
techniquesiZveloppZedDans nos mains, IOanalyse de fragments prZsspestivementine
sensibilitZ de 3% et 1,5% pour les mutations de type 1 et 2 ave@uiailitZ relativerant
importante, particulierement poues faibles charges. Comme ate, la sensibilitZ de la
quantification par PCR digitale est bien supZrieure, permettant la dZtection de mutations
prZsentes " tres faible niveau (0,025% pour les 2 mutations). La prZcision de la quantification

est Zgalement bien amZliorZe avec cettanigol comparativement ~ IOanalyse de fragments.

Dans urdeuxismetemps, nous avons comparZ les rZsultats obtenus pan&s@des

sur les memes Zchantillons. Ceci nous a permis de dZmontrer que la technique dOanalyse de
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fragments a tendance " sestimerles charges allZliques < 50% et sestimer les charges >
50%, alors que la PCR digitale ne semble pas prZsenter de dZviation par rapport aux valeurs

thZoriquement attendues

Enfin, IQinterst déa quantification des charges allZiq@&LR par PCR digitalelans
le suivi des patients a ZtZ dZmontrZ pour le cas des allogreffes de moelle osseuse dans le cadre
de myZofibroses. Comme prZcZdemment rapportZ, les charges mutationnelles diminuent
fortement apres allogreffe, devenant parfois inditeles. Pour IOun des 4 patients Ztsidi&Z
mutation est rZapparue ~ un taux tres faible, dZtectable uniqguement par PCR digitila.
prZcZdZ une rechZte quelques temps apesmaniere prospectiveon aurait pu envisager
une modulation de IOimmunatide, voire une rZinjection des lymphocytes du donneur pour

Zviter cette rechute.
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2. RZsultats complZmentaires

Comme nous allons le dZvelopper dans™agrtie, la suite de notre travail a consistZ
dZterminer les mZcanismes conduisant " la faible expression des protZines CALR mutantes
comparativement " la protZine sauvage. La premiere raison ~ Zcarter Ztait un dZfaut
transcriptionnel ou une dZgradatides ARNm de la forme mutante. Nous avons ainsi Ztabli
des comparaisons de charges mutationnelles sur des prZlsvements de patients ~ partir dOADN
et dOARN. Ces acides nuclZiques ont ZtZ extraits de polynuclZaires neutrophiles purifiZs ou de
leucocytes totau Dans ce dernier cas, une correction par la propotion de polynuclZaires
permet dOestimer le rZsultat qui aurait ZtZ obtenu sur une population (defifieuet et al.,

2007) La Figure 19 illustre que les rZsultats obtenus sur ARN apres correction assez
comparables ~ ceux observZs sur ADN extrait de polynuclZaires neutrophiles. Une
comparaison sur des acides nuclZiques extraits des memes populations cellulaires confirme

par ailleurs ces donnZdsdure20).
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Figure19: Comparaison des charges allZlig@#s.RdZterminZes ~ partir dOADN et dOARN

Les charges allZliques des muta@LR dZterminZes par analyse de fragments (A) ou PCR digitale
(B) ont ZtZ comparZes entre ADN de polynuclZaires neutrophiles (ADN PNN), ARNcdeytes
totaux (ARN GB) et ARN de leucocytes totaux apres correction par la polynuclZose neutrophile (ARN
GB corrigZ) sur des prZlsvements effectuZs " la meme. date
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Figure20: Comparaison des charges allZliques des muBkitRdZterminZes ~ partdOADN et
dOARN

Les charges allZliqueSALR dZterminZes par analyse de fragments ont ZtZ comparZes entre ADN et
ARN extraits des memes populations cellulairgmlynuclZaires neutrophiles (A) ou leucocytes totaux
(B). Dans les 2 cas, les 2 types dOacideKiques ont ZtZ extraits ~ partir du meme prZlevement.

La technique de PCR digitale nous a ZgaterZéZ utile poudZtermier les niveaux
dOexpression des ARNm des variant€AER dans nos lignZes cellulaires. En effet, I0ajout
de 10Ztiquette " la partiet€minale de la protZine (un Zpitope Mslistidine) nous a
conduit ~ supprimer la partie 30 non traduite. Or cOest "~ ce niveau que |Qamseos anti
utilisZe en analyse de frments sOhybride. De ce fait, seule la technique de PCR digitale Ztait
utilisable pour dZterminer les niveaux dOexpression des ARNm de nos transgenes, qui se sont

rZ\ZIZs «tre au moins Zgaux " cede la forme sauvage endogene.

Ces diffZrentes donnZes nouoat permis de conclure que les faibles niveaux
dOexpression des protZines CALR mutantes nOZtaient pas liZs ~ un dZfaut transcriptionnel ou
une hyperdZgradation de leurs ARNm.
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Myeloproliferative neoplasm-associated calreticulin variants are
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1. Synthese de IQarticle

La calrZticuline Ztant un acteur central dans le contr™le qualitZ des glycoprotZines
sZcrZtZes, nous nous sommes intZredaZs un premier temps ~ Ztudier IQimpact des
mutations deCALRsur IOhomZostasie du RE. Nos rZsultats indiquent que IOexpression de ces
protZines aberrantes perturbe peu ou pas |OZquilibre de ce compartiment cellulaire. Ceci
concorde avec des rZsultatstd@ de stress du RE effectuZe chez des patients atteints de
SMP: les patients prZsentant des mutations<CA&R exhibent des niveaux dOZpissage de

XBP1 comparable ~ celui de patients non atteints de SMP.

Au dZbut de notre travail, nous avons observZ desgignZes HEK293T transfectZes
et des lignZes hZmatopoeZtiques transduites que les niveaux dOexpression des protZines
mutantes Ztaient bien infZrieurs ~ celui de la protZine sauvage. LOZvaluation des charges
allZliguesCALR sur ARN nous a permis dOZaades problemes de transcription de nos
transgenes. Cette faible expression des protZines mutZes a par ailleurs ZtZ confirmZe au niveau
de plaquettes ete polynuclZaires de patients exprimant la protZine mutZe de fason endogene.
Nous avons donc voulu dZtginer les raisons de cette faible accumulation dans les cellules.
Les mutations deCALR Ztant associZes " la perte du motif de rZtention dans le RE, la
premiere hypothese Ztait celle dOune hypersZcrZtion des protZines mutantes. Cependant, que
ce soit SUrHEK293T ou sures lignZes hZmatopoe«Ztiques (K562, DAMI,-TFet UT7),

aucun exces de relargage dans le milieu extracellulaire nOa pu tre dZtectZ.

La deuxieme hypothese expliquant la faible expression des protZines mutantes Ztait
celle dOune dZgradatite. traitement des cellules par des inhibiteurs du protZasome (MG132
et lactacystine) a permis dOobserver de manisre tres reproductible une forte augmentation de
|IOexpression des CALR mutZes, pointant une dZgradation dans laquelle la voie ERAD
protZasomeoue un r™le prZpondZrant. LOinhibition de la voie autophagique ayant un effet

plus faible, cette voie semble plus accessoire dans le phZnomene de dZgradation.

LOutilisation dOinhibiteurs de glucosidase et de mannosidase nous a indiquZ que cette
dZgradatiomOZtait pas mZdiZe par des anomalies de megfgcdbylZs. Par contre, un

criblage molZculaire avec des siARN nous a permis dOidentifier EDEM3 comme un acteur
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majeur dans cette dZgradation, son extinction permettant dOaugmenter [Oexpression des

protZins mutantes de type 1 et de type 2.

Pour finir, nous avons voulu dZterminer si EDEM3 pouvait constituer une cible
thZrapeutique intZressante pour atteindre spZcifiguement les pidsestantine mutation
de CALR Une premisre approche a consitZ ~-swprimer EDEM3 afin de @ettoyerE les
cellules des protZines mutZes persistantes dans les cellules. Cette approepena@apas
permis dOinhiber la prolifZration associZe aux protZines mutantes. Une depprocheaa
consistZau contraire” rechecher les effets dOune extinction dOEDEM3 sur la survie et la
prolifZration cellulaire. Selon cette seconde hypothese, la dZgradation des protZines mutantes
est nZcessaimin quOellea@xercenpasdOeffet toxiqué.es rZsultats de cette partie ne sont

cependant pas encore disponibles.
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Abstract

Mutations in the Calretidun gene CALR) observed in Myeloproliferative Neoplasms
(MPN) were recently shown to be pathogenic via their interaction with MPL and the
subsequent activation of the JAKTAT pathway. However, little is known on the biological
properties of those varia®@ALR 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 patientsO samples nor the sensitivity of
hematopoietic cells towds ER stresenduced cell death. Interestingly, we showed that the
expression of CALR variants is generally low because of their degradation mostly through an
ER Associated Degradation (ERAj)oteasome pathway. Furthermore we identified
EDEM3 as the majoERAD 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 mutdapendent proliferation

associated with MPN.



| ntroduction

Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (PMF) are classical
Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (MPN) characterized by a proliferation
predominantly affecting the megakaryocytic compartnggnhe pathophysiology of these
hematological malignancies became clearer after the discovery of mutatiisag2,3,4,5)
and in the thrombopoietin recept®PL(6) that were responsible for the constitutive
activation of the JAKSTAT pathway. More recentlmutations in thecalreticulin gene
(CALR bridged some gaps in the mechanisms underlying the oncogenesis-ainbtAK PL-
unmutated ET and PM§.,8) Calreticulin is an endoplasmic reticulum (ER) resident lectin
mainly involved in the quality control andqauctive folding of secretory glycoprotei(®.
Calreticulin, together with its transmembrane homolog cal&8)nbinds monoglucosylated
newly synthesized glycoproteins and contribute to their productive folding before export to
their final destinatiorsite(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 UQRcose glucosyl transferases
(UGGT) and ER mannatases that will allow for more folding cyclék2) If they still fail to
achieve the expected conformation, improperly folded glycoproteins are triggered for
degradation through the ER Associated Degradation (ERpAf@teasome syste(d3) In
some circumstaces, for instance when ERAD is saturated, misfolded proteins can
accumulate in the ER thereby leading to a condition known as ER (d4i¢4SR stress
triggers an adaptive signaling pathway named the Unfolded Protein Response (UPR) that
aims at restoringR homeostasi€l’5)

The CALRmutations discovered in ET and PMF consist of2 frameshift mutations
in the exon 9 leading to the generation of a novel, positively chargedrhal sequence and
a loss of the KDEL ERetention motif(7,8) Despite recent advances highlighting the
interaction between mutant CALR and the MPL receptor which trigger the constitutive
activation of the JAKSTAT pathway16,17) the precise mechanisms involved in the
oncogenic properties of CALR variants remain fypanderstood. In the present study, we
show that expression &@ALR 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 secretissoaiated with the loss of the KDEL motif, but rather due
to a catabolic process mainly mediated by the ERfpadleasome system. We identified

EDEMS3 as one key actor involved in this mechanism, required to trigger the degradation of
11¢€



CALR variants. We propes that EDEM3 and the ERAProteasome pathway could
represent therapeutic targets for selectively targeting CALR malames in MPN.

Material and methods

Patients and DNA constructs

Complementary DNA from patients WihALRWT, type 1 (del52¢.1099 150de)
or type 2 (ins5¢.1154 1155insTTGTCmutants were obtained at CRB sa®tZHU de
Bordeaux after written informed consent. They were cloned into pcEMy@6G6xHis, with
the KDEL motif cloned prior to the My6xHis-epitope for the WICALR Theseconstructs
of tagged CALR were then subcloned into the pCW57.1 (tetracyicithecible expression;
kind gift of R. Iggo, Univ. Bordeaux) using the Gateway technolddyefmo Fisher Non
tagged WT, del52 and ins5 CALR were obtained by directly cloning #igNA 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 lentiviratter carrying a
ZsGreen fluorescent reporter with insertion of a-FAAXg tag before the KDEL motif.
CRISPRbased extinction of EDEM3 expression was achieved by cloning the specific sgRNA
(5Gactcgacctctacaggttaaagg) into a plasmid derived from lentiCRIESRRgift from Feng
Zhang, Adgene plasmid #529@8), 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 periphbtabd samples by lysis of red blood

cells.

Cell culture and lentiviral transduction

HEK?293T cells were cultured in DMEM (Life technology) supplemented with
10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 10g/mL and L-glutamine 2 mM and were
transfected usg the calcium phosphate method. K562 andlTiere obtained from DSMZ
and cultured in RPMI (Life technologies) supplemented with 10% FBS, penicillin 200 U/mL,
streptomycin 100 g/mL and L-glutamine 2 mM. UT7 MPL were generated by transduction
of UT-7 ERO cells with a MPL lentiviral vector and cultured in IMDM (GE Healthcare,
Fisher Scientific) supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100
I'g/mL, L-glutamine 2 mM, HEPES 10mM arnidmercaptoethanol 50M. TF1 and UF7

MPL were culturedn presence of 10 ng/mL of rhiL3 or rhTPO respectively. DAMI cells
11¢



were cultured in IMDM supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100
I'g/mL and Lglutamine 2 mM. Lentiviral vectors were produced by the vectorology platform
of the Univergty 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 doxycyclirggraL (Sigma Aldrich)

Chemicals and antibodies

Proteasome inhibitor M@32 (10! M) and DBeQ (3 M) were obtained from Santa
Cruz Biotechnologies. Autophagy inhibitors chloroquine (CQ160! M) and Bafilomycin
Al (Bafilo, 100! M), Tauroursodesoxycholic acid (TUDCA, 1 mM) atipphenylbutyric acid
(4-PBA; 5 mM), the glucosidase inhibitor castanospermin (CST, 7BO) and the
mannosidase inhibitor kifunensin (KIF, 2§/mL) were from Sigma Aldrich. The proteasome
inhibitor lactacystin (LCT, 50 M), the glucosidase inhibitor-Deaxynojirimycin (DNJ, 1
mM) and the Nglycosylation inhibitor tunicamycin (Tc) were obtained from Calbiochem.
Proteases inhibitor cOmpléfe was from Roche. Monoclonal rabbit antlreticulin
(EPR3924) and rabbit polyclonal aiPL (06-944) were from Merciillipore. The mouse
monoclonal antibody CAL2 (Dianova) against thée@minal sequence of the CALR mutants
was purchased from Dianova. The mouse monoclonalMydiantibody (£10) and rabbit
antrSTATS5 wereordered from Santa Cruz Biotechnology. Monodbanttactin antibody,
monoclonal antibody against Flag tag (F1804) and EDEM3 (E0409, a kind gift of M.
Bouchecareilh, Univ. Bordeaux) were from SigAdrich. Rabbit antiPhospheSTATS
antibody (Y694) was purchased from Cell Signaling Technoldgyexin 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

transfetion at a concentration of 50 ni¥ing 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 TRMO'S assays were performed witie Celltiter
Glo reagent (Promega) according the manufacturerOs instructions. Viable cell counts

(Annexin V- / DAPI-) were performed on a FACSCantoll using HTS module. Cellular
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mortality was expressed as the proportion of cells labelled by annexibéli€lh 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 SEFRAGE, 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
precpitated by trichloroacetic acid treatment, then washed twice with aceton and resuspended

in Laemmli buffer before analysis by Western blot as previously described.

RT-gPCR and ddPCR

Total RNA were extracted using Trizol reagent (Life technologies) amdeteby
DNAse (Ambion) before cDNA synthesis with First Strand cDNA synthesis kit (Roche)
according to manufacturerOs instructions. CALR mRNA expression was assessed by digital
droplets PCR (ddPCR) as previously descrid®).UPR target genes expressiamaXBP1

splicing were evaluated as previously descrif2&].

Statistical analyses

Statistical analysis was performed by am@y ANOVA, paired itest (to evaluate the
impact of treatments), or unpairedest (to compare the effects of the different forofis
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 indberetory
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 mggaktac 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 neith@el52 nor ins5 CALR
mutants jeopardize the ER homeostasis, but on the contrary led to a global decrease in the
expresmn of UPR target genes (FigA1B) although this observation was significant only for
XBP1 splicing (for ins5 mutant, p=0.0055) and CHQ@®& 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 easgrression of the WT CALR. Similar results were
observed in UT7 cells, without reaching statistic significance (data not shown). In
accordance with these data, transfection of HEK293T with CALR mutants or induction of
CALR mutants in U¥7 cells did not alter endogenous WT CALR expression, as would be
expected in response to ER stress. Moreover,tEeRssas determined by XBP1 splicing was
not different between leukocytes GALRmutated patients and those of patients with reactive
hyperleukocytosis (Fig. S1). These results suggest an attenuation of ER stress by WT or
mutant CALR overexpression whigrompted us to determine whether this could lead to a
decrease of ER stress induagubptosis. Treatment of UT cells with tunicamycin or M&
132 increased cell mortality after 24h, but CALR mutant expression did not modify the
proportion of apoptotic cedlwhen compared to CALR WT ekexpression 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 iralugeidsis. Thus, ER
stress doesot seem to represent an important mechanism by which mutatiQ#d_&faffect

the proliferation of MPN cells.



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 délines DAMI and UT-7 were transduced with pCW57.1 vector enabling
tetracyclininducible expression of My6xHis tagged WT or mutant CALR. (Awenty-four

hours after inductiorfor not) by Doxycyclin treatment (Doxgell lysates were analyzed by
westernblot analysis. Actin serves asaading contralShown are the results observed in the
DAMI cell line. Identical profile has been obtained with the-U€ell line(B) Expression of

WT, del52 and ins5 CALR mutants svanduced in DAMI cell line with a tetracychn
inducible vector. The expression of UPR target genes was assessedgP{CRTbefore and

48h after treatment by doxycyclin (+Dox). A control in absence of Doxycyclin 48h after start
of the experiment was incled ¢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 thratio of the signal corresponding to the spliced form to signal relative to total
XBP1 (spliced + notspliced) *p<0.05, **p<0.01¢) Cell mortality was assessed by Annexin
V-DAPI labeling 24h after transgene expression induction and treatment by Tunicdfroci

10! g/mL left panel) or MG132 (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-B3@JIG

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 pcDNAG6 plasmids to express-64dis tagged WT or
mutant CALR preeins. Fourtyeight hours later, endogenous WT CALR expression was
assessed by westebtotting using the antiotal CALR antibody. Actin was used as a loading
control. (B) The expression of the endogenous WT CALR was quantified and expressed as
the ratioof CALR signal to actin signal and normalized against the Oempty vectorO condition.
For Myc6xHis 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
ant-rMyc and antiCALR antibodies. Results are presented as mea®BEW of 3 independent
experiments. The dashed line represent to the basal level expressionp€yskn of WT,

del52 and ins5 CALR mutants was induced in-UTell line with a tetracycliinducible

vector. Fourtyeight hours later, endogenous WT CALR expression was assessed by-western
blotting using the antiotal CALR antibody. Actin was used adaading 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 Onon inducedO corbiign The dashed

line represent to the basal level expression. (&)cbcytes were obtained from peripheral
blood samples oCALR 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 boxesesgrt the dispersion from minimum to

maximum values. Ten patients were tested in each group.

12¢



Supplemental Table 1 characteristics of patients analysed for ER stress in peripheral

leukocytes

Patient Diagnosis CALR XBP1 splicing

UPN1 ET P €.1099_1150del 60,8

UPN3 c.1154_1155insTTGAC 59,7

UPN5 €.1099_1150del 447

UPN7 €.1099_1150del 45,2

UPN9 €.1154_1155insTTGTC 27,8

UPN11 RHL N - 35,4

UPN13 RHL N - 29,4

UPN15 RHL N - 37,8

UPN17 RHL N - 34,4

UPN19 RHL N - 33,8

ET: Essentiel Thrombocythaemia, PMF: Primary Myelofibrosis, RHL: Reactive Hyperleukocytosis, N: Negative, P: Positive, ND: No
Determined,



Low expression of CALR mutant proteins is not due to excessive secretion

In order to study the specifiexpression of mutant CALR, we transfected HEK293T
cells with pcDNAG6 plasmids allowing the expression of a Mytlis tagged proteins.
Exogenous proteins were revealed using Western blot via their Myc epitope. While the WT
protein was nicely expressed, theression of the del52 and ins5 mutants was abodnld0
lower than the WT protein (Fig. 2B). This low expression level of CALR mutants was
confirmed on platelets and polymorphonuclear cells purified from patientsO samples (Fig. S2).
As these proteinsobse their KDEL ERetention 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 i 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,-UMPL and TF1 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 ddtacthe
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 JTMPL cells and 20% and 33in TF1 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 pcDNAG6 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 westebiot 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 westeblot analysis of the total cell lysates of transtelcHEK293T 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 mearSEM of 3 independent
experiments. *** p<0.001 (C) Quantification QfALRallelic budens on RNA of HEK293T

48h after transfection with pcDNAG6 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.



Supplemertal Figure S2: CALR mutant are poorly expressed in primary cells.

Platelets and polmorphonuclear (PMN) cells were purified from peripheral blood@AUR
mutated (patients number 1 to 11) andAK2/617F mutated MPN patients (JAK2). All
CALRmutations paents presented with a heterozygous del52 mutation except patient 6 who
harbored a homozygous ins5 mutation. CALR proteins expression was assessed by western
blotting using anttotal CALR antibody. Actin was used as loading control. The white arrow
indicate the WT CALR while the black one the position of the {{peutant CALR.
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Supplemental Figure S3: Low expression o€CALR mutant proteins in hematopoietic

cells is not due to an excessive secretion.
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Supplemental Figure S3: Low expression o€ALR mutant proteins in hematopoietic

cells is not due to an excessive secretion.

Hematopoietic cell lines were transduced with pCW57.1 vector enabling tetraicygttlcible
expression of My®xHis tagged WT or mutant CALR. (A) Twentgur hours after
induction cell lysates and supernantants were analyzed by wddtg¢ranalysis. 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 westebiot analysis of total cell lysates performed in (A). Results are expressed
as the ratio of Myc signal to actin signal, normalized on the CALR W@l.I& he histogram
represents the mean-+3EM 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 expressen ratio of the copy number of
CALR mutant to total copy number of CALR. The histogram represents the meaEM/of

3 independent experiments.



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 transfecte83HEK2
cells by the proteasome inhibitor MG32 led to an increase in mutant CALR expression by a
mean factor of 5 (Fig. 3A). Similar results were observed in hematopoietic celld,3RIG
raising del52 and ins5 mutant CALR proteins expression by mean fattbs(p=0.0091)
and 12 (p=0.0019) respectively in FTMPL 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 tohilmcreased mutant protein
levels with an efficacy similar to that of MG32 (Fig. 4AB). Autophagy being a second
possible mechanism involved in mutant CALR proteins degradation, we inhibited this
pathway by treating transfected or transduced cells etitbroquine and bafilomycin Al. In
HEK293T, chloroquine and bafilomycin Al 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 pein 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) iDAMI cells, respectively. No significant effect was observed for ins5
mutant in UF7 MPL cells, nor for del52 mutant in DAMI and UTMPL cells.
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Figure 3: CALR mutant proteins are substrates of ERADproteasome and autophagy
degradation pathways.HEK293T were transfected with pcDNAG6 plasmids to express-Myc
6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Cells were treated 24h by (ALBEX10 M)

or (B) chloroquine (CQ, 3M) or Bafilomycine Al (Bafilo, 100 nM) and CALR proteins
expression was assessed by temsblotting with antiMyc antibody. Actin was used as a
loading control. Data presented are representative of 3 to 10 experiments.-{QY1RI cells
were transduced with pCW57.1 lentiviral vectors to express®ytis tagged WT or mutant
CALR proteins.Twenty four hours after doxycyclin treatment ¢2mL), cells were treated by
MG-132 (10 M), chloroquine (CQ, 50M) or Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for 24h. Cell
lysates were analyzed by westdiont. Expression level of the different forms of CALR
protans was expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the
Onot treatedO or ODMSO" condition. Data are expressed as meBBEM+/from 7

experiments. *p<0.05, **p<0.01
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Supplemental Figure S4:CALR mutant proteins are substrates of ERADproteasome

degradation pathways in hematopoietic cells.
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Supplemental Figure S4:CALR mutant proteins are substrates of ERADproteasome
degradation pathways in hematopoietic cells.

UT-7 MPL (A) and DAMI (B) were transduced with pCW5Tehtiviral vectors to express-C
terminus Mye6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Twenty four hours after
doxycyclin treatment (ZQy/mL), cells were treated by MG32 (10 M), chloroquine (CQ,

50" M), Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) or combinaison for 24Gell lysates were analyzed

by westerrblot. The transduced CALR were detected using the Myc tag epitope. CALR
mutants were also detected using CAL2 antibody specific of Htern@inal neeepitope
generated by the frameshift mutations. Actin serves aading control. Data presented are
representative of 7 experiments. Myc* denotes for a longer exposure fdfiyanantibody
revelation. DMSO was used as a vehicule control for-M@ and bafilomycine Al. NT
denotes the ONot TreatedO condition. For deiidnts, 2 bands are detected with the-anti
Myc antibody, the upper band corresponding to a-spmtific signal and the lower one
corresponding to the mutant protein as confirmed by revelation with CAL2 antibody.
Expression level of the different forms oACR proteins in UF7 MPL (C) and DAMI (D)

was quantify. Results are expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then
normalized against the Onot treatedO or ODMSO" condition. Data are expressed as mean +/
SEM from 7 experiments. *p<0.05, **p<@L
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In order to ensure that the identified excessive degradation was not due to the presence
of the Myc6xHis tag, the same experiments were performed in HEK293T cells transfected
with plasmids encoding for nelagged mutant CALR (Fig. S5), M&32, chlooquine 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-0B2 increased the expression of ins5
mutant with a mean factor increase of 1.8 (p=0.0323). Ttermdéne if the lysosomal
degradation pathway was involved in mutant CALR degradation, transfected HEK293T cells
were treated with a protease inhibitor cocktail (cOmplet€ig. 4AB). This treatment did
not significantly increase CALR variants expressitve 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 aR®BAl to act as chemical
chaperones, and reduce their degradation. Interestingigher TUDCA nor 4°BA did
produce a significant effect (Fig. 4B), suggesting that CALR variants may be recognized as
terminally misfolded proteins. Altogether, these experiments suggest that CALR mutant
proteins are degraded, that the proteasomdaaadower 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.



Supplemental Figure S5 Targeting of CALR mutant proteins to the ERAD-proteasome
pathway is not due to the presence of the MyBxHis tag at the C-terminus end of the
proteins.

(A) HEK293T were transfected with plasmids to expresstagged mutant CALR proteins.
Twenty four hours later, cellsvere treated by M@32, chloroquine (CQ, %01) or
Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for another 24h. The expression of the proteins was
assessed by westebiotting using the CAL2 antibody specific of the rgmtope generated

by the frameshift mutations.clin serves as a loading control. (B) Quantification results are
expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the Onot
treatedO or ODMSOO condition. Data are expressed as n@EM#fom 5 experiments. *
p<0.05
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Mechanians of CALR variants targeting to ERAD

To get more insight into the molecular mechanisms involved in the targeting of CALR
mutant proteins to the ERAProteasome pathway, HEK293T cells were treated with drugs
affecting various steps of this pathway. Neith&rcosidase inhibitors (Castanospermin, 1
Deoxynojirimycin), nor the mannosidase inhibitor (Kifunensin), the p97 inhibitor DBeQ or
Roscovitin (previously shown to increase the expression ERAi3trate CFTR 508(21))
affected mutant CALR degradation (F&A-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 proteasemediated degradation may not require the AAA+
ATPase p97.To further daracterize the ERAD dependent intermediates involved in the
degradation of CALRvariants we carried out an ERQC/ERAD targeted siRNA screen in
HEK?293T cells and evaluated the potential stabilization of del52 and ins5 CALR mutants.
Among the candidates tesl, EDEM3 was identified as a key player in the degradation of
both CALR mutants (Fig. 4©). Indeed, EDEMS silencing led to a #aid (p=0.0278) and a
5.5fold (p=0.0171) increase in the expression of the del52 and ins5 mutants, respectively.
The effectof EDEMS3 silencing on WT CALR was lower with a mean increase ofdldb
(p=0.05). Of note, glucosidase Il silencing did not increase mutant CALR expression levels
thereby confirming that recognition of these proteins as ERARstrate was glycan

indepeneént.



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 pcDNAG6 plasmidsipress MyebxHis tagged WT
or mutant CALR proteins. Twerdfipur hours after, they were treated for another 24h. CALR
expression was then assessed by westietting via the Myc epitope. Actin serves as a
loading control. Each lane corresponds to a deumdicated 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 Onot treatedO or ODMSOO condition.
The results presented represenamef SEM determined in 2 independent experiments. NT:
Not treated, 4°BA : 4phenylbutyrate, TUDCA: Tauroursodesoxycholic acid, Prot inh:
cOmpleté” 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-RBA4
protease inhibitors, and chloroquine. (C) HEK293T were transfected with siRNA directed
against different actors of the ERAD pathwBgurty-eight hours later, they were transfected
with pcDNAG-CALR plasmids. Twentfour hours later, cells were lysed before analysis by
westernblotting. CALR proteins were detected via their Myc epitope and actin was used as a
loading control. Each laneooesponds 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 me8&M determined in 3 to

6 independent experents. *p<0.05
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Targeting mutant CALR protein degradation could represent a therapeutic option for
CALR mutated MPN patients

As previously showr(16,17,22) the expression of CALR mutants is associated with a
gain of function responsible for a cytokimelependent proliferation in UT MPL cells (Fig.
5A). This functional effect was associated with the activation of the IAKT pathway as
assessed by the phosphorylation of STATS in the absence of TPO only when del52 or ins5
CALR variants were expressé¢llig. 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 lexitixectors
to overexpress a human Flaggged EDEM3 or a control empty vector. Despite the
expression of the transgene (Fid3), we did not observe any decrease in paliferation,
regardless of the presence or absence of TPO §Eig The second appach was to inhibit
CALR mutant degradation in order to reach a threshold above that the aberrant protein could

exert toxic effects.



Figure 5: CALR mutant proteins confere independence toward cytokine regulation.

(A) Proliferation of UF7 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, diyiddte b
corresponding OD at DO. The graph represents the results as m&kit6f 6 independent
experiments. ** : p<0.01

(B) Proliferation of UF7 MPL was assessef@texr induction of the differentorms of CALR

in the absence of TPO and in presence of ERBEMerexpression (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 meanSEM d 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 hoursdter, they were lysed, and phosphorylation of STAT5 was assessed by
westernblotting. The expression of CALR transgenes was also assessed, but at least for del52
mutant, the band observed correspond to aspatific 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 haveshown that expression of mutant CALR proteins associated with MPN does
not trigger an ER stress contrary to what was suggested by transcriptomic af2ayses.
Moreover, we revealed that cells expressing these variants are as sensitive to ER stress
inducedapoptosis 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 courterpa
have previously been repor{@6,17,26) 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 eggular medium due to the le®f their
ER retention motif26,27) Treatment of cell lines with 2 different proteasome inhibitors
revealed that these variant proteins are subjected to degradation via thepRédsome
pathway. This process is not the consequence of the presentagaitahe @erminus of the
proteins since 1) increased level of CALR mutant have been observed after MG132 treatment
in another study using-é&rminal tagged forms of CALR8), 2) low expression levels have
been observed in primary cells expressing gedous (thus netagged) 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 discrepasdiave 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 vaants 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 ERA
machinery are not known. Mammalian CALR protein presents a singlgddsylation site,
but an effective glycosylation is detected only in stress condif8))sTherefore it is not
surprising that glycan motifs are not involved in the degradation matgSALR variants as

suggested by the absence of effect of glucosidase and mannosidase inhibition (by
14E



pharmacological and molecular means). Our molecular screen using siRNA shows that this
destruction does not involve the classical ERAD machinery fobkER luminal proteins

(ie OS9, XTP3B, 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 variefyERAD substrate§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 processonCordantly, the knoeckown of EDEM2 acting
upstream EDEM3 in mannose chain trimn{B®) has no effect on the expression level of
del52 and ins5 mutants. EDEMS3, like other members of the EDEM family, has previously
been shown to interact with nalycosylded substrateq33,34) 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 foa specific equipment dedicated to the degradation of- non
glycosylated substrates as previously suggeg3ajl.

Activation of the degradation of misfolded proteins has been studied as a therapeutic
option, particularly in neurodegeneratigssease$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
inactivatng EDEMS in order to evaluate if the degradation pathway highlighted was part of
the pathophysiology associated WiEIALR mutations, and if it could represent a therapeutic

target.
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2. RZsultats complZmentaires

Rapidement apres la dZcouverte des mutation<CAER, une Zquipetalienne a
dZvelopg un anticorps permettanie dZtecterspZcifiquenent bs formes mutZes de
protZine Son utilisation en immunohistochimie a rZvZIZ une expression importante et assez
spZcifique dans le compartiment mZgacaryocyt@fannucchi et al., 2014) Ces donnZes ont
par la suite ZtZ confirmZes par dOautres groupes. (Stein et al., 2015) Ces observations nous on
amenZs "dZterminer IQimpact de diffZrenciation mZgacaryocytaigaerr [Oexpression des
formesvariantesde CALR Une stabilisation de ces protZines spZcifiquement dans cette voie
de diffZrenciation pourrait en effarticiper ” la spZcificitZ de leur action oncogZnique sur ce

compartiment cellulaire.

Comme pour nos lignZes cellulaires, nous avdans un premier temp&rifiZ le
niveau dOexpression des ARNm des formes mutZes de @AIFCR digitale au niveau des
plaquettes d@atients.Les rZsultatent ZtZ comparZsix charges allZliques dZtermisgear
ADN de polynuclZaires neutrophiles, parametre habituellement utilisZ pour estimer la taille du
clone malin. De maniere inattendueles charges allZliques dZterminZes sur matZriel
plaquettaire sont significativement infZrieures ~ celles dZterminZes s#DN de
polynuclZaires au moins chez les patients prZsentant un dat#rGzygot& (Figure21A).
Dans la mesure os un seul patient prZsentant un stéiom@zygoteE a ZtZ examinZ, toute
conclusiondZfinitive concernant ce type de patients sembEnpurZe. NZanmoins chez ce
patient, la charge allZlique dZterminZe sur ARN plaquettaire Ztait parfaitement comparable *
celle mesurZe sur ADN de cellules granuleBegire21B). En conclusion, il ne semble pas
exister de stabilisation des ARNm dans leslutes dZrivZes de mZgacaryocytes, ni
dOenrichissement du clone malin dans les cellules issues de la diffZrenciation
mZgacaryocytaire. A IQinverse de ce que nous avons observZ sur ARN de leucocytes totaux, il
semble meme exister une dZstabilisation des ARMm® formes mutZes de CALR dans les

plaquettes.
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Figure21: Comparaison des charges allZliqgdes mutant€ALRdZterminZesur ADN de

polynuclZairemeutrophileset ARN plaquettaires

Les charges allZliqueSALRont ZtZ dZterminZes par PCR digitale sur ARMaitsde polynuclZaires
neutrophiles(ADN PNN) et ARN plaquettaire§ARN plaquettes)pour des patientprZsentant des
mutationsde type 1 (dZIZtion de 52ph) et de type 2ifsertion de 5 pbB). Dans les Zas, les 2
populations cellulaires ont ZtZ purifiZes ~ partir du meme prZlevement.

LOexistencalOune interactioaberrantedes protZines mutantes CALR avec des
rZcepteursiux cytokines Ztait IOune de nos hypothirsgiales de travail. Si le r™Mle de MPL
dans la signalisation oncogZnique de ces protZines mutantes a depuis ZtZ mis en Zvidence,
nous souhaitions Zvaluer un Zventuel effet rZciproque. Nous avons ainsi recherchZ si la simple
co-expresion de MPL avec legrotZinesCALR mut£s pouvait stabiliseres dernisresPour
ce faire nous avondransfectZ des HEK293T avec le plasmide pcDNA6 permettant
IOexpression des diffZrentes formes de CALR conjointeawent notre plasmide lentiviral
permettant IOexpression du rZcepteur " la thrombopofEtiie). Conme montrZ dans la
Figure 22, I0expression de MPL nOaugmente pas IQOexpression des protZines mutantes CALR

de type 1 et de type 2.



Figure22: La coexpression de MPL ne stabilise pas les formes mutantes de CALR.

Des celluledHEK293T ont ZtZ transfectZes avec les plasmides permettant IOexpression des diffZrentes
formes de CALR et un plasmide permettant IOexpression de MPL (+ MPL) ou un plasmide contr™le
vide (MPL). (A) Quarantehuit heures apres transfection, les cellules £t lysZes et IOexpressmn des
diffZrentes prothes analysZes par weditrn LOexpression dpsothesCALR a ZtZ rZvZldda

leur Zpitope Myc. LOactine sert de contr™le de charge. (B) LOexpression des diffZrentes formes de
CALR a ZtZ quantifiZe paredsitomZtrie et normalisZe sur |QexpressimervZeen prZsence du

vecteur contr™le videMPL). Le graphique reprZsente la moyenneSEM des valeurs obtenues au

cours de 4 expZriences indZpendantes.

Le modesle cellulaire utilisZ et la simple express®un rZcepteur aux cytokines ne
pouvant rZapituler la diffZrenciation mZgacaryocytaire, nous avons poursuivi nos
investigations en foreant la diffZrenciation de lignZes cellulaires hZmatopoesZtiques prZsentant
des caractZristiqgues mZgacaryocytaires ba@aksll) ou non (K562). Ceci a ZtZ rZalisZ en
traitant les cellules avec du PhorbolMgristate 13Acetate(PMA) ™ une concentration de
1nM (DAMI) ou 80nM (K562). Une condition contr™le a ZtZ rZalisZe en prZsence de DMSO,
le solvant du PMA. LOefficacitZ ldediffZrenciation induite par ce traitement a ZtZ ZvaluZe en
cytomZtrie en flux par ldZtermination de lenoyenne de fluorescence du CD41, marqueur
membranaire spZcifique du compartiment mZgacaryocylaidexpression des diffZrentes
formes de CALR a Ztinduite des le JO par traitement des deBuparde la doxycycline ~
2!'g/mL. Dans les K562 comme dans les DAMI, le PMA a efficacement induit une
diffZrenciation mZgacaryocytairgFigure 23). De plus dans les K562ette drogue a

significativement augmentZ les niveaux des protZines CALR mutZes de type 1 et de type 2
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sansimpactercdui de la protZine sauvag€igure 23). Cet effet nOaependantpas 7tZ

retrouvZ dans les DAMI.

Figure23: Effet de la diffZrenciation mZgacaryocytaire detulesk562 sur IOexpréss de
protZines mutantes CALR.

Les cellules K562 ont ZtZ traitZe pendant 4 jours par du PMA ~ 80nM. (A) LOefficacitZ de la
diffZrenciation a ZtZ ZvaluZe par IOaugmentatiaprééson du CD41 " la surface des cellules par
cytomZtrie en flux. Le graphique reprZsente les moyennes de fluorescence observZes au temps JO, J1 et
J4 en prZsence de PM+PMA) ou de DMSO PMA). Les rZsultatseprZsentenia moyenne +/

SEM de 2 expZriees indZpendantes. (B) Apres 4 jours de traitement, les cellules ont ZtZ lysZes et
IGexpression des diffZrentes formes de CALR ZvaluZe par wWastetra rZvZlation de ces protZines

a ZtZ effectuZeia leur Zpitope myc ou avec un anticorps spZcifique fdemes mutZes de CALR
(CAL2). LOactine esttilisZecomme contr™le de charlylyc* reprZsente une exposition prolongZe
apres marquage avec IQanticorps N9t Le niveau dOexpression des mutants de CAY& @valuZ

par densitomZtrie enormalisZsur |Oexression de IQactine pour chaque condition. Les rZsultats
reprZsenteria moyenne +/SEM de6 expZriences indZpendantes.p<0,05
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Pour expliquer cette discordance, nous avons ZvaluZ IOexpression des ARNm des
formes mutZes dEALR apres 4 jours de traitement pdu PMA. Dans les DAMI, nous
avons observZune diminution significative de la charge allZlique comparativement aux
niveaux dOexpressiabservZsapres 24hde traitement par doxycyclin®ans cette lignZe,
pour la mutation d type 1, les niveaux dOexpression des ARNm@rZtaimparables entre les
conditions QliffZrenciationE et @ontr™I& tandis que pour lautetion de type 2, une 1Zgere
augmentation de lOexpression a ZtZ observZe dans la condifiiveqriationE. Au
contraire, dans les K562, IOexpression des ARNm des formes mutZes dét@iadiRinuz
dans la condition €ontr™I& alors que dans la conditiond@fZrenciationE, la charge
mutationnelle sur ARNm Ztait significativement augmentZe (comparativerneniveau
observZ apres 24h dOinduction des transgenes et comparativement "~ la cormititriMJE,
Figure 24). LOeffet observZ au niveau protZique dans les K562 ne semble donc pas liZ ~ une
stabilisation des protZines mais plut™t une stabilisatiohRMs sans que le mZcanisme ne

soit connu ~ ce jour.

Figure24 : Niveaux dOexpression des ARNm des formes mutZeslde /e 1 et type 2)
dZterming par PCR digitale apres traitement des cellules par PMA ou DMSO.

Quatre jours apres traitement, les ARNm ont ZtZ extrég/s pade laDNAse, rZtrotranscritset
analysZs par PCR digitale. Les rZsultafgsZsenterie nombrede copies d&RNm de la forme mutZe

de CALR divisZ par le nombre total de copies dOARNm CALR (sauvage+mutZ). La charge
mutationnelle dZterminZe ~ J1 correspond aux rZsultats obsertsursdOautseexpZriences, 24h

apres traitement par doxycycline, mais en absere®MSO et de PMA. Le graphique reprZsente la
moyennede la charge allZlique/- SEM de 3 expZriences indZpendante<0,05, **: p<0,01
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Finalement, pour rZpondre plpgZcisZment la question posZe, nous avons comparZ
les niveaux dOexpression degfimes CALR mutantes dans des cellules GD@golZes de
sang placentaire) diffZreide vers les lignZes granuleuse, erythroede ou mZgacaryocytaire
Pour ce faire, ces cellules ont ZtZ transduites avec les vecteurs pCpebmditant
|Oexpressiorinductible des diffZrentes formes de CALRne sZlectiondes cellules
transduites a ZtZ rZalisZe encl@i$éivant 3 jours en milieu StemSpa®FEM en prZsence de
puromycineet de SCF, TPO, FItd (50ng/mL chacun), IL3(10ng/mL), Stemregenine
(L' M) et acide valproeque(lmM) afin de les amplifier tout en conservant un Ztat non
diffZrenciZ La diffZrenciation vers la lignZe ZrythroedersuiteZtZ obteneien ajoutant aux
cellules le cocktail suivantSCF (50 ng/mL), IL3 (5 ng/mL), EPO(5 U/mL), DexamZthasone
(10-6M), Holotransferrine(Img/mL). La diffZrenciation vers la lignZe granuleuse a ZtZ
stimulZe par |Oajout de @BSF (10 ng/ml) et de SCF(25 ng/ml) tandis que la
diffZrenciation mZgacaryocytaire a ditenueen traitant les cellules pate la TPO(50
ng/mL). LOexpression des transgenes a ZtZ induite 24hlaVgse des cellules par traitement
" la doxycycline (2! g/mL). Comme illustrZ dans Eigure25, les formes mutantes de CALR
sont restZe indZtectable dans la condition @ZgacarocytaireE, tandis quOedle/taert

exprimZe$ plus ou moins faible niveau dans les autres conditions.

Figure25: Expression des formes mutZes de CALR apres diffZrenciation de cellules primaire’s CD34

vers diffZrents lignages.

Apres transduction, lescellules CD34 ont ZtZ sZlectionnZes puis diffZrenciZes vers les lignZes
granuleuses (G), Zrythro-des (E) ou mZgacaryocytaires \(Myt-quatre heures avaria lyse,
IOexpressmn démnsge-nesa ZtZ induite par traitement " la doxycycline! @mL). LOepression des
CALR mutZes a ZtZ Zval®avec un anticorps spZcifiqdes formes mutZes (CAL2). Le niveau de
CALR endogene a ZtZ dZterminZ avec un anticorpsCaitR totale. LOactine sert de contr™le de
charge. CALR* signa une rZvZlation ave®hnticorpant-CALR totale pendant un temps plus long.
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LOensmble de ces rZsultats suggepee la diffZrenciation mZgacaryocyta@e tant

que tellene stabilise pas de manisre notable les protZines CALR mutZes.
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DISCUSSION

I. Discussion ddOaticle 1

LOintZrst de la dZtermination prZciss dharges allZliques dans les S&dRrgement
ZtZ dZmontrZ pour la mutatidAK2V617F. La dZcouverte rZcente des mutation€AER
dans les TE et MFP a fourni pour les pasamt marqueur diagnostic important. Cependant,
|GntZret de la dZtermination des charges mutationnellé&R reste encore ~ dZmontrer.
LOune des raisons " celaurrait «trelOutilisation frZquente en pratique courante de techniques
de criblage ne permettapasde dZterminer ce paramstre (sZquensage Sanger, HRM) ou avec
une prZcision probablement soptimale (analyse de fragments). De fait, seules quelques
Ztudes ont recherchZ une corrZlation entre la prZsentation-bimliogiquedes patientst
leurscharge allZliqueCALR La seule donnZe confirmZe regte cesharge mutationnells
sontsignificativement plus ZlevEeans les MFP comparativement aux [A&ndrikovics et
al., 2014; Cabagnols et al., 201@gtte observation semble faire le parallele avec ce qui est
observZ poud AK2V617F (Lippert et al., 2006)cependantians le cas des mutations de
CALR les valeurs observZes sont globalement beaucoup plus homogenes et IOhomozygotie
(dZfinie comme une chge allZlique supZrieure ~ 60%) reste tres naoer les 2 maladiesSi
IOon considere uniquement les patients atteints de MFP, le constat est encore plus frappant, la
quasitotalitZ des patients prZsentant une charge allZlique de 50%. Ainsi, le faitsque le
patients atteintde TE prZsentent en moyenne des charges allZlgaeRinfZrieures ~ ceux
atteints de MFP reflste une plus grande dispersion des valeurs observZes dans le premier
groupe, avec une estimation g®0% dOentre eux environ prZsententairege allZlique
faible (infZrieure "15-25% selon 10Ztude considZrZe), chose quémisles pas exister dans le
cas des MFP(Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016; Jones et al., Z&H
proportion pourrait cependant etmminorZe par la surestimation des charges altiles
infZrieures ~ 8% par IOanalyse de fragments, technique utilisZecdan®Ztudes. Pour la
meme raison, la corrZlation hypothZtique des charges mutationr@heR avec les
parametres de numZratidormule saguine est encore moins nette, puisque seule |OZtude
dOAndrikovicet al rapporte des rZsultats significatifs. Selon cette Ztude, les patients avec les
charges allZlique€EALR les plus ZlevZes prZsenteraient des thrombocytoses et leucocytoses
supZrieures et des taux dOhZmoglobine infZrieurs. La confirmation (ou IQinfirmation) de ces

donnZes nZcessite IQutilisation dOune technique prZcise comme la PCR digitale que nous avon
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dZweloppZe. De la meme manisre, une caractZrisation des patients prZsentant une mutation de
CALR " faible taux impose IQOutilisation dOune mZthode de quantififiatites Cesdeux
questions nOont pps stre investiguZes clairement pour ieoment du fait d@urop faible

effectif pour lequel la quantification de la charghZlique CALR par PCR digitale est

disponible.

Un deuxismeintZret dZmontrZ de la quantification des chargasationnellesians les
SMP (et les hZmopathies en gZnZral) rZside dans le thididpeutique des patients.
LOinterfZroh et IQallogreffe de moelle osseuse sont capables de faire diminuer drastiquement
la taille du clone malin, jusqu®" le rendre indZtectable. Ceci a largement ZtZ dZmontrZ pour
JAK2V617F, et semble streatableZgalement pour les muitans deCALR (Cassinat et al.,
2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2006% Ztudes onttilisZ IOanalyse de fragments
pour quantifier la taille du clonmalin. La sensibilitZ offerte par cette technologie est ZvaluZe
dans lemeilleur des cas = 1%1(5%3% dans notre cas). Dans une approche diagnostique,
celleci semble amplement suffisanpuisque dans notre expZrience, aucun patient ne
prZsente de charge allZligQALRinfZrieure ~ 10%. NZanmoins, la quantification des absirg
mutationnellesdans le but dOZvaluer la maladie rZsiduelpiert une technique plus
sensible. COest dans cette optique que nous avons dZveloppZ notre technique de PCR digitale
comme |Oont fait parallslement dOautres groupes avec des rasskatomparablesen
terme de sensibilit{Badbaran et al., 2016; Kj¥r et al., 2016; Mansier et al., 2066)me
dOautres, nous avons dZmontrZ que les mutatioBAldRdeviennent indZtectables apres
allogreffe pour la plupart des patients. Cependant, [Oed®ioie technique sensible nous a
permis de dZtecter |Zapparition de IOanomaliaufi taux extremenent faible (0,03%). Ceci
nOaurait pas ZtZ possible avec une mZthode telle que IQanalyse de fragments. Si cela avait ¢
otre rZalisZ de manisre prospectiven peut imaginer quOune intervention aurait pu etre
menZe, notamment par IQinjection de lymphocytes du dorhétamt potentiellement la

rechutedu patient survenue quelques temps apres

La question de la dZtermination des charges mutationnelles sur @RNbas encore
ZtZ soulevZe pour les mutations@eLR "~ ce jour. Notre expZrience semble indiquer quOil
nOy a pas de diffZrence majeure entre les valeurs observZes sur ADN ou sur ARN. Du fait de
la fragilitZ des ARN, dans le @& dOune activitZ diagnoatgine recherche des mutations de
CALR sur ADN semble donc plus indiquZe. Cependant, ces rZsultats nous rapposte

information importante dans le cadre de notre travail sur la stabilitZ des protZines mutantes
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CALR. Les faibles niveaux dOexpresgiontZiqueobservE ne sontainsipas iz~ un dZfaut
transcriptionnel, o0 uneinstabilitZdes ARNm En effet, s mutations dEALRconduisant
des dZcalages du cadre de lecture, une dZgradation des ARNm des formes mutarges aurait
«tre observgé, noamment vide systemeNonsensavlediatedmRNADecay (Lykke-Andersen
and Jensen, 2019ous ne pouvons cependant pas exclure ~ ce jour un mZcanisme de

rZpressiomosttranscriptionnel mZdiZ par exemple par des microARN.



Il. Discussion de IQarticle 2

Dans cetravail, nous avons ZtudiZ 10impact de |Oexpression des protZines CALR
mutantes sur IOhomZostasie du RE avant dOZtudier les raisons de leur faible expression dan
les cellules.Ce dernier pointest le rZsultat dOune dZgradation par le systtme ERAD

proteasme et neten jeu la protZine EDEM3

LOune des principales fonctions de la calrZticulinenesparticipation au systeme de
contr™le qualitZ des glycoprotZines sZcrZtZesisgmanleur repliement correavant export
vers leur site dOactivitZ. En cae thise en dZfaut de ce systeme, une accumulation de
protZines mal conformZest observZe (situation dZnommZe stress du RE), ~ IQorigine du
dZclenchement dOune rZponse adaptative apjfei¥éPlusieursraisonslaissaient prZsager
une relationentre lesmutations de CALRet cette rZponse. La premiere est la mise en
Zvidencedans une Ztude transcriptomiqde IOactivation de IOURRez bs patients
prZsentant ces mutations comparativement tde®inssairs. (Lau et al., 2015par ailleurs,
le r'™Mle du s#ss du RE dans la diffZrenciation mZgacaryocyteilereme favorisZe par les
mutations de CALR) a rZcemment ZtZ suggZrZ. (Kollmann et al., 2017; Lopez et al., 2013;
Marty et al., 2016 ependant, que ce soit dans nos modeles de lignZes cellulaireszolesh
patients testZs, IOexpression des formes mutantes den@AleRurbgasde manisre notable
IOhomZostasie du REn accord avec ces donnZes, IOexpression des variants de CALR ne
modifie pasla sensibilitZ des cellules ~ IOapoptose induite parresssiiu RECes rZsultats
font Zcho ~ IQinefficacitZ du Bortezongim inhibiteur du protZasomehns le traitement des
MFP. (Barosi et al., 2010; Mesa et al., 2008) Une nuance doit cependant stre apportZe. Dans
cesZtudesle statut mutdonnel CALR des gtients inclus nOgsisconnu.On peut cependant
imaginer que la plupart des patients non mutZs pour JAK2 portaient une mutation de CALR.
LOassociation d®UPRavec les autres mutatiomesponsablesies SMP (JAK2V617F et
MPLW515) et sonr™le danglOautresaspects comme la chimidsistancerestent *

dZterminer.

A

LOexpression des protZines CALR mutZes ~ un faible niveau est rapportZe dans
diffZrentes Ztude$Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Garbati et al., 2016; Kollmann
et al., 2017) Nousommes cependant les premiers ~ dZmontrer que ce phZnomene est

Zgalement observZ dans des cellules primdegsatientsCeci a par ailleurs ZtZ suggZrZ par
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|IOabsence de dZtection de la protZine mutZe exprimZe de maniere endogene par la lignZe
MARIMO. (Kollmann et al., 2014) Il est donc peu probable que ceci sofseltatdOun

artZfact liZ " la prZsence&iguetts sur les protZines ZtudiZesilisZes dans toutes les Ztudes
citZes sauf celiede 10Zquipe de S. Constantineshios rZsultats suggerent que ce faible
niveau dOexpression dans les cellules nOest pas le fait dOusZct¥fien des protZines
mutantes, comme cela aurpii stre imaginZ du fait de la perte du motif de rZtention dans le

RE. La sZcrZtion dOunerfertranquZe de CALR a ZtZ mise en Zvidence par Garbati et al (que

ce soit en prZsence de CALR sauvage ou mutZe), probablement en ligdbexigtece dOun

site de clivage ptdolytique au niveau @rminal (Garbati et al., 2016; Wijeyesakere et al.,

2011) Cetteversion courtest sZcrZtZée CALR prZsentant la meme taille (et probablement la
meme sZquence en acides aminZs) queliesoit la forme de la protZine exprimZe dans les
cellules(sauvage ou mutZg) est probable quQelle nOait pas de r™le dans d@athydogie

des SMP. Pour notre part, nous nOavons pas observZ cette forme tronquZe, notre tag en
position Gterminalayant probablement ZZiminZ par ce processus. NZanmoins, I0Ztude des
surnageastde nos lignZes hZmatopoeZtiquesanetre anticorpsrai-CALR totale ne nous a

pas non plus permis dOobserver cette protZine, comme cela semble stre Zgalement le cas dOu
autre groupe(donnZes non montrZddan et al., 2016De plus,aucune degtudesayant
investiguZ cette hypothese nOa retrouv&ZdeZtion massive des formes mutantes complstes.
(Garbati et al., 2016; Han et al., 2018) possibilitZ dOune rZtention " la surface des cellules,

via uneinteraction des variants de CALR avec MRk peut stre exclue ~ ce joulCette
hypothese adQaillets ZtZ avancZe par diffZrents groupes. (Araki et al., 2016; Vainchenker,
2016)Nous pouvons toutefois Zcartgre ce mZcanismsit responsable des faibles niveaux
dOexpression intracellulaire puisque |OZtude par cytomZtrie en flux de cellules de patients
prZsentant des mutations de CALR (progZniteurs et cellules matures) ne pas/ee
diffZrence dOexposition de calrZticuline ~ leur surf@aitoku et al., 2016; Nangalia et al.,

2013)

Le traitenent des cellules pateuxinhibiteurs diffZrentsdu protZasoméviG132 et
lactacystine)dZmontre que les faibles niveaux dOexpression des CALR mugantds
rZsultat de leur dZgradation par le systeme ERA@Zasome. Ce phZnomene nOest pas le fait
de la prZsence dOune Ztiquette en posittiem@nalpuisque le meme phZnomene est observZ
avec des protZines prZsentant un Zpitope Flag en pdsitesminale (Kolimann et al., 2017)
ou avec des formes non modifiZes des protZines (notre ADedie).dZgradation semble au
contraire tre directement liZeld sZquence du nZopeptidgéeBminal crZZ par le dZcalage de
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cadre de lecture, puisque la dZIZtion des rZsidus mutZs des protZines de type 1 et de type 2
permet dOaugmenter le niveau dOexpression decce@arbati et al., 2018)es traitements

par chloroquine et bafilomycine Alont permis de bloquerefficacement le processus
autophagique dans nos diffZrents modsles cellulaires comme attestZ par I0Ztude du LC3 par
westernblot. NZanmoinsjeur impact sur les niveaux dOexpression pleZinesCALR

mutZe ZtaitmodZrZ et souvemiscordant(entre lesdeuxdrogues et entre les lignZes). Les
raisons de ces diffZrences resteconnues ~ ce jour. Un effet additif avec le MG132 a par
ailleurs ZtZ recherchZ danes lignZes hZmatoposZtiques. Les rZsultatsos¢ cependant

rZvZI2 trop peu reproductiblepour pouvoir se prononcer dZfinitivemeh©implication de
|Oautophagie dans I0Zlimination des variants de CALR semble donc limitZe. Son r™le pourrait
ainsi etre restreint aux situations o« les capacitZs mddzlkion par IDERAD sont dZpassZes,

comme cela a ZtZ dZmontrZ pour dOautres modeles. (Fuijita et al., 2007)

Bien qubassoc&é un gain de fonction, les mutations de CALR favorisent la
dZgradation des protZines oncogZniques quQelles engendrent. La prise en charge dOun
protZine favorisant une transformation tumorale par le systtme ERAD semble assez
paradoxale, mais a dZj" ZtZsetvZgMarada et al., 2013)*me si dans le cas dia protZine
Smoothened (rZcepteur couplZ ~ une protZine G dont des mutations sont dZcrites dans
diffZrents types de cancers),dagradatiorest principalement observZe dans desditions

de stress du REe qui nOest pas le cas lors de I0expression de nos protZines mutantes)

LOhypothese dOune dZgradation par le systeme HFRAPasome semble pouvoir
rZconcilier les diffZrentes Ztudes ayant recherchZ la localisation cellulaire des pBAZRes
mutantes Les conclusions contradictoires des groupes d&r€en et RKralovics (IOun
rapportant une ctocalisation des protZines CALR mutZes avec la calrZticuline sauvage et
IOautre une absence de colocalisation avec la calnexine) peuvent sOexpliquentpasela sy
des protZines au niveau du RIpidement suivie de leur Zlimination par IOER&Iampfl et
al., 2013; Nangalia et al., 201Bj@r ailleurs, Chachoua et ant pour leur part suggZrZ la
prZsence des CALR mutastau niveau dOun compartimensiculaire proche dGolgi dont
on peut imaginer quOilagf@sedes vZsicules de contr™le qualiB&nyair et al., 2015a;
Chachoua et al., 2016)

La calrZticuline prZsente un site de glycosylation unique en position 327 sur la

protZine mature (et donc ZAgment prZsent dans les protZines mutZes). Cependant, la
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glycosyhtion effective de la protZinge semble otre observZe que dans des conditions de
stress(Rizvi et al., 2004) Cette absence de glycosylation en condition basale est donc
cohZrente avec IOifieacitZ des inhibiteurs de glusidase et du siARN argluccsidase Il °
favoriser 10expression sdgrotZinesCALR mutantes.Notre crible molZculairenous a
cependant permis dmetre en Zvidencde r™le cl#IOEDEM3 dans la dZgradation des
protZines mutantes, sans implication Zvidente des autres membestedarille. Un effet
diffZrentel des diffZrentsnembres de la famillEDEM sur la dZgradation de substrdis
IOERADa prZcZdemment ZtZ dZmontrZ. (Tahgl., 2014b)Par ailleurs IQinteraction
dOEDEM3 avec des clients non glycosylZs est Zgalement ¢cautuénteraction avec les
protZinesCALR mutZes nOest donc pas totalement surpre(Bate et al., 2012; Tang et al.,
2014b)LOabsence dOeffet dkiflanensine &r la stabilisation desariants deCALR suggere

que |OactivitZ mannosidase dOEDEM3 nOest pas nZcessaire " la dZgradation de ces substra
meme si des expZriences utilisant des formes dOEDEM3 mutZes au niveau du site MRH
seraient nZcessairpsur I0affirmedZfinitivement De manisre concordante, IQabsence dOeffet

de I0extinction dOEDEM2 (agissant en amont dOEDEMS3 dans le processus de dZ
mannoylation des substrats de IODERAD) sur la stabilisatiorpra¢£inesCALR mutZes va

dans le sens dOeifiet indZpendant de IQactivitZ mannosidase.

Bien qu® EDEM3 soit Zgalement capable dOinteragir avec SEL1L (Saeed et al., 2011;
Tang et al., 2014b), IQinteraction mise en jeu est bien plus faible que pour les autres membres
de la famille EDEM, suggZrant @&EDEMS3 agit diffZremment desleux autres et
potentiellement avec dOautres partenaires dont IQidentitZ reste ~ dZterminer. Il est notamment
Ztonnant de voiguOaucun des acteurs de la machinerie classique de dZgradation des protZines
luminales solubles du RES-9, XTP3B, HRD1, p97 ne soit impliquZ dans la dZgradation
desprotZinesCALR mutZes. Notamment, HRD1 semble etre la principddigjuitineligase
E3 impliquZe danda dZgradation des substrats de IOERAD soluble tandis que p97 (dont
IOimplicatiordansla dZgradation des variants de CAsBmble exclugar [OinefficacitZ du
DBeQ "~ stabiliser lar expression prZsente un r™le centddns la dislocation et la
dZgradationdes substrats solubles ou membranai@sQils soienglycosylZs ou non.
(Bernasconi et al., 2010) 1l est possible quOune redondance entre ces facteurs et
Zventuellement dOautm@stZinesmasque leur r'™le dans la dZgradatiorpreginesCALR
mutantesDOun autre ¢c™tZ, il a ZtZ montrZ@iérination & substrats non glycosylZs de
IORAD faisait intervenir spZcifiquement certains facteurs non impliquZs dans la dZgradation
de modeles classiques de IOERADkudaShimizu and Hendershot, 2007)
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LOactivation de voies de dZgradationuestpiste thZrapgtique largement explorZe
dans des pathologies engendrZeglparprotZines mal conformZ&sns ces modslesctver
pharmacologiquement les voies de dZgradatawed de la apamycine owlu chlorure de
lithium) permet deCnettoyerE les cellules des protZines anormakss stimdant leur
Zlimination parlOautophagie. (Fujita et al., 2007; Houck et al., 20@§ctivation de la
dZgradation de protZines anormales par le protZasome a Zgalement ZtZ dZmontrZe comme
bZnZfigue notamment dans des modeles de neuropathies dZgZnZratieest &L, 2010;
Leestemaker et al., 201Nous avons tentZ une approcb@mparable en sexprimant
EDEMS3 dans nos lignZes cellulairesins observer dOinhibition de la prolifZration cellulaire.
De maniere similaireClOactivation du protZasolpar un traitementdes lignZes cellulaires
UT-7 avec I0IU{Lee et al., 20100Oa pas permis de freiner la prolifZration cellulaire associZe
aux mutations d€ALR (donnZes non montrZeBjans ce dernier cas, nous aveependant
pu mettre en Zvidence que cette absence dOeffet Ztait lize ~ IOincapacidfogise
diminuer les niveaux dOexpression des CALR mutZes (sur lignZe cellulaire HEK293T). Ceci
suggere que IOZtape finale de la dZgradation des variants de CALR nO¢spedisni@inte.
LOimpact de la surexpression dOEDEM3 sur les niveaux de protZines CAhBsmeste
dZfinir. On peut cependant Zmettre IOhypothese que IOabsence dOeffet fonctionnel soit liZe " la
redondance de fonction dOEDEM3 avec dQautres actel®ERAD, ou sa nZcessaire

association avec des partenaires qui restent ~ identifier.

Toujours dans un but thZrapeutique, daexismeoption Ztait au contraire dOinterfZrer
avec 10Zlimination dgsotZinesCALR mutZes, IOaugmentation de leur expressiomant
sOaccompagner dOumissage " |Oorigine dOeffietxiques. Plusieurs arguments semblent en
effet indiquer une rZgulation du niveau dOexpression de ces protZines oncogZniques. Le
premier est la faible frZquence de patients prZsentant unrstaaitonnel homozygote. Par
ailleurs, les expZriences dOZdition gZnomique rZalisZes par NivarthbasZak sur la
technologie CRISPRas9 vont Zgalement dans ce sémssque les cellules modifiZes ne
prZsentent pas de pression de sZlection, une téajies clones prZsenteneuatteinte (avec
le bon dZcalagdu cadre de lecture ou non) de toutes les copies de CALR. Par contre lorsque
les cellules ZditZes sont sZlectionnZes sur leur capacitZ ~ prolifZrer en absence de cytokine
(critere permettant dOeriter vers un r™le dans le dZveloppement dOun SMP), 2/3 des clones
prZsentent un mutation avec un dZcalage du cadre de lecture de 1pb sans atteinte de |Qautr:
allele sauvage, tandis que seuls 18% des clones prZsentent un statut mutationnel
homozygote/hZtdrygote composite pour CALR. (Nivarthi et al., 201BDeffet de
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|Oextinction dOEDEMS3 sur les niveaux dOexpression de CALR mutZes dang &dslddT

rZpercussiosisur la survie cellulaire et la prolifZration restent cependant ~ dZterminer.

Il est mainteant clair que IQactivitZ oncogZnique des protZines mutantes CALR
sOexprime au travers dOune signalisation aberrante initiZe par MPL conduisant ~ une hyper
prolifZration spZcifique du compartiment mZgacaryocytéieachoua et al., 2016; Marty et
al., 2016 Cette activitZ sembleependantcontradictoire avec IQobservation des faibles
niveaux dOexpression que nous avons melevime dOautres groupes maintenant. Une
hypothese basZe sur les analyses immunohistochimiques dZmontrant une expression
importante mais surtout spZcifique des protZines mutZes dans les mZgacaryocytes matures
permettait nZanmoins de rZconcilier lésux thZories; une stabilisation des protZines
spZcifiquement dans les mZgacaryocytes pouvait en effet participer " la spZcificitZ dOaction
des mutations dEALR sur ce compartiment tout en restant compatible avec le phZnomene de

dZgradation que nous avons migeidence.

Une premisre hypothese Ztait la possible stabilisation des ARNm des formes mutZes
de CALR comparativement ~ ceux de la forme sauvage. Pour Zvaluer ce parametre, nous
avons comparZ les charges allZlig@G#s.R dZterminZes sur ARNm extraits de pietes
purifiZes avec celles mesurZes sur ADN de polynuclZaires neutrophiles. De maniere
inattendue, les chargesbservZessur matZriel plaquettaire Ztaient significativement
infZrieues " celles observZes sur cadls granuleuses, suggZrant une possibiathilisation
des ARNm CALR portant la mutation. Si cedle Ztait confirmZe cela signifierait que le
mZcanisme mis en jeu dans ce phZnomene est spZcifiqgue de la lignZe mZgacaryocytaire
puisque la comparaison des charges allZliqifisR effectuZe entre BN et ARN issus de
leucocytes ne montrait pas de diffZrence. Aussi, ces donnZes mZritent dOstre confirmZes chez
dOautres patients, et notamment au niveau des mZgacaryocytes afin de vZrifier sOil nOexiste pi

une compensation par une hyperproduction des RN la forme mutZe.

LOun des facteurs pouvant participenéZventuellestabilisationdes protZines CALR
mutZespouvait par ailleursstre leur Ccible oncogZniqué& ellememe: MPL. La protZine
chaperonnZe aurait aingiu Zgalementjouer le r™le de chaperonne. Cependant, nos
expZriences de doansfectiondans la lignZeellulaire HEK293T suggerent que I0expression
seule de ce rZcepteur nOest pas suffisante pour augmenter les nigrpressiéhdes
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variants deCALR. Bien que discordaes avec les rZsultatsQiia autre ZquipéHan et al.,
2016), ces donnZes sont cohZrentes avec IQabsence de stabilisation Zvigeotdirges
CALR mutantesdans ledignZes hZmatopoe«Ztiques exprimant MPL (DAMI;ITEt UT-7

MPL) comparativement aux K562 que tOexpriment pas

Afin dOapprZhender plus globalement les effets de la diffZrenciation mZgacaryocytaire
sur IOexpression des protZines CALR mutZes, nous avons utilisZ des modsles de lignZes
cellulairesdont la diffZrenciatin vers ce lignage peut «tre induite par le PMA. Les rZsultats
observZsur DAMI nQindiquerpas dOimpact de la diffZrenciation sur le niveau dOexpression
des CALR mutZesA IQinverseune augmentation dOexpression de ces protZines a ZtZ
observZe dans ld§562 CdiffZrenciZe&, mais semble plut™t liZe "~ une statiibs des
ARNm qu®~ une stabilisation des protZines. Ceci allant ~ IOencontre des donnZes de charges
allZliques obtenues chez les patients, ce phZnomene doit «tre considZrZ cavspgaificitZ
de cette lignZeet non reprZsentatif de ce qui se passe dans le dZveloppement des SMP

associZs aux mutations @ALR.

LOutilisation dOun modsle plus proche degdhaySiologieE Ztait donc nZcessaire pour
rZpondre plus clairement ~ la question posKeus avons donc transduit des cellules
souches/progZnitrices primaires CB34dolZes de sang placentaire avant de les diffZrencier
vers diffZrents types cellulaires hZmatopoe«Ztiques rZsultats de cette expZrience nOont pas
permis de mettre en Zvideni€@expression des protZines mutantes CALR dans la condition
CdiffZrenciation mZgacarygiireE, alors que celles ZtaientdZtectable$ plus ou moins
faible niveau dans les autres conditions. Plusieurs nuances doivent cependant stre apportZes.
Cette ex@rience nOa ZtZ rZalisZe quOune seule fois et mZriterait donc dOstre confirmZe. De
plus, I0expression des ARNm nOa pas pu stre contr™I|Ze " ce jour, ne permettant pas dOexclu
un dZfaut dOinduction des transgenes par la doxycycline dans les conditianpro#Zine
mutZe nOest pas dZtectZe. NZanmoins, la trop grande consommiatioresae cellules
CD34+, de milieu et de cytokines est un frein qui ne nous a pas encoursgxsivelercette

expZrience.

Collectivement, ces rZsultats semblent indiquer qlee diffZrenciation
mZgacaryocytaire nOinflue pas sur la stabilisation des protZines mutZes CALR. Les forts
niveaux dOexpression observZs au niveau des biopsies de moelle des patients seraient donc I

rZsultat dOune plus forte expressio€AER dans les mgacaryocytes matures comme [Qont
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suggZrZ Vannucckt al (Vannucchi et al., 20143eci pourrait «tre liZ la polyplosdie de ces
cellules. Une autre possibilitZ serait une stabilisation des pretdin&Zes au cours de la
diffZrenciation mZgacaryocytaire spZcifiquement dans des condiéhslogiques. Cette
hypothesepourrait stre ZvaluZe en rZalisant le meme type dOexpZrience qedfeetieZe sur
cellules CD34, mais en partant de cellules de patients prZsentamim@lan molZculaire.
Notons que si cette thZorie sOavZrait exacte, il est peu probable quOelle soit liZe ~ une mutatior
dOEDEMS3. En effet, ~ ce jour une seule mutation dOEDEM3 a ZtZ identifiZe dans les
hZmopathies et concerne un cas deudZmie Lymphoede Chronique (COSMIC,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosjnicUne modulation dOexpression dOEDEMS3 pourrait
cependant participer ~ ce phZnomene, par exemjdelOaugmentation de IOexpression de
microARN tels que miR379 dont IOune des cibles est EDEWato et al.,2016) et dont

IOexpression est augmentZe au cours de (NBFo et al., 2014)
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CONCLUSION

Au cours de ce travail, nous avons cherchZ ~ caractZriser divers aspects associZs
aux mutations d€ALR dOun point de vue translationnel dans un premier temps, puis dOun

point de vue plus fondamental.

La caractZrisatiofine des patients elermesde charge mutationnelle nZcessite une
technique de quantification prZcise, comme |Qest la PCR digitale que nous avons @ZveloppZ
Si son intZretpour lesuivi thZrapeutique a ZtZ illustrZ dans notre publication, elle permettra
Zgalement de prZciser |OZwelte corrZlation des charges allZliqdes mutationsle CALR
avec la prZsentation clinidmologique des patients. En effet, cette question sOest
probablement heurtZe " IQutilisation de mZthodes aux performaneastisudes comme
IOanalyse de fragment.a particularitZ (ou IOabsence de particularitZ) des patients prZsentant
de faibles charges mutationnelles pourra Zgalement stre Zvauefeune plus grarde

prZcision gr¥%.ce ~ notre mZthode de quantification.

Dans unedeuxisme partie, nous avons ontrZ que [Oexpressioned variants de
CALR ne compromettit pas IOhomZostasie du REn@impacter la sensibilitZ ~ IOapoptose
induite par un stress du RE. Nous avons Zgalement mis en Zvidence que les protZines CALR
mutantesZtaient dZgra@Z par la voie ERABprotZasomeNous avons prZcisZ rifpilication
dOEDEM3lans ce phZnomene et recherchZ les effets de-gxsression etle sorextinction
sur la prolifZration cellulaire induite par les protZines CALR nsutZe surexpression
dOEDEM3 neesnble pas impacter ce paramsttdne approche dOextinctionexi@ession
dOEDEM3 avec la technologie CRISPR est actuellement en cours dOZvaluation. Le r™le direc
dOEDEM3 sur la dZgradation des variants de CALR reste cependant ~ dZmontrer. Il serait
Zgalemat intZressantiOidentifierds autresicteursde cette voie de dZgradatioih pourrait
sOagir de diffZrentes chaperonnes comme BiP,Zgalesment déoldases (notamment des
PDI connus pour interagir avec les membres de la famille EDE®uoi quOikn soit, la
dZgradation de ces protZines (indZpendamment dOEDEM3) constitue pour nous une piste

thZrapeutiqueotentielle

Enfin, dans une dernisre partie, nous avons montrZ queliffZrenciation
mZgaaryocytaireCphysiologiqueE nOa pas dOeffetablesur les niveaux de dZgradation des
mutantsde CALR Un dfet diffZrent dans des conditions pathologignegeut cependant pas
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stre excly impliquantpotentiellement une rZgulation pasirscriptionnelle des mutantsux
memes ou des facteurs participant€ut dZgradationCes diffZrents ZIZments apportent un
Zclairage nouveau et original sur le r'Mle des mutatiddaldRdans la physiopathologie des

SMP et des pistes thZrapeutiques potentielles.
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