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Etude de la calréticuline dans les syndromes myéloprolifératifs : 

de la détermination de la charge allélique aux mécanismes de 

dégradation des variants protéiques 

Des mutations dans le gène de la calréticuline (CALR), codant pour une protéine 

résidente du réticulum endoplasmique (RE), ont été découvertes récemment dans les 

syndromes myéloprolifératifs (SMP). Elles sont associées à augmentation de prolifération 

cellulaire portant spécifiquement sur la lignée mégacaryocytaire. Ceci est le résultat d’une 

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

à l’interaction des protéines mutantes CALR avec le récepteur à la thrombopoïétine. Plusieurs 

études ont montré la faible expression de ces protéines mutées dans les cellules, mais aucune 

n’a déterminé l’impact de leur expression sur l’homéostasie du RE ni les acteurs mis en jeu 

dans leur élimination. Dans ce travail, nous avons montré que l’expression des protéines 

CALR mutées ne perturbe pas sensiblement l’équilibre du RE et ne modifie pas la sensibilité 

des cellules à l’apoptose induite par un stress du RE. Nous avons ensuite démontré dans 

différents modèles, y compris des cellules engagées dans la différenciation mégacaryocytaire, 

que les faibles niveaux intracellulaires de variants protéiques CALR n’étaient pas liés à une 

sécrétion accrue dans le milieu extracellulaire ni à un défaut transcriptionnel. Cette faible 

expression est en fait la conséquence d’une dégradation mettant en jeu principalement la voie 

ERAD-protéasome. Dans ce processus, la reconnaissance de motifs glycans n’est pas 

impliquée, mais EDEM3 semble avoir un rôle majeur puisque son extinction augmente 

l’expression des formes mutées de CALR. La modulation de cette dégradation pourrait 

constituer une approche thérapeutique innovante dans les SMP. 

 

Mots clés : Calréticuline, EDEM, Syndromes Myéloprolifératifs, ERAD, Protéasome 

 

INSERM U1218 ACTION, Equipe "Oncogenèse mammaire et leucémique" 
Université de Bordeaux 

146 rue Léo Saignat, Zone Sud, Bâtiment TP, 4ème étage 
33076 Bordeaux  
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Study of calreticulin in myeloproliferative neoplasms: from allelic 

burden determination to mechanisms of variant proteins 

degradation 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

models including cells committed towards megakaryocytic differentiation that the poor 

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

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

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

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

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

degradation process could represent a therapeutic option for MPN patients. 

 

 

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

 

INSERM U1218 ACTION, Team "Mammary and Leukemic Oncogenesis " 
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AVANT-PROPOS 
 

Les syndromes myéloprolifératifs sont des hémopathies malignes caractérisées par une 

prolifération cellulaire excessive sans blocage de la maturation. Longtemps considérées 

comme des « maladies des kinases », la découverte récente des mutations du gène codant la 

calréticuline (CALR) a pointé l’implication d’un compartiment cellulaire jusque là largement 

ignoré dans l’étude de la physiopathologie de ces maladies : le réticulum endoplasmique 

(RE). S’il a maintenant été démontré que ces mutations partageaient des mécanismes 

oncogéniques similaires à ceux associés aux autres mutations initiatrices de ces pathologies, 

la présentation clinique particulière des patients portant ces mutations ainsi que les données 

de transcriptomique obtenues chez ces patients laissent présager des particularités 

physiopathologiques qui leur sont propores. 

Fort de notre expertise dans l’étude des syndromes myéloprolifératifs depuis les 

aspects translationnels jusqu’à l’étude plus fondamentale des mécanismes oncogéniques, nous 

avons souhaité apporter notre contribution à la caractérisation des mutations de CALR. La 

première pierre que nous avons souhaité apporter à l’édifice se pose sur un versant très 

appliqué à la clinique. Elle consiste en le développement d’un outil de quantification des 

charges mutationnelles (ou charges alléliques). Ce paramètre consiste à évaluer la proportion 

de copies mutées d’un gène dans un échantillon donné, permettant ainsi d’estimer la 

fréquence des cellules portant l’anomalie. En ce qui concerne la mutation JAK2V617F, la 

charge allélique a précédemment été corrélé à différents aspects de la maladie (présentation au 

diagnostic, évaluation pronostique). La détermination des charges mutationnelles constitue 

également un outil précieux pour le suivi thérapeutique des patients.  

D’autre part, nous avons souhaité aborder la problématique des mécanismes 

oncogéniques associés à ces mutations d’un point de vue original en nous appuyant sur 

l’expertise du Dr Eric Chevet, présent à Bordeaux au début de ce travail. Initialement axé sur 

la description de l’impact des mutations de CALR sur l’homéostasie du RE et la sécrétion des 

glycoprotéines, nous avons réorienter notre projet afin de déterminer les raisons des faibles 

niveaux d’expression des protéines CALR mutantes. Ces aspects encore mal définis à ce jour 

nous semblent en effet importants pour décrire précisémment les mécanismes conduisant à 

l’hyperprolifération associée à ces mutations, mais également pour envisager une approche 

thérapeutique ciblée et innovante. 
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Afin d’appréhender ces différents points, les différentes étapes importantes dans la 

maturation des glycoprotéines et les principales étapes du système de contrôle qualité des 

glycoprotéines seront exposées. Nous aborderons ensuite les conséquences de la mise en 

défaut de système conduisant à la situation dénommée stress du RE. Après de brefs notions 

sur l’hématopoïèse et la mégacaryopoïèse, les grandes notions concernant la physiopathologie 

des syndromes myéloprolifératifs seront exposées avant de nous concentrer sur les données 

actuellement disponibles sur les mutations de CALR. 
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INTRODUCTION 
  

I. Contrôle qualité des protéines sécrétées et stress du réticulum 
endoplasmique 

 

La voie de sécrétion constitue un réseau de structures membranaires impliqué dans la 

production des protéines destinées à être exportées dans le milieu extracellulaire, à la 

membrane ou vers les différents organites. C’est au niveau de ces structures qu’elles sont 

synthétisées et acquièrent leur structure fonctionnelle. La voie de sécrétion comprend 

différentes organelles, notamment le réticulum endoplasmique (RE) et l’appareil de Golgi. 

Chez les eucaryotes environ un tiers du protéome est ciblé vers la voie de sécrétion (Huh et 

al., 2003). 

Chaque protéine est définie par sa séquence en acides aminés. Cependant pour être 

biologiquement active, il lui faut acquérir une structure tridimensionnelle bien définie. 

Globalement l’acquisition de cette conformation consiste à enfouir les régions hydrophobes 

au cœur de la protéine et n’exposer que les régions hydrophiles à la surface. Ce processus de 

repliement se réalise au niveau du RE qui constitue un compartiment cellulaire spécifique 

doté de la machinerie nécessaire à cette fonction (protéines charperonnes et enzymes 

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

différentes modifications nécessaires à l’acquisition d’une conformation correcte et donc à 

leur activité biologique. Par ailleurs, du fait de la toxicité potentielle des protéines mal 

conformées, un système élaboré de contrôle qualité garantit la conformité de structure des 

protéines synthétisées dans le RE. Ainsi, si la maturation réussit, la protéine pourra être 

exportée vers sa destination finale. Si la conformation spatiale n’est pas adéquate, la protéine 

sera retenue dans le RE pour poursuivre sa maturation. Enfin, si l’acquisition de la 

conformation correcte échoue ou prend trop de temps, la protéine aberrante sera extraite du 

RE pour être dégradée par le protéasome. Ce système dénommé ERAD (Endoplasmic 

Reticulum Associated Degradation) garantit que seules les protéines fonctionnelles seront 

transportées vers leur destination finale via la voie de sécrétion. (Figure 1, Braakman and 

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

Olivari and Molinari, 2007; Słomińska-Wojewódzka and Sandvig, 2015; Xu and Ng, 2015) 
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Figure 1 Principe du système de contrôle qualité des glycoprotéines sécrétées.  

Les glycoprotéines en formation doivent acquérir une conformation spatiale adéquate pour pouvoir 
être sécrétées ou exprimées à la membrane. Tant que cette conformation n’est pas obtenue, elles sont 
retenues dans le réticulum endoplasmique afin de favoriser leur repliement correct. Si cette 
conformation ne peut être obtenue, les protéines sont exportées dans le cytosol pour être dégradées par 
le protéasome. (adapté d’après Molecular Biology of the Cell, 4th edition, Bruce Alberts, Alexander 
Johnson, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and Peter Walter, New York: Garland Science; 
2002). 
 

1. Synthèse des glycoprotéines et modifications co- et post-traductionnelles 

 

Depuis leur entrée dans le RE et jusqu’à leur export, les protéines néo-synthétisées 

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

signal, formation de ponts disulfures, ADP-ribosylation, addition d’ancres 

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

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

(Figure 2) Ces modifications peuvent également permettre de marquer leur état de maturation 

et ainsi au système de contrôle qualité de juger si elles peuvent être exportées ou si elles 

doivent être dégradées. (Braakman and Hebert, 2013) 

A. Clivage du peptide signal 

 

Les chaînes polypeptidiques naissantes entrent dans le RE par un canal formé dans la 

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

aux pores nucléaires, il s’agit d’un canal étroit nécessitant que les protéines soient totalement 
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dépliées pour pouvoir y passer. Classiquement, l’adressage des complexes ribosome-

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

(SRP) d’une séquence en position N-terminale, le peptide signal. (Walter and Blobel, 1981) 

Composé d’environ 25 acides aminés, il permet de positionner le peptide pendant la 

traduction de telle sorte que la chaîne polypeptidique est poussée dans le RE au cours de sa 

synthèse. Très rapidement, le complexe signal peptidase va cliver cette séquence, 

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

 
 

Figure 2 : Modification co- et post-traductionnelles apportées aux protéines synthétisées dans le 

réticulum endoplasmique.  

Après avoir pénétré dans le RE, les protéines néosynthétisées subissent différentes modifications 
pouvant participer à leur maturation correcte. Parmi ces transformations, on peut retenir le clivage du 
peptide signal par le complexe Signal Peptidase (SPC) et l’ajout de motifs N-glycosylés par 
l’oligosaccharide transferase (OST). Ces chaînes glucidiques constituent une marque dont l’édition 
(par des glucosidases – Gls - et mannosidases) permettra par la suite de recruter les acteurs favorisant 
leur repliement correct via leur interaction avec des lectines comme la calnexine (CNX) ou la 
calréticuline (CALR). Ces motifs glycans permettent également d’évaluer leur état de maturation. 
(Braakman and Hebert, 2013) 
 

B. N-Glycosylation 

 

La plupart des protéines traversant la voie de sécrétion est modifiée par l’ajout de 

chaînes glycosylées sur les résidus Asn appartenant à la séquence consensus Asn-Xxx-

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

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

N-glycosylation. Il se fait par le transfert en bloc d’un oligosaccharide composé de 2 N-
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acétyl-glucosamines, 9 mannoses et 3 glucoses organisés en 3 branches (A, B et C, Figure 3) 

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

L’addition de ces chaînes est réalisée par le complexe oligosaccharyl transferase 

(OST) associé au translocon et se fait le plus souvent de manière co-traductionnelle (elle 

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

autre sous-unité de OST (STT3B) est capable de réaliser ce transfert de manière post-

traductionnelle afin de rattraper les « oublis » de glycosylation, généralement pour des résidus 

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

 
 

Figure 3 : Structure du motif glycosylé transféré sur les résidus asparagine des glycoprotéines dans le 

cadre de la N-glycosylation.  

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses (la couleur 
dépendant du type de liaison comme indiqué sur le schéma) et les rectangles bleus aux N-acétyl-
glucosamines (Słomińska-Wojewódzka and Sandvig, 2015) 

 

La N-glycosylation a différents buts. Tout d’abord, elle permet d’augmenter la 

solubilité des chaînes néo-synthétisées encore non structurées. Par ailleurs, en modifiant les 

propriétés physiques des chaînes poly-peptidiques, les chaînes saccharidiques interviennent 

directement dans le repliement des protéines en améliorant la cinétique et la 

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

également masquer des régions hydrophobes, des sites de clivage ou de reconnaissance 

immunologique. Ces chaînes permettent de plus le recrutement de protéines chaperonnes et de 

facteurs de repliement (foldases), facilitant encore l’acquisition d’une conformation 

tridimensionnelle correcte. Enfin, ces chaînes glycosylées constituent une sorte de minuteur 

signalant lorsque la durée du programme de repliement a expiré et que la protéine doit être 

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

D’autres modes de glycosylation ont été décrits. Les résidus Ser et Thr des protéines 

peuvent ainsi être modifiés par l’ajout de fucose, glucose, mannose et N-acétylglucosamine. 

Ces modifications ne sont cependant pas réalisées dans le RE et ne sont pas impliquées dans 

le contrôle qualité des glycoprotéines chez les eucaryotes supérieurs, (Xu and Ng, 2015) c’est 

pourquoi nous ne les détaillerons pas ici. 

2. Repliement des protéines : acteurs, contrôle qualité et export des glycoprotéines 

 

Du fait de la très forte concentration en protéines dans le RE, les chaînes peptidiques 

naissantes sont vulnérables au mauvais repliement et à l’agrégation. Ainsi, dès leur arrivée 

dans le RE, les chaînes polypeptidiques vont disposer d’un « comité de bienvenue » formé de 

différentes chaperonnes et d’enzymes de repliement (foldases) dont l’action permettra de 

fournir un environnement protégé et privilégié à l’intérieur de la cellule afin de favoriser leur 

bonne maturation. (Helenius and Aebi, 2004) Malgré cela, la proportion de protéines 

efficacement repliées peut parfois être très faible (30%). (Braakman and Hebert, 2013)  

Les chaperonnes moléculaires sont définies comme des protéines aidant les autres 

protéines à acquérir leur conformation correcte, sans faire partie de la protéine finale. (Ellis 

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

chaperonnes classiques et les chaperonnes liant les carbohydrates ou lectines. A côté de ces 

protéines chaperonnes, l’action d’enzymes catalysant la formation des ponts disulfures ou 

l’isomérisation cis-trans des prolines est également capitale pour le bon repliement des 

protéines. (Braakman and Hebert, 2013) Le rôle de ces différents acteurs est de retenir les 

chaînes polypeptidiques en formation dans l’environnement favorable au repliement qu’est le 

RE, de protéger les régions non repliées des protéines environnantes afin d’éviter l’agrégation 

des chaînes peptidiques, et d’assister les étapes limitantes du processus de repliement. (Olivari 

and Molinari, 2007) 
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A. Les chaperonnes classiques 

 

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

reconnaissent des substrats présentant à leur surface des régions hydrophobes qui devraient 

être enfouies au cœur de la protéine, signifiant qu’il s’agit d’intermédiaires de repliement, de 

protéines mal conformées ou de sous-unités non assemblées d’un mutlimère. Elles sont 

recrutées pour assister le repliement des protéines non-glycosylées ou des domaines de 

glycoprotéines non modifiés et éviter leur agrégation. Leur liaison dépend de la liaison de 

nucléotides-adénine et de l’action de co-facteurs spécifiques. (Braakman and Hebert, 2013; 

Lamriben et al., 2016) 

a. Immunoglobulin Binding Protein - BiP 

 

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

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

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

nucléotides (Nucleotide Binding Domain, NBD), l’autre pour lier les substrats (Substrate 

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

motifs hydrophobes exposés à leur surface. Le SBD se présente sous forme d’un sillon dont 

l’accès est contrôlé par un « couvercle ». La liaison de BiP à l’ATP ouvre ce couvercle tandis 

que l’hydrolyse de l’ATP en ADP le referme sur le substrat, protégeant ce dernier d’un 

repliement trop précoce ou d’une agrégation. Différents cofacteurs régulent le cycle de liaison 

de BiP à ses substrats. Chez les mammifères, BAP et GRP170 concourent à l’échange ADP-

ATP. (Chung et al., 2002; Weitzmann et al., 2006) Au contraire, l’hydrolyse de l’ATP par 

BiP est accélérée par les membres de la famille HSP40 ou protéines du RE à domaine J 

(ERdj). Chez les mammifères, 7 protéines à domaine-J sont décrites (ERdj 1 à 7) assistant 

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

positionnement de BiP à ce niveau pour assurer la maturation précoce des chaînes 

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

incomplètement conformées suggérant leur rôle dans le processus de repliement des protéines. 

ERdj4 et ERdj5 se lient aux protéines mal conformées et participent à l’accélération de leur 

dégradation. Le rôle de ERdj7 reste mal connu. (Otero et al., 2010) On considère que BiP est 

un régulateur majeur de l’homéostasie protéique du réticulum, se liant aux intermédiaires de 

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

b. Glucose related Protein of 94 kDa - GRP94 

 

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

les nucléotides adénylés par son domaine N-terminal. Comme BiP, la liaison de ces 

nucléotides conditionne l’ouverture ou la fermeture de la protéine chaperonne. Un motif 

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

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

clients de GRP94 ont été identifiés. Il n’a pas été identifié de co-chaperonne. (Braakman and 

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

vers la dégradation par l’ERAD. (Christianson et al., 2008) 

B. Les chaperonnes liant les motifs glycosylés 

 

Rapidement après leur liaison, les motifs N-glycosylés sont édités dans le RE pour être 

« reconstruits » ultérieurement dans l’appareil de Golgi. La composition de ce motif glycosylé 

est une sorte de marque reflétant le statut et l’âge de la protéine à laquelle il est attaché. Ce 

« glyco-code » est centré sur un système de lectine-chaperonnes : la calnexine et la 

calréticuline, spécifiques des motifs mono-glucosylés.  

a. Malectine 

 

Quasiment dès leur transfert sur les chaînes polypeptidiques, les chaînes N-

glycosylées se voient amputées du 1er glucose de leur branche A par la glucosidase I (glucose 

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

spécifique d’une lectine présente dans le RE : la malectine. (Schallus et al., 2008) Le motif di-

glucosylé étant présent à des étapes précoces, cela suggère une intervention de la malectine 

dans les premières étapes de la maturation des glycoprotéines. Cependant, il a été démontré 

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

mécanisme de distinction entre protéines en cours de repliement effectif et protéines 

aberrantes à ces stades très précoces. (Chen et al., 2011; Galli et al., 2011) 
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b. Le cycle calnexine/calréticuline 
 

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

plus tardivement, mais peut survenir avant même que la chaîne peptidique ne soit finie de 

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

Glc1Man9NAcGlc2 ainsi formé est essentiel pour l’entrée des glycoprotéines dans le système 

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

La calnexine, protéine transmembranaire et la calréticuline, son homologue soluble, 

partagent une même structure générale. Elles sont constituées de 3 domaines (Figure 4) : 

- un domaine N globulaire présentant un site unique de liaison aux motifs glycosylés, 

avec une spécificité pour les chaînes mono-glucosylées. (Hebert et al., 1995; Peterson 

et al., 1995) Cette association se fait avec une faible affinité, et donc de manière 

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

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

ces deux facteurs module l’interaction des lectines avec leurs substrats. 

- un domaine central riche en prolines. Celui-ci créé un bras qui s’étend au-dessus de la 

chaperonne. Ce domaine permet une interaction avec l’oxydoréductase ERp57, de la 

superfamille PDI (Protein Disulfide Isomerase) ainsi qu’avec la cyclophiline B (voir 

plus loin). Dans le cas de la calréticuline, une liaison au calcium de faible capacité, 

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

Michalak et al., 2009; Williams, 2006) 

- un domaine C qui diffère entre les deux protéines, mais qui pour toutes les deux porte 

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

un domaine transmembranaire et une courte queue cytoplasmique. Cette partie 

cytosolique porte un motif di-Arg ainsi que des résidus phosphorylables participant à 

la rétention dans le RE. (Chevet et al., 2010) Dans le cas de la calréticuline, le 

domaine C porte un motif KDEL de rétention dans le RE, ainsi qu’une série de résidus 

acides permettant une liaison de faible affinité mais avec une forte capacité pour le 

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

rigide suite à 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 considère 

que toutes les glycoprotéines se lient à l’une et/ou l’autre de ces chaperonnes. Malgré de 

nombreuses similarités, il existe des différences dans le spectre des clients se liant à la 

calnexine et la calréticuline. (Molinari et al., 2004) Ces lectines seraient également capables 

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

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

 

 

Figure 4 : Représentation schématique des structures linéaire et tridimensionnelle de la calréticuline et 

de la calnexine.  

Les structures linéaire (haut) et tridimensionnelle (bas) de la calréticuline (gauche) et de la calnexine 
(droite) démontrent une organisation comparable des deux protéines. Celles-ci sont constituées de trois 
domaines (N, P et C) chacun impliqué dans une ou plusieurs fonction(s) de la protéine (chaperonne, 
liaison du calcium). (Michalak et al., 2009) 
 

Comme évoqué précédemment, la calnexine et la calréticuline ont un rôle central dans 

le contrôle qualité des glycoprotéines. Elles favorisent le repliement des glycoprotéines de 

différentes manières :  

- elles stabilisent les évènements survenant dans le repliement ou ralentissent le 

processus de repliement de manière domaine-spécifique permettant ainsi de diriger le 

processus en contrôlant l’accessibilité des régions à structurer (Daniels et al., 2003; 
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Hebert et al., 1996, 1997). 

- elles préviennent l’agrégation et la dégradation des intermédiaires de repliement 

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

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

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

rétention des intermédiaires ou protéines mal conformées dans le RE prévient 

également l’export de protéines non fonctionnelles. 

- elles facilitent la formation de ponts disulfures grâce à leur association avec 

l’oxydoréductase ERp57 (Oliver et al., 1997; Zapun et al., 1998). 

- elles favorisent l’isomérisation de prolines par une interaction avec la Peptidyl-Prolyl 

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

D’autres fonctions leur ont également été attribuées. Notamment, la capacité de la 

calréticuline à lier de manière importante le calcium en fait un tampon calcique capital. Elle 

participe donc à la constitution d’une réserve de cet élément dans la RE et régule ainsi la 

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

La calréticuline intervient de plus dans divers processus, parmi lesquels l’immunité 

anti-cancéreuse : son expression à la surface des cellules constitue en effet un signal 

favorisant leur phagocytose. Son implication dans l’adhésion cellulaire, la réparation des 

tissus entre autres est également démontrée. (Bedard et al., 2005; Michalak et al., 2009) 

Immédiatement après sa libération de la calnexine/calréticuline, la chaîne N-

glycosylée verra son dernier glucose (glucose l sur la Figure 3) supprimé par l’action de la 

glucosidase II. La disparition de ce glucose a pour effet de supprimer la possibilité d’une ré-

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

l’UDP-glucose:glycoprotein glucosyltransferase (UGT1 ou UGGT). Si sa conformation est 

correcte, le substrat sera ignoré et pourra être exporté vers sa destination finale. Si le client est 

reconnu comme trop mal conformé (de manière irrémédiable), il sera dévié vers la machinerie 

de dégradation pour être éliminé. Si toutefois le degré de mauvaise conformation est 

considéré comme modéré, l’UGT1 pourra re-glucosyler le mannose de la branche A du 

substrat qui pourra alors se lier de nouveau à la calnexine et/ou la calréticuline pour essayer 
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une fois de plus de se replier correctement. (Caramelo et al., 2003, 2004; Pearse et al., 2008; 

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

Si certaines protéines peuvent atteindre leur conformation native dès la première 

liaison à la calnexine/calréticuline (Soldà et al., 2007), d’autres doivent s’y associer et s’en 

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

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

primordial dans le système de contrôle qualité du RE, décidant si les glycoprotéines peuvent 

être exportées, ou si elles doivent y rester pour parfaire leur maturation. Pour cela, elle 

dispose d’un domaine  « senseur de repliement » au niveau N-terminal reconnaissant les 

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

C. Les enzymes participant au repliement : les foldases 

 

Pour assister les chaperonnes dans la maturation des protéines, le réticulum dispose 

d’enzymes dont les activités favorisent l’acquisition d’une conformation correcte à leurs 

substrats. Deux principales classes d’enzymes peuvent être retenues : les oxydoréductases et 

les Peptidyl Prolyl-isomerases. 

a. Oxydoréductases 

 

Plus de 20 oxydoréductases ont été identifiées, différant par leur potentiel redox, leur 

spécificité de substrats et leur profil d’expression dans les tissus. Protein Disulphide 

Isomerase (PDI) est la première oxydoréductase du RE découverte, mais également la plus 

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

l’isomérisation ou la réduction des ponts disulfures. Elle présente une spécificité de substrats 

très large (voire une absence de spécificité). Par ailleurs, elle présente la particularité de 

pouvoir se lier directement aux protéines par son domaine b’. (Braakman and Hebert, 2013; 

Ellgaard and Ruddock, 2005) Par ailleurs, l’entrée d’une glycoprotéine dans le cycle 

calnexine/calréticuline lui permet de recruter une oxydoréductase dédiée à son repliement : 

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

capable de se lier à des protéines via son domaine b’, mais utilise cette propriété pour 

s’associer avec la calnexine et la calréticuline. (Frickel et al., 2002; Oliver et al., 1999)  

Au cours de leur maturation, les cystéines d’une chaîne polypeptidique en formation 
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sont oxydées par les oxydoréductases pour former des ponts disulfures intramoléculaires. Ces 

ponts sont capitaux pour assurer la stabilité de la structure des protéines. En fait, il est 

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

stabilisent les intermédiaires qui sont « sur la bonne voie », empêchant tout retour en arrière, 

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

Hebert, 2013)  

b. Peptidyl Prolyl Isomerases 

 

La grande majorité des protéines comportent des résidus proline qui lorsqu’ils sont 

ajoutés sont dans une conformation trans. Ces résidus peuvent être transformés pour acquérir 

une conformation cis, réaction catalysée par les Peptidyl Prolyl Isomerases ou PPIase. Il s’agit 

d’un processus lent, constituant une étape limitant le repliement des protéines. Deux familles 

de PPIase sont distinguées : les cyclophilines et les protéines FK-binding protein (FKBP). 

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

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

D. L’export des glycoprotéines correctement conformées 

 

En plus des chaperonnes participant à la maturation des glycoprotéines dans le RE, 

d’autres lectines sont impliquées dans la liaison des glycoprotéines une fois que celles-ci ont 

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

ERGIC53 (Endoplasmic Reticulum Golgi Intermediate Compartment) est une protéine 

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

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

s’ils sont encore glucosylés), dans la mesure où leur contenu en mannose est suffisant. Elle ne 

reconnaît donc pas les chaînes Man5-6GlcNAc2 associées aux substrats destinés à être 

dégradés (voir plus loin, Kamiya et al., 2008). Cette spécificité exclut donc les protéines 

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

mutations d’ERGIC53 sont associées à un défaut de sécrétion de protéines, comme cela a été 

démontré pour les déficits combinés en facteurs V et VIII de la coagulation. (Nichols et al., 

1998) 

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

Yamaguchi et al., 2007)  

Les différentes étapes suivies par une glycoprotéine au sein de la voie de sécrétion 

sont résumées au niveau de la Figure 5. Celles-ci correspondent au cas où aucun échec n’est 

observé. Cependant, l’efficacité de maturation des glycoprotéines n’est pas absolue, et il peut 

arriver qu’une glycoprotéine n’arrive pas à atteindre sa conformation native. Afin de ne pas 

perturber les fonctions cellulaires, celle-ci doit alors être éliminée. 

 

Figure 5 : Représentation schématique du devenir des glycoprotéines dans le RE depuis leur synthèse 

jusqu’à leur export ou leur dégradation.  

Rapidement après leur entrée dans le RE, le peptide signal des protéines néo-synthétisées est clivé et 
des chaînes saccharidiques leur sont ajoutées. Ces chaînes N-glycosylées sont ensuite éditées par les 
glucosidases I et II. Les chaînes monoglucosylées qui en résultent constituent un motif permettant 
l’entrée dans le cycle calnexine/calréticuline, indispensable à l’acquisition d’une conformation spatiale 
correcte. Une fois convenablement repliée, la glycoprotéine peut être exportée. Cependant si celle-ci 
échoue à se replier correctement, elle sera orientée vers une dégradation par le système ERAD 
(Lamriben et al., 2016) 
 

3. ERAD 

 

Lorsqu’une protéine échoue à acquérir sa conformation fonctionnelle ou à 

s’oligomériser correctement, il est impératif qu’elle ne soit pas exportée vers sa destination 
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sous peine d’exercer des effets toxiques. Un système dédié permet ainsi de séquestrer ces 

protéines aberrantes dans le RE et de modifier les motifs glycosylés qu’elles portent afin de 

stopper les tentatives futiles de repliement et d’orienter ces substrats vers le protéasome. On 

parle d’ERAD : Endoplasmic Reticulum Associated Degradation. (Helenius and Aebi, 2004; 

Olivari and Molinari, 2007) 

A. ERAD des glycoprotéines 

 

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

 

• Mannosidases du RE 

 

La reconnaissance des protéines comme mal conformées est délicate puisqu’il est 

nécessaire de les distinguer des intermédiaires de repliement qui présentent des 

caractéristiques similaires (exposition de régions hydrophobes par exemple), mais qui eux ne 

doivent pas être dégradés. Cette distinction semble basée sur le temps passé par la 

glycoprotéine dans le RE, la dégradation commençant typiquement après un délai de 30-90 

minutes suivi d’une dégradation exponentielle. (Mancini et al., 2003; Molinari et al., 2003)  

Les données montrant que la suppression des mannoses des chaînes glycosylées liés en 

α1,2 était requise pour l’évacuation des glycoprotéines du RE ont été publiées avant même 

qu’il ait été démontré que la dégradation était ensuite assurée par le protéasome. (Olivari and 

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

inhibent cette coupure des mannoses et ainsi s’opposent à la dégradation de la plupart si ce 

n’est de tous les substrats glycosylés. Ces composés ciblent les membres de la famille 

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

I (ERManI), et du Golgi : α1,2 mannosidase IA, IB et IC, ainsi que les 3 membres de la 

famille EDEM (Endoplasmic Reticulum degradation Enhancing Mannosidase-like). L’effet 

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

famille comme des acteurs importants de l’ERAD.  

Contrairement aux levures, le déclenchement de la dégradation d’une glycoprotéine 

chez les mammifères ne nécessite pas seulement la coupure du mannose terminal de la 

branche B (mannose i dans la Figure 3). Il requiert également une démannosylation extensive 
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des motifs glycans, exposant les mannoses liés en α1,6. (d et J sur la Figure 3, Avezov et al., 

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

chaînes qui en résultent (Man5GlcNAc2 ou Man6GlcNAc2) ne présentent plus le mannose 

terminal de la branche A (g sur la Figure 3) et ne peuvent donc plus être re-glucosylées par 

UGT1. L’activité de ces enzymes est faible, expliquant que le clivage ne survienne qu’après 

un délai pouvant excéder une heure dans les cellules de mammifères. Cette action lente 

constitue donc une sorte de minuteur. Le clivage des mannoses nécessite un certain délai et 

seules les protéines retenues dans le RE suffisamment longtemps se verront amputées de leurs 

mannoses, épargnant ainsi les protéines nouvellement synthétisées. Le délai dépend des 

protéines, notamment du nombre et de la position des motifs glycosylés, mais aussi d’autres 

facteurs. (Helenius and Aebi, 2004) 

o ER α 1,2 mannosidase I (ERManI) 

 

ERManI est une protéine transmembranaire de type II résidente du RE, considérée 

depuis longtemps comme le minuteur initiant la dégradation des protéines aberrantes. (Figure 

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

Herscovics, 1999) Pour jouer efficacement ce rôle, son niveau d’expression basal est faible 

assurant que le clivage des mannoses des motifs glycosylés est dépendant du temps passé 

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

 
 

Figure 6 : Représentation schématique de la structure linéaire des membres de la famille Gycosyl 

Hydrolase 47. 

Les différents membres partagent le domaine mannosidase homology. ERManI et les mannosidases du 
Golgi disposent d’un domaine transmembranaire (TM). Le peptide signal d’EDEM1 peut ne pas être 
coupé, à l’origine d’une protéine pouvant être transmembranaire ou soluble. Par rapport aux autres 
membres, EDEM3 dispose d’un domaine Protease Associated (PA) de fonction inconnue. (Olivari and 
Molinari, 2007) 
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On a longtemps considéré qu’ERManI ne clivait que le mannose terminal de la 

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

récentes ont montré que dans des conditions d’hyper-expression (ou hyper-concentration), 

cette mannosidase pouvait être impliquée dans une coupure plus extensive des mannoses des 

chaînes glycosylées. (Avezov et al., 2008; Benyair et al., 2015a) Compte tenu que son 

expression n’est pas induite pas un stress du RE, ceci pourrait être obtenu au niveau de 

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

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

o Protéines de la famille EDEM 

 

Une autre explication au clivage extensif des mannoses des chaînes glycosylées des 

substrats de l’ERAD est l’implication d’autres protéines appartenant à la famille Endoplasmic 

Reticulum Degradation Enhancing Mannosidase-like ou EDEM. 

EDEM1 a été identifiée chez la souris comme une cible induite par un stress du RE. 

(Hosokawa et al., 2001) Quelques années après, deux autres membres de la famille ont été 

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

L’alignement des protéines EDEM entre elles et avec les autres membres de la famille 

GH47 révèle une conservation d’environ 440 acides aminés correspondant au domaine 

homologue aux mannosidases. En dehors de ce domaine, il existe peu d’homologie entre les 

différentes protéines. (Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005)  

Initialement décrite comme protéine transmembranaire de type II dans la lignée COS 

(Hosokawa et al., 2001), EDEM1 a été décrite dans des études ultérieures comme soluble. 

(Figure 6, Olivari et al., 2005) Ces discordances résultent d’une faible efficacité du clivage du 

peptide signal à l’origine de la génération de deux protéines de topologie différente. (Tamura 

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

Mast et al., 2005; Olivari et al., 2005) EDEM3 diffère des autres membres par la présence 

d’un domaine associé aux protéases dont la fonction reste inconnue, ainsi que par la présence 

d’un motif de rétention dans le réticulum endoplasmique KDEL. EDEM1 et EDEM2 ne 

présentent aucune séquence de rétention dans le RE, suggérant que leur rétention dans ce 

compartiment passe par une interaction avec d’autres protéines résidentes. (Kanehara et al., 

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

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

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

Ces protéines ont été impliquées dans la dégradation de différents substrats de 

l’ERAD, leur sur-expression accélérant la disparition des protéines aberrantes, leur extinction 

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

Différentes études ont suggéré que ces protéines accéléraient la libération des substrats 

du cycle calnexine/calréticuline-ERp57 en vue de leur élimination de la lumière du RE. 

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

Si tous les membres de la famille GH47 conservent les résidus nécessaires à l’activité 

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

Słomińska-Wojewódzka and Sandvig, 2015), les études initiales sur EDEM1 et EDEM2 ont 

échoué à identifier une activité mannosidase. (Hosokawa et al., 2001; Mast et al., 2005; 

Olivari et al., 2005) Il semblerait cependant que la sur-expression d’EDEM1 soit associée à la 

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

Olivari et al., 2006) L’activité catalytique d’EDEM3 a quant à elle été suggérée dès sa 

découverte. (Hirao et al., 2006) L’hypothèse selon laquelle EDEM1 et EDEM3 portent 

effectivement une activité catalytique concorde avec le fait que la mutation des résidus 

nécessaires à l’activité mannosidase prévient le clivage des mannoses de leurs substrats. 

(Cormier et al., 2009; Hosokawa et al., 2010; Olivari et al., 2006) Plus controversée, l’activité 

catalytique d’EDEM2 a récemment été pointée par des expériences de KO dans des lignées 

eucaryotes. (Ninagawa et al., 2014) Cette étude suggère une double vérification des substrats 

de l’ERAD dans les cellules de mammifères. EDEM2 serait le principal acteur responsable du 

clivage du mannose i de la branche B (avec un rôle prépondérant sur celui de ERManI) tandis 

qu’EDEM3 (et dans un moindre mesure EDEM1) participerait à la transformation des chaînes 

mannosylées conduisant aux motifs Man7GlcNAc2 (Figure 7). Cette démannosylation 

extensive exercée par les membres de la famille EDEM fournit ainsi différents signaux. Elle 

permet d’extraire définitivement les substrats du cycle calnexine/calréticuline, la suppression 

des mannoses empêchant UGT1 de reglucosyler ses cibles potentielles. Par ailleurs, 

l’exposition des mannoses liés en α1,6 oriente les glycoprotéines vers les acteurs en aval dans 

la voie de l’ERAD. Cette démmanosylation prévient également la liaison à ERGIC53 et 

s’oppose à l’export des protéines aberrantes. Néanmoins des études démontrant clairement 
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l’activité mannosidase des EDEM sur des protéines purifiées manquent encore. 

 

 
 

Figure 7 : Représentation schématique du clivage des mannoses des chaînes glycosylées intervenant 

dans l’initiation de l’ERAD.  

Selon le modèle proposé par Ninagawa et al, le clivage du 1er mannose de la branche B est 
principalement médié par EDEM2 chez les mammifères. Le clivage plus extensif des mannoses est 
ensuite principalement réalisé par EDEM3 et dans une moindre mesure EDEM1. Sur le schéma, les 
ronds bleus représentent les glucoses, les ronds verts les mannoses et les carrés bleus foncés les N-
acétylglucosamines. (Ninagawa et al., 2014) 
 

L’activité catalytique de ces protéines ne semble pas toujours indispensable pour 

exercer leurs fonctions dans l’ERAD. Par exemple, il a été démontré qu’EDEM1 s’oppose à 

la formation d’agrégats par les substrats libérés du cycle calnexine, sans que cette activité 

dépende de la démannosylation du substrat. (Hosokawa et al., 2006; Olivari et al., 2006; Ron 

et al., 2011) De plus, la liaison au substrat d’EDEM1 et EDEM2 peut être indépendante des 

motifs glycosylés, et donc non connectée avec l’activité catalytique des EDEMs. (Cormier et 

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

et al., 2006; Sokołowska et al., 2015; Tang et al., 2014b) La mutation de résidus du site 

mannosidase d’EDEM1 n’inhibe pas l’accélération de dégradation de ses substrats. (Cormier 

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

simples chaperonnes. Leur rôle serait alors de reconnaître les protéines mal conformées pour 

les transmettre à des effecteurs en aval de la voie de l’ERAD. (Cormier et al., 2009; Oda et 

al., 2006; Saeed et al., 2011; Tang et al., 2014b) L’activité mannosidase serait alors portée par 

un autre facteur, par exemple ERManI dont l‘expression est stabilisée par EDEM1. (Termine 

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

(mannosidase et chaperonnes) mais dans des conditions différentes : la 1ère en conditions 

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

 

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

branche A a également été considérée. (Hebert and Molinari, 2007) Ceci nécessiterait soit le 

transport de ces enzymes dans le RE, soit le transfert des substrats de l’ERAD dans le Golgi. 

Cette dernière hypothèse concorderait avec les observations d’un trafic subi par les substrats 

de l’ERAD à travers les compartiments golgiens. (Caldwell et al., 2001; Hammond and 

Helenius, 1994; Kincaid and Cooper, 2007) L’implication des mannosidases golgiennes a 

également été démontrée pour des mutants de l’α1-antitrypsine. (Hosokawa et al., 2007) Mais 

le rôle de l’appareil de Golgi dans l’ERAD peut également être relié à ERManI. En effet, cette 

mannosidase a pu être localisée dans le Golgi où elle subit des O-glycosylations. Il a été 

suggéré que le marquage des substrats pour l’interaction avec ERManI pouvait se dérouler 

dans le Golgi. ERManI participerait à un système multifonctionnel facilitant le rapatriement 

des substrats de l’ERAD vers le RE. (Pan et al., 2011, 2013) 

 

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

fournit des information quant à la maturation de la protéine (cycle calnexine), tandis que les 

branches B et C sont utilisées pour orienter le substrat vers l’ERAD (mannosidases et lectines 

de l’ERAD). Le clivage du glucose terminal de la branche A expose le 2ème glucose qui 

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

l’accès au 3ème glucose qui lui est indispensable à l’entrée dans le cycle 

calnexine/calréticuline. D’un autre côté, le clivage du mannose terminal de la branche B 

permet l’exposition de la structure mannosylée ramifiée servant à initier l’ERAD. (Helenius 

and Aebi, 2004) Les différentes étapes de l’édition des motifs N-glycosylés sont résumées 

dans la Figure 8. 
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Figure 8 : Représentation schématique des modifications des motifs N-glycosylés.  

Les triangles gris correspondent aux glucoses, les ronds verts et oranges aux mannoses et les 
rectangles bleus aux N-acétyl-glucosamines. Les glucoses sont successivement clivés par les 
glucosidase I et II, permettant l’association successive aux lectines du RE (malectine puis calnexine et 
calréticuline). La coupure des mannoses par les membres de la famille GH47 permet d’initier l’export 
des protéines qui ont acquis une conformation correcte, ou la dégradation des protéines qui échouent à 
se replier correctement. (Słomińska-Wojewódzka and Sandvig, 2015) 
 

b. Les lectines OS-9 et XTP3-B 

 

L’exposition de résidus mannoses « internes » permet le recrutement de lectines dont 

la fonction est de délivrer les substrats à la machinerie de rétro-translocation. Dans les cellules 

de mammifères, il s’agit de OS-9 (Osteosarcoma amplified-9) et XTP3-B. (Groisman et al., 

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

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

de la branche C (liés en α1,6) ont été clivés (mannose j, e et c sur la Figure 3). Le clivage du 

mannose g (sur la branche A de la Figure 3), n’est pas requis pour que OS-9 puisse se lier à 

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

reconnaître les protéines qui ont été reconnues comme aberrantes suite à leur passage dans le 

cycle calnexine/calréticuline. Leur rôle semble se limiter à celui d’intermédiaires dans la voie 

de l’ERAD : elle captent les substrats amenés par les mannosidases pour les transmettre à la 

machinerie de rétro-translocation afin de les extraire du RE, et plus particulièrement à 

l’adaptateur membranaire SEL1L. (Bernasconi et al., 2008; Christianson et al., 2008; 

Hosokawa et al., 2008, 2009) 

 



 42 

c. La machinerie de rétro-translocation 

 

Une fois identifiés, les substrats de l’ERAD sont dirigés vers une machinerie assurant 

leur rétro-translocation (ou dislocation, c’est-à-dire leur passage du RE vers le cytosol). Ce 

transfert est couplé à leur ubiquitination leur permettant, une fois dans le cytosol, d’être la 

cible du protéasome. L’ensemble de ces processus est réalisé par des complexes 

multiprotéiques centrés sur une ubiquitine-ligase. (Hampton and Sommer, 2012) 

Les substrats acheminés par OS-9 et XTP3-B doivent dans un premier temps être 

transférés vers le complexe de rétro-translocation. Ceci est assuré par un adaptateur 

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

localisée dans la lumière du RE comporte des domaines présentant des répétitions de 

tétraicopeptides (TPR, répétitions de séquences de 34 acides aminés) permettant 

l’établissement d’interactions protéines-protéines. Ainsi, SEL1L interagit avec les autres 

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

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

Mueller et al., 2008). 

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

formation d’un canal dont les constituants restent discutés. Les différents membres du 

complexe de rétro-translocation pourraient en fait participer à sa formation. Notamment, les 

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

Ye et al., 2004) de par leur capacité à s’homo- et/ou s’hétéro-oligomériser pourraient ainsi 

participer à la formation d’un large canal permettant la dislocation des substrats de l’ERAD. 

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

dans le RE) pourrait également intervenir dans l’extraction de certains substrats de l’ERAD 

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

dans une configuration permettant son passage par le pore (c’est-à-dire suffisamment déplié). 

Un rôle de ERdj5 dans ce processus a été suggéré, en participant à la réduction des ponts 

disulfures. (Ushioda et al., 2008) 

Au cours de l’extraction des protéines aberrantes, celles-ci vont être ubiquitinées. 

Cette réaction peut être assurée par différentes ubiquitine-ligases dont la plus étudiée chez les 

mammifères est HRD1. (Kikkert et al., 2004) La liaison covalente d’ubiquitine sur les résidus 

de la protéine cible lui permettra d’être « prise en charge » par le protéasome afin d’être 
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dégradée. Cette marque participe également à sa reconnaissance par l’AAA+ ATPase p97 (ou 

Valosine Containing Protein, VCP). L’hydrolyse de l’ATP réalisée par p97 permet ainsi de 

fournir l’énergie nécessaire pour extraire le substrat du RE au travers du canal membranaire. 

(Ye et al., 2003) 

Parmi les autres acteurs impliqués dans ces structures multiprotéiques, nous 

retiendrons également les protéines Herp, dont l’une des fonctions pourrait être d’assurer le 

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

2014; Leitman et al., 2014) Une représentation de la complexité de ces structures 

mutliprotéiques impliquées dans la rétro-translocation est présentée sur la Figure 9. 

Une fois dans le cytosol, les protéines aberrantes seront dé-glycosylées par une N-

glycanase (Zhao et al., 2007) avant d’être adressées au protéasome. Celui-ci va alors assurer 

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

 

 
 

Figure 9 : Structure et composition du complexe de rétro-translocation impliqué dans la dégradation 

des protéines luminales du RE.  

La dislocation des substrats de l’ERAD met en jeu des complexes protéiques assemblés autour d’une 
ubiquitine ligase, la plus étudiée chez les mammifères étant HRD1. Les protéines indiquées en noir 
correspondent aux membres du complexe identifiés chez la levure et celles en bleu désignent les 
orthologues identifiés chez les mammifères. (Mehnert et al., 2010) 
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B. L’ERAD des protéines non-glycosylées 

 

Les mécanismes impliqués dans la dégradation des protéines, précédemment exposés, 

sont basés sur la liaison et l’édition des motifs glycosylés qu’elles portent. Aussi important 

que soit le motif glycosylé dans ce processus, il a été clairement démontré que l’interaction 

des différents acteurs de l’ERAD pouvait être indépendante de ce motif poly-saccharidique. 

Par exemple, les différents membres de la famille EDEM peuvent se lier à leurs substrats 

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

Marin et al., 2012; Ron et al., 2011) Même les protéines décrites comme des lectines « pures » 

peuvent être impliquées directement dans la reconnaissance de domaines protéiques mal 

conformés. (Hosokawa et al., 2009; Yamaguchi et al., 2010) La capacité d’EDEM1, EDEM2, 

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

autre preuve que la reconnaissance des protéines comme anormales ne passe pas entièrement 

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

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

chaperonnes, cette reconnaissance passe par l’identification de régions hydrophobes 

anormalement exposées. (Sokołowska et al., 2015) Notons cependant que la liaison aux 

substrats non glycosylés n’est pas forcément associée à leur dégradation. (Tang et al., 2014b) 

De même, l’implication dans la dégradation d’une glycoprotéine n’est pas obligatoirement 

associée au même rôle pour la protéine non glycosylée. (Hirao et al., 2006; Hosokawa et al., 

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

Bien qu’impliquant de nombreux acteurs en commun avec « l’ERAD classique », le 

système d’ERAD des protéines non glycosylées n’est cependant pas parfaitement 

superposable. Par exemple, Herp est important pour la dégradation des chaînes légères kappa. 

Or ces substrats non glycosylés sont pris en charge par BiP plutôt que par le système classique 

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

Un rôle accessoire de ce système a initialement été suggéré. Selon cette hypothèse 

l’ERAD « non glycosylé » n’aurait que peu d’importance à l’état basal. Par contre, lorsque 

des protéines aberrantes s’accumulent dans le RE, il renforcerait le nettoyage de ce 

compartiment assuré par l’ERAD des glycoprotéines, afin d’en rétablir l’homéostasie. 

(Ushioda et al., 2013) Cependant, des études plus récentes semblent indiquer une participation 

active de ce système dans la dégradation des substrats même dans des conditions basales. 
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(Ninagawa et al., 2015) 

4. Compartimentalisation du réticulum endoplasmique  

 

Bien que le RE constitue un organite unique et continu, il peut être divisé en 

différentes régions. On peut tout d’abord distinguer le RE granuleux périnucléaire « décoré » 

par les ribosomes et le RE lisse dépourvu de ribosomes, mais s’étendant plus largement dans 

les cellules. Ce RE lisse peut lui même être subdivisé en différentes régions fonctionnelles 

(Figure 10). On peut ainsi distinguer l’Endoplasmic Reticulum Quality control Compartment 

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

ou ERES (Figure 10). 

Les protéines sont synthétisées au niveau du RE granuleux où les acteurs précoces 

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

favorisent dès les premières étapes un environnement favorable à un repliement correct et 

défavorable à l’agrégation. (Braakman and Hebert, 2013) Les complexes 

calnexine/calréticuline-glycoprotéines clientes ainsi formés circulent ensuite en direction de 

l’ERQC afin de séparer les protéines non- ou incorrectement conformées des protéines 

naissantes. Les lectines chaperonnes permettent donc également de véhiculer leurs clients vers 

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

Les protéines aberrantes vont ensuite circuler entre l’ERQC et les QCV pour entrer en 

contact avec ERManI où elle est constitutionnellement séquestrée. Au niveau de ces 

vésicules, les concentrations en enzymes peuvent être bien supérieures à celles retrouvées 

dans le reste du RE, conditions permettant à ERManI de cliver de manière extensive les 

mannoses des chaînes glycosylées. (Avezov et al., 2008; Benyair et al., 2015a) Les substrats 

qui résultent de cette activité sont ensuite piégés au niveau de l’ERQC par OS-9 et XTP3-B 

afin de permettre leur rétro-translocation et leur dégradation. (Groisman et al., 2011; Leitman 

et al., 2014)  

Les protéines correctement conformées vont quant à elles être épargnées de ce clivage 

des mannoses et s’accumuler au niveau des ERES. Là, elles pourront se lier à ERGIC53 avant 

d’être exportées. La spécificité de cette lectine pour les chaînes ayant un contenu en mannose 

« élevé » exclut les substrats de l’ERAD des sites ERES. (Kamiya et al., 2008)  

Cette compartimentalisation permet donc aux substrats de tenter d’acquérir leur 
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conformation correcte sans qu’il y ait de clivage des mannoses de manière concomitante. Ceci 

participe probablement également à la lenteur de clivage des mannoses précédemment 

évoquée et permettant de constituer un minuteur orientant les protéines vers la dégradation en 

cas de contact prolongé avec les lectines. 

En cas d’inhibition de la dégradation des protéines aberrantes ou de la saturation de la 

machinerie de l’ERAD, les protéines mal conformées s’accumulent dans le RE, définissant un 

stress du RE. Celles-ci sont alors séquestrées au niveau de l’ERQC, conjointement avec la 

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

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

favoriser un contact privilégié entre les mannosidases et leurs substrats afin d’accélérer 

l’édition des motifs glycosylés et la délivrance à la machinerie de dégradation. 

A cela s’ajoute une compartimentalisation temporelle, les différents complexes de 

l’ERAD s’associant de manière transitoire, lorsque leur action est nécessaire. (Benyair et al., 

2015a) 

 
 

Figure 10 : Représentation schématique de la sous-compartimentalisation du RE.  

Les protéines sont synthétisées au niveau du RE granuleux (RER) avant d’être transférées dans le RE 
lisse. Si elles acquièrent une conformation correcte, elles gagnent les sites de sortie du RE (ERES) 
pour être exportées vers leur destination via le Golgi. Les protéines anormales transitent entre le 
compartiment de contrôle qualité (ERQC) et les vésicules de contrôle qualité (QCV) pour subir la 
coupure des mannoses de leurs chaînes glycosylées, étape indispensable pour les orienter vers la 
dégradation par le protéasome. (Benyair et al., 2015a) 
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5. Une alternative à la voie ERAD-protéasome, l’autophagie 
 

Si les protéines aberrantes du RE sont principalement dégradées dans le cytosol par la 

voie ubiquitine-protéasome, d’autres voies de dégradation ont été également été impliquées 

pour ces substrats, notamment l’autophagie.  

A. Généralités sur l’autophagie 

 

L’autophagie est un processus de dégradation de protéines, de macromolécules et/ou 

d’organelles destiné à recycler des constituants cellulaires. Ce phénomène est très conservé 

chez les eucaryotes et impliqué dans la survie cellulaire, ainsi que dans différentes situations 

pathologiques. Chez les mammifères, on distingue 3 type d’autophagie : l’autophagie médiée 

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

macro-autophagie. Le point commun de ces différents modes de dégradation est l’acteur 

final : les substrats capturés sont tous acheminés vers le lysosome où les différentes enzymes 

vont dégrader les macromolécules afin d’en recycler les constituants. (Parzych and Klionsky, 

2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005) 

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

par une déformation/invagination de la membrane lysosomale. Les mécanismes en restent 

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

L’autophagie médiée par les chaperonnes est le type d’autophagie le plus ciblé. Décrit 

uniquement chez les mammifères, elle nécessite la reconnaissance des motifs 

pentapeptidiques KFERQ par la chaperonne HSPA8 (motif présent sur 30% des protéines 

cytosoliques environ). (Dice, 1990) Les protéines cibles sont ensuite dépliées et transférées à 

un récepteur membranaire lysosomal, la protéine LAMP2A (lysosomal associated membran 

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

permettra à la protéine cible d’être transférée dans le lysosome pour y être dégradée 

(Orenstein and Cuervo, 2010) 

La macro-autophagie diffère des deux autres sur deux points. Elle se réalise par la 

capture de ses cibles à l’intérieur d’une vésicule appelée autophagosome constituée de novo et 

non à partir d’une membrane préexistante. Par ailleurs, cette capture se réalise à distance du 

lysosome. La première étape (la nucléation) consiste à générer un système membranaire 
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d’abord dénommé phagophore. (Parzych and Klionsky, 2014; Yorimitsu and Klionsky, 2005) 

Celui-ci doit ensuite être amplifié afin de cerner complètement la cible de l’autophagie : on 

parle d’élongation. L’acteur le plus étudié dans cette étape est le LC3, qui subit lors de 

l’autophagie une conversion de la forme LC3-I (non conjuguée) en LC3-II, forme conjuguée 

avec la phosphatidylethanolamine. L’étude par western-blot des différentes formes de LC3 

constitue un marqueur d’activation de l’autophagie. Une fois l’élongation terminée, le 

phagophore aura suffisamment grandi pour englober complètement sa cible, devenant un 

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

un autolysosome à l’intérieur duquel les macromolécules seront dégradées, et leurs 

constituants recyclés pour de nouvelles synthèses ou pour fournir de l’énergie. (Parzych and 

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

B. Rôle de l’autophagie dans le contrôle qualité des protéines sécrétées 

 

Une première preuve de l’implication de l’autophagie dans le contrôle qualité de la 

voie de sécrétion vient de l’étude de souris déficientes en facteurs de l’autophagie qui 

présentaient des pathologies neurologiques et hépatiques liées à l’accumulation de protéines 

ubiquitinées. (Komatsu et al., 2006) L’implication de l’autophagie a ensuite été clairement 

démontrée pour un modèle de protéine soluble aberrante : le mutant Z de l’α1-anti-trypsine. 

(Kamimoto et al., 2006; Kruse et al., 2006) Ce rôle de l’autophagie a par la suite été confirmé 

pour d’autres modèles de protéines comme le procollagène, la dysferline ou le GnRHR, entre 

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

L’implication de l’autophagie dans le contrôle qualité des glycoprotéines de la voie de 

sécrétion semble ainsi constituer une voie de secours, lorsque le système ERAD-protéasome 

est dépassé. Un premier point allant dans ce sens est que certains des substrats étudiés sont 

généralement dégradés à la fois par le protéasome et par l’autophagie. (Kamimoto et al., 

2006; Kruse et al., 2006) Par ailleurs, il s’agit d’une voie de dégradation préférentiellement 

mise en place lorsque les protéines anormales ont tendance à s’agréger ou présenteraient des 

difficultés pour être disloquées. En effet, les protéines suffisamment mal conformées sont 

également suffisamment peu repliées pour pouvoir être disloquées facilement et dégradées par 

le protéasome. Par contre, des protéines anormales ayant déjà acquis une certaine structure 

peuvent constituer de mauvais substrats de l’ERAD, plus difficiles à rétro-transloquer. Dans 

ces conditions, les protéines aberrantes ne peuvent être éliminées par les voies classiques de 
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l’ERAD. Du fait de leur caractère potentiellement toxique, la cellule met en jeu un système de 

protection afin d’éliminer ces anomalies en digérant de façon relativement ciblée les régions 

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

2006) 

6. Le stress du réticulum endoplasmique 
 

A. Stress du RE et Unfolded Protein Response 

 

L’homéostasie du réticulum est perturbée lorsque l’influx de polypeptides naissants 

non repliés excède les capacités de repliement de ce compartiment cellulaire. Ceci conduit à 

l’accumulation de protéines mal conformées, situation appelée stress du RE. Cette situation 

peut être observée lors de la sur-expression de protéines normales, ou en cas d’expression de 

protéines mutantes à la maturation déficiente. Dans ce dernier cas, on parle de maladie 

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

différenciation des lymphocytes B en plasmocytes s’accompagnent d’une intense 

augmentation de l’activité de sécrétion de telle sorte que l’influx de protéines dans le RE créé 

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

Dans ces conditions, une réponse adaptative dénommée Unfolded Protein Response ou 

UPR est mise en place afin de rétablir l’homéostasie du réticulum. Le flux entrant est limité 

en diminuant globalement la traduction des ARNm codant des protéines secrétées. 

L’élimination des protéines mal conformées est également stimulée en augmentant 

l’expression des acteurs de l’ERAD. Par ailleurs, la capacité de maturation de la voie de 

sécrétion est augmentée via une expansion du volume du RE (permettant de diluer les 

protéines aberrantes) associée à une augmentation d’expression des chaperonnes et foldases. 

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

a. Les voies de signalisation de l’UPR 

 

Chez les mammifères, l’UPR se subdivise en 3 voies en fonction du senseur initiant la 

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

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

(Schröder and Kaufman, 2005) 



 50 

• Inositol Requiring kinase 1 (IRE1) 

 

IRE1 est une protéine transmembranaire de type 1 portant un domaine de dimérisation 

du côté luminal. (Liu et al., 2002) Sa partie cytosolique porte par ailleurs des domaines à 

activité kinase et endoribonucléase. (Figure 11)  

En conditions basales IRE1 est trouvée sous forme monomérique. Lors d’un stress du 

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

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

conformation conduisant à l’activation de sa fonction endoribonucléase dédiée à l’épissage de 

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

n’utilise ni la machinerie classique d’épissage, ni les séquences habituelles de reconnaissance 

des jonctions introns-exons. (Schröder and Kaufman, 2005) L’étude de l’épissage de XBP1 

constitue un marqueur de stress du RE communément utilisé. L’excision des 26 nucléotides 

aboutit à un décalage du cadre de lecture responsable de la génération d’une « nouvelle » 

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

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

 

 
Figure 11 : Représentation schématique de la structure linéaire des trois senseurs de l’UPR : IRE1, 

PERK et ATF6. 

Les barres jaunes indiquent les domaines suffisants pour assurer la transduction du signal ou 
l’oligomérisation. Les barres bleues représetent les régions impliquées dans l’interaction avec BiP. Les 
régions en noir correspondent aux peptides signaux et celles en vert aux régions d’homologie entre 
IRE1 et PERK. bZIP : basic leucin zipper ; GLS1 et GLS2 : Golgi localization sequences 1 et 2; 
TAD : Transcriptional Activation Domain; TM : domaine transmembranaire (Schröder and Kaufman, 
2005) 
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Figure 12 : Signalisation initiée par IRE1.  

En cas de stress du RE, IRE1 s’oligomérise, permettant ainsi une trans-autophosphorylation de sa 
partie cytosolique et activant par là même sa fonction endoribonucléase. Cette activité s’exprime 
envers XBP1 (chez les mammifères) dont l’épissage non conventionnel conduit à la génération d’un 
facteur de transcription régulant l’expression de différents gènes impliqués dans l’ERAD ou la 
biogénèse du RE. IRE1 est également impliquée dans la génération d’un signal pro-apoptotique via 
son association avec TRAF2. Enfin, IRE1 est impliquée dans la dégradation d’ARNm afin de 
reprogrammer la synthèse protéique en cas de stress du RE. (Ron and Walter, 2007) 

 

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

(PERK) 

 

Comme IRE1, PERK est une protéine transmembranaire de type 1 présentant un 

domaine d’oligomérisation au niveau luminal. (Figure 11) A l’état physiologique, PERK est 

également maintenue dans un état monomérique inactif. En cas de stress du RE, sa 

dimérisation permet une trans-autophosphorylation. L’activité kinase de PERK s’exerce 

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

al., 2016) La phosphorylation d’eIF2α permet de diminuer globalement la traduction dans les 

cellules (Harding et al., 1999), mais également d’activer la traduction des ARNm codant pour 

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

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

activation et à l’expression de ses gènes cibles participant à la régulation de la balance redox. 

(Cullinan et al., 2003) D’autres substrats de PERK ont récemment été mis en évidence, 

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

Si la diminution de traduction globale est nécessaire lors d’un stress du RE, il est 

également capital qu’elle ne dure pas trop longtemps. Différentes phosphatases veillent ainsi à 

ce qu’eIF2α soit déphosphorylée lorsque l’accumulation de protéines mal conformées perdure 

trop longtemps. Notamment, l’activité de la Protein Phosphatase 1 (PP1) est régulée par 

GADD34 dont l’expression est induite tardivement par ATF4. Il existe donc une boucle de 

rétro-contrôle négatif qui permet d’éviter la persistance d’une extinction de traduction 

potentiellement délétère. (Brush et al., 2003; Ma and Hendershot, 2004a) 

 

 

Figure 13 : Voie de signalisation activée par PERK.  

Lors d’un stress du RE, PERK s’oligomérise avant de se trans-autophosphoryler. Son activité kinase 
s’exerce ensuite sur deux substrats : eIF2α et Nrf2. La phosphorylation du premier est associée à une 
diminution de la traduction globale, avec cependant une activation de la traduction d’ATF4, facteur de 
transcription activant l’expression de différents gènes cibles dont certains sont indiqués sur le schéma. 
(Ron and Walter, 2007) 
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• ATF6 

 

ATF6 est une protéine transmembranaire de type 2 résidente du RE. (Figure 11, Chen 

et al., 2002; Shen et al., 2002) Lors d’un stress du réticulum, elle est exportée en direction du 

Golgi où une sérine protéase (Site 1 Protease ou S1P) clive son domaine luminal, tandis que 

la métalloprotéase S2P (Site 2 Protease) en coupe la partie N-terminale directement à 

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

permet la libération du domaine cytosolique appelé ATF6f (f pour fragment) qui est un 

facteur de transcription de type « basic leucin zipper ». (Figure 14) Après translocation dans 

le noyau, l’activation de différents gènes cibles peut être ainsi stimulée.  

 

 

Figure 14 : Signalisation associée à ATF6.  

En cas de stress du RE, ATF6 est exportée du RE vers le Golgi où des protéases libèrent le fragment 
cytoplasmique portant une activité facteur de transcription responsable de l’activation de l’expression 
des gènes cibles de cette voie. (Ron and Walter, 2007) 
 

L’activation des trois voies de l’UPR est en partie dépendante de BiP. Dans des 

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

maintenir dans un état inactif. Lors d’un stress du RE, BiP se liant aux régions hydrophobes 

des protéines aberrantes, les domaines de dimérisation de IRE1 et PERK sont démasqués. Ces 

facteurs vont alors pouvoir se dimériser et s’auto-transphosphoryler. La titration de BiP 

d’ATF6 démasque un site permettant son export en direction de l’appareil de Golgi où le 

facteur sera activé. (Bertolotti et al., 2000; Shen et al., 2002) La détection de protéines mal 

conformées par ces senseurs du RE pourrait également se faire via une liaison directe avec les 

substrats aberrants, au niveau du sillon constitué au sein des dimères d’IRE1 et de PERK. 

(Ron and Walter, 2007) 
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Bien que l’activation des trois branches de l’UPR soit observée au cours d’un stress du 

RE, leur cinétique de signalisation est variable, permettant d’adapter la réponse de la cellule à 

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

signaux générés, une régulation fine est médiée par des interactions protéine-protéine (au 

moins pour IRE1) conduisant à la formation de complexes dénommés UPRosomes qui 

contrôlent l’amplitude et la temporalité de la signalisation. (Woehlbier and Hetz, 2011) 

b. Conséquences de l’activation de l’UPR 

 

L’UPR étant une réponse adaptative à une situation d’accumulation de protéines mal 

conformées dans le RE, la signalisation déclenchée par les trois senseurs a pour but la mise en 

place de différents mécanismes afin de rétablir l’homéostasie de ce compartiment cellulaire. 

• Réduction du flux entrant de protéines dans le RE 

 

L’une des réponses précoces a pour finalité de réduire le flux de protéines entrant dans 

le RE afin de limiter la charge de protéines à maturer. Pour ce faire, le premier mécanisme 

identifié est la phosphorylation d’eIF2α qui permet de diminuer globalement la traduction 

dans les cellules. (Harding et al., 1999) Plus récemment, un système de contrôle qualité 

préemptif des protéines a été découvert. Celui-ci consiste en une sélection des protéines 

transloquées dans le RE en fonction de la séquence de leur peptide signal. Dans des 

conditions de stress du RE, ce système permet de bloquer l’entrée de protéines dans la voie de 

sécrétion, et de les rediriger dans le cytosol, les condamnant ainsi à une dégradation. Au 

contraire, la traduction de protéines importantes pour l’UPR comme BiP est favorisée. (Kang 

et al., 2006) La charge protéique du RE peut par ailleurs être allégée par un système de 

dégradation co-traductionnel dépendant d’ERdj6. Ce processus permet d’intercepter les 

protéines au cours de leur synthèse pour les diriger vers le protéasome. (Oyadomari et al., 

2006) Au cours d’un stress du RE, un détachement massif des ribosomes de la membrane du 

RE peut également être observé, bloquant la synthèse de nouvelles protéines. (Reid et al., 

2014) Enfin, IRE1 est également capable de dégrader les ARNm codant pour des ARNr 

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

l’afflux de protéines à ce niveau. On parle d’activité RIDD pour Regulated IRE-1-Dependant 

Decay of mRNA. 
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• Augmentation des capacités chaperonnes et dégradation des protéines anormales 

 

Dans un 2ème temps, l’activation des trois voies de l’UPR conduit les cellules à 

stimuler l’expression de gènes codant des protéines chaperonnes, des foldases ou des 

protéines impliquées dans la voie de sécrétion. (Lee et al., 2002; Okada et al., 2002; Ron and 

Walter, 2007; Schröder and Kaufman, 2005) Ceci a pour but, d’optimiser la maturation des 

protéines mal conformées et de réduire ainsi la charge de protéines à replier dans le RE. 

Parallèlement, la dégradation des protéines mal conformées va être favorisée par une 

induction de gènes codant des facteurs de l’ERAD. (Yoshida et al., 2003) Comme déjà 

évoqué précédemment, l’expression de protéines telles qu’EDEM1/2/3, UGT1, Herp, HRD1 

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

Hendershot, 2004b; Olivari et al., 2005) Parallèlement, l’expression de beaucoup des facteurs 

de l’autophagie est également stimulée par l’UPR. Ces facteurs importants pour la survie 

cellulaire au cours d’un stress du RE permettent en effet de participer à l’élimination des 

agrégats protéiques constituant de mauvais substrats pour l’ERAD. (Bernales et al., 2006; 

Yorimitsu et al., 2006) 

Les gènes codant des facteurs participant à d’autres voies métaboliques importantes 

pour l’homéostasie du RE (métabolisme des acides aminés, état d’oxydoréduction de la 

cellule) sont également la cible de l’UPR. (Cullinan and Diehl, 2004; Cullinan et al., 2003; 

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

Un autre aspect de la réduction de la charge en protéine mal conformée est l’expansion 

du réticulum observée en réponse à un stress du RE. L’expression forcée de XBP1s induit la 

synthèse de phosphatidylcholine (le phospholipide majoritaire des membranes cellulaires) et 

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

2004; Sriburi et al., 2004) 

Notons, qu’afin de permettre l’expression de ces gènes cibles de l’UPR, il est 

nécessaire pour la cellule de déphosphoryler eIF2α via l’activité de GADD34 afin de ré-

initier la synthèse protéique. Il existe ainsi une reprogrammation du RE avec synthèse de 

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

Walter, 2007) 
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• En cas d’échec, une seule issue possible : la mort par apoptose 

 

Malgré les mécanismes mis en place, les cellules peuvent échouer à rétablir 

l’homéostasie au niveau du RE. Il est alors nécessaire d’éliminer ces cellules afin de limiter 

l’impact négatif qu’elles pourraient avoir. Cette « UPR terminale » passe par l’induction 

d’une apoptose. 

Le facteur de l’UPR dont l’activité pro-apoptotique est la plus étudiée est CHOP 

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

réprimer l’expression du facteur anti-apoptotique BCL-2 (McCullough et al., 2001), mais 

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

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

2007; Tabas and Ron, 2011; Yamaguchi and Wang, 2004) D’autres mécanismes ont 

également été évoqués, notamment la libération de calcium du RE ou la stimulation d’un 

stress oxydatif. (Tabas and Ron, 2011) 

CHOP n’est cependant pas le seul facteur impliqué dans la mort induite par un stress 

du RE. Ainsi, la déphosphorylation de eIF2α en ré-induisant la synthèse protéique peut être à 

l’origine d’un stress protéotoxique et oxydant pouvant mener à la mort cellulaire. (Han et al., 

2013; Marciniak et al., 2004) L’activité RIDD d’IRE1 peut également participer à l’induction 

de l’apoptose en dégradant les ARNm de certaines cibles de l’UPR comme BiP ou des 

microARN impliqués dans la régulation de l’expression de gènes pro-inflammatoires ou pro-

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

TRAF2 peut favoriser l’activation de JNK, un facteur associé à la mort cellulaire. (Urano et 

al., 2000) Au final, la plupart des signaux pro-apoptotiques émis lors de l’UPR conduisent à 

l’activation de la voie canonique mitochondriale de l’apoptose, avec notamment la libération 

de cytochrome c permettant l’activation de caspases effectrices comme la caspase 3. (Figure 

15) 

Les mécanismes d’aiguillage entre tentative d’augmentation des capacités chaperonnes 

du RE et mort cellulaire restent encore incomplètement compris. Cependant, la durée variable 

d’activation des différentes voies de l’UPR pourrait jouer un rôle dans le déclenchement de 

l’apoptose. La persistance de l’activation de PERK associée à une extinction de la voie IRE1-

XBP1 conduit à l’expression des facteurs pro-apoptotiques et une atténuation de l’effet pro-

survie exercé par XBP1s (forme épissée de XBP1). (Lin et al., 2007) Lorsque les facteurs pro-
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apoptotiques sont exprimés au-dessus d’un certain seuil, la mort cellulaire peut-être initiée. 

Ces facteurs joueraient ainsi un rôle de minuteur, déclenchant l’apoptose uniquement lorsque 

le stress du RE est suffisamment prolongé, et donc considéré comme irrémédiable (Hetz et al., 

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

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

effet, c’est cette propriété qui est mise à profit par les traitements utilisant les inhibiteurs du 

protéasome tels que le Bortezomib utilisé dans le traitement des myélomes. L’inhibition de 

l’appareil de dégradation des protéines entraîne une accumulation irrémédiable de protéines 

anormales à l’origine de l’apoptose des cellules, préférentiellement celles présentant une 

sécrétion très active comme c’est le cas des plasmocytes. (Obeng et al., 2006) 

 
Figure 15 : Mécanismes déclanchant la mort cellulaire au cours d’un stress du RE. 

La signalisation associée à PERK et IRE1 peut conduire à l’activation de l’apoptose par différentes 
voies. ATF4, activée en aval de PERK, présente comme cible CHOP elle même activant l’expression 
de différents gènes pro-apoptotiques et inhibant l’expression de gènes anti-apoptotiques. IRE1 est 
capable d’interagir avec TRAF2 pour conduire à l’activation de JNK. L’activité RIDD d’IRE1 peut 
également participer au déclenchement de la mort cellulaire. (Hetz et al., 2015) 
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B. Stress du RE, cancers et hémopathies 

 

L’UPR est impliquée dans diverses pathologies telles que les maladies 

neurodégénératives, le diabète, l’athérosclérose, les maladies métaboliques et inflammatoires 

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

Le rôle de l’UPR dans les tumeurs est également bien établi. Différentes causes 

peuvent expliquer l’activation de cette réponse au cours des cancers :  

- l’expression d’oncogènes est associée à une augmentation de la synthèse protéique 

dépassant les capacités chaperonnes du RE et conduisant à l’accumulation de 

protéines mal conformées.  

- des mutations peuvent être associées à un défaut de maturation de la protéine 

oncogénique elle-même qui est donc alors directement responsable du stress du RE. 

- certaines tumeurs sont associées à une forte sécrétion protéique (comme les myélomes 

par exemple) 

- les cellules cancéreuses, du fait d’un défaut de vascularisation, peuvent se retrouver 

dans un environnement hypoxique et pauvre en nutriments, conditions favorables au 

développement d’un stress du RE. 

L’activation de l’UPR ou une sur-expression de ses cibles (et notamment les protéines 

chaperonnes) est ainsi identifiée dans la plupart des tumeurs solides, corrélant parfois avec 

leur agressivité. Les voies de signalisation ainsi activées peuvent participer aux différentes  

étapes du développement d’une tumeur, de la transformation jusqu’à la formation de 

métastases. Pour ce faire, l’UPR est associée à une reprogrammation transcriptionnelle 

favorisant la transformation, l’angiogenèse ou la formation de métastases. Le moyen le plus 

évident est une augmentation des capacités de synthèse et de repliement protéique permettant 

d’éviter aux cellules cancéreuses d’entrer en apoptose suite à un stress du RE trop intense. 

Mais des effets moins évidents sont également impliqués. Par exemple, il a été mis en 

évidence une reprogrammation métabolique destinée à optimiser les apports en glucose 

(notamment en augmentant l’expression du transporteur Glut1). (Manié et al., 2014) 

L’induction de l’autophagie par l’UPR peut également favoriser la survie des cellules 
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tumorales. La promotion d’une néo-angiogenèse, d’une dormance tumorale ou l’induction 

d’un état inflammatoire est également impliquée dans l’association de l’UPR avec le cancer. 

Enfin, l’UPR a été associée à une instabilité génétique et une chimiorésistance des cellules 

malignes. (Chevet et al., 2015; Wang and Kaufman, 2014) Cependant, les conséquences de 

l’activation des différentes voies peuvent dépendre du type de cancer, du statut prolifératif et 

du microenvironnement. (Luo and Lee, 2012) 

L’implication de l’UPR dans les hémopathies malignes, bien que moins documentée 

que dans les tumeurs solides, est maintenant reconnue.  

L’importance de XBP1 dans la différenciation plasmocytaire est connue depuis 

longtemps. (Calfon et al., 2002) Son implication dans le développement des myélomes a 

également été largement démontrée, notamment dans un modèle murin de sur-expression de 

XBP1s. (Carrasco et al., 2007) Une activation de l’UPR dans les autres hémopathies 

lymphoïdes est également démontrée, que ce soit dans les lymphomes ou la Leucémie 

Lymphoïde Chronique, avec dans ce dernier cas une association avec l’agressivité de la 

maladie. (Krysov et al., 2014; Maestre et al., 2009; Tang et al., 2014a) 

Au cours de leucémies aiguës myéloïdes (LAM), une activation de l’UPR peut être 

observée chez 16-17% des patients. Une participation à la physiopathologie de ces maladies a 

été suggérée via l’inhibition de la traduction de C/EBPα. (Haefliger et al., 2011; Schardt et 

al., 2010) Mimant en quelque sorte une mutation bi-allélique de ce facteur de transcription 

cette inhibition de C/EBPα pourrait expliquer le bon pronostic associé à l’activation de l’UPR 

dans les LAM. (Schardt et al., 2009) Dans les leucémies aiguës promyélocytaires, la protéine 

de fusion PML-RARα interagit avec N-CoR. Cette interaction conduit à la rétention de N-

CoR dans le RE du fait de son agrégation ainsi qu’à une activation d’ATF6. Une dégradation 

de N-CoR est ainsi déclenchée, s’opposant à la répression transcriptionnelle assurée par ce 

facteur important pour la différenciation myéloïde. Forcer la différenciation myéloïde en 

traitant les cellules par de l’acide tout-trans rétinoïque (ATRA) permet de réduire la formation 

d’agrégats par N-CoR et de lever le stress du RE observé dans ce modèle. Au contraire 

l’induction d’un stress du RE par la tunicamycine réduit la différenciation cellulaire induite 

par l’ATRA. (Khan et al., 2004) 

Le rôle de XBP1 et de BiP dans les Leucémies Aiguës Lymphoblastiques (LAL) 

semble également important, leur inhibition étant associée à une augmentation de la mort 
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cellulaire. Par ailleurs, un haut niveau d’expression de XBP1 est associé à un pronostic 

défavorable dans les LAL-B. (Kharabi Masouleh et al., 2014) 

Les données associant l’UPR aux Syndromes Myéloprolifératifs (SMP) sont plus 

limitées. BCR-ABL1, la protéine de fusion responsable de la Leucémie Myéloïde Chronique 

(LMC), est capable d’induire un stress du RE. (Tanimura et al., 2009) Cette étude a par 

ailleurs mis en évidence que l’inhibition d’ATF6 ou de IRE1 favorise la mort cellulaire 

induite par l’étoposide et l’imatinib. L’implication d’ATF6 dans la protection des cellules 

contre l’apoptose induite par l’imatinib a récemment été confirmée. (Higa et al., 2014) Il 

semblerait qu’une activation de la voie PERK soit également impliquée dans cette maladie, 

particulièrement dans les phases d’accélération ou blastique. (Kusio-Kobialka et al., 2012) Par 

contre, aucune donnée n’est disponible à ce jour sur le rôle de l’UPR dans les SMP non-LMC. 

Quelle que soit l’hémopathie considérée, l’UPR semble constituer une cible 

thérapeutique intéressante, l’inhibition de ses acteurs pouvant déclencher une apoptose à elle 

seule ou en association avec des drogues déjà utilisées en pratique clinique. (Higa et al., 2014; 

Kharabi Masouleh et al., 2014; Kusio-Kobialka et al., 2012; Mimura et al., 2012; Papandreou 

et al., 2011; Rosati et al., 2010; Sun et al., 2016; Tang et al., 2014a; Tanimura et al., 2009; 

Uckun et al., 2011)  
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II. Les syndromes myéloprolifératifs 
 

1. Hématopoïèse, mégacaryopoïèse 
 

A. Généralités sur l’hématopoïèse 

 

La production des cellules sanguines, ou hématopoïèse, est un processus finement 

régulé permettant d’assurer la génération des différentes lignées en continu et de façon 

adaptée aux besoins de l’organisme. Chaque jour plus de 100 milliards de cellules sanguines 

sont ainsi produites. Chez l’adulte, ce processus prend place au niveau de la moelle osseuse 

où sont retrouvées les cellules souches hématopoïétiques. Principalement quiescentes, ces 

cellules sont par ailleurs capables d’auto-renouvellement afin de conserver un stock suffisant 

tout au long de la vie et éviter leur épuisement. Sous l’influence de différents stimuli, ces 

cellules pourront se différencier vers l’ensemble des lignées hématopoïétiques (elles sont 

multipotentes) en passant par des stades de progéniteurs puis de précurseurs avant de générer 

des cellules matures qui rejoindront la circulation sanguine. 

Différentes lignées sanguines sont distinguées. Une première dichotomie consiste à 

séparer les cellules lymphoïdes (donnant les lymphocytes) des cellules myéloïdes. Ces 

dernières se subdivisent ultérieurement en polynucléaires (ou granulocytes), monocytes, 

hématies (ou globules rouges) et plaquettes. Chacune de ces populations assure des fonctions 

différentes. Schématiquement, les lymphocytes participent à l’immunité (innée et adaptative), 

les polynucléaires et monocytes à l’immunité innée, tandis que les hématies transportent 

l’oxygène aux tissus et les plaquettes assurent un rôle dans l’hémostase. 

Les besoins de l’organisme étant variables dans le temps, une adaptation de la 

production des cellules sanguines « en temps réel » est nécessaire et fait intervenir de 

multiples acteurs. Un premier type de régulateur peut être identifié comme le 

microenvironnement médullaire. La « niche hématopoïétique » constitue un milieu 

pourvoyeur de signaux favorisant la quiescence et l’auto-renouvellement des cellules souches 

hématopoïétiques. (Boulais and Frenette, 2015) Différents types cellulaires participent à cette 

niche : ostéoblastes, ostéoclastes, cellules périvasculaires (cellules CAR, CXCL12-abundant 

reticular), cellules endothéliales, cellules nerveuses du système sympathique, cellules de 
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Schwann. Elles apportent aux cellules hématopoïétiques des facteurs régulant le maintien des 

cellules souches dans la moelle, ainsi que leur différenciation tels que CXCL12, TGF-β, 

angiopoïetine, noradrénaline, … D’autres paramètres se surajoutent, notamment les protéines 

de la matrice extracellulaire ou la faible concentration en oxygène qui est associée à une 

quiescence des cellules souches. (Boulais and Frenette, 2015) Le rôle des cytokines dans le 

contrôle de l’hématopoïèse est également capital et connu depuis très longtemps. Ces 

glycoprotéines (sécrétées par le microenvironnement, les cellules hématopoïétiques ou par des 

organes à distance tels que les reins ou le foie) agissent au niveau de récepteurs membranaires 

et régulent le devenir des cellules hématopoïétiques afin de maintenir leur quiescence, 

favoriser leur auto-renouvellement, leur différenciation, leur prolifération ou empêcher la 

mort cellulaire. Leur action peut être dirigée sur plusieurs lignées ou restreinte à une voie de 

différenciation ou à une population plus ou moins mature. (Robb, 2007) 

B. Mégacaryopoïèse 

 

La mégacaryopoïèse correspond aux phénomènes permettant la production des 

plaquettes. Ces cellules anucléées de 1-3 μm de diamètre sont impliquées dans l’hémostase, 

mais aussi la régénération des tissus, l’angiogenèse, l’inflammation, l’immunité innée. Les 

mégacaryocytes, les cellules médullaires qui leur donnent naissance, sont les cellules les plus 

grosses et les plus rares de la moelle osseuse. Deux phénomènes uniques sont mis en jeu dans 

la mégacaryopoïèse. Au cours d’un processus d’endomitose, les cellules deviennent 

polyploïdes. Ce phénomène unique résulte d’une réplication d’ADN sans division cellulaire 

aboutissant à la formation de cellules pouvant présenter jusqu’à 128n chromosomes. Après 

une phase de maturation durant laquelle des membranes de démarcation et différents types de 

granulations sont mises en place, les mégacaryocytes émettent des expansions cytoplasmiques 

appelées pro-plaquettes. Ces structures projetées à travers la paroi des sinusoïdes médullaires 

sont alors fragmentées dans le flux sanguin libérant des « portions » cytoplasmiques contenant 

les organelles et granules correspondant aux plaquettes. (Machlus and Italiano, 2013) 

La thrombopoïétine (TPO) est le principal facteur de croissance régulant la 

mégacaryopoïèse. (Kaushansky, 1998) Elle est sécrétée principalement par le foie, et dans une 

moindre mesure par les reins et dans la moelle osseuse. Son taux circulant est régulé par la 

masse de plaquettes et de mégacaryocytes qui la captent et assurent sa destruction, créant ainsi 

une boucle de régulation. (Kaushansky, 2005) Sa sécrétion hépatique est également régulée 
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par un récepteur stimulé par les plaquettes âgées désialylées. (Grozovsky et al., 2015) La 

thrombopoïétine affecte tous les aspects de la mégacaryopoïèse, depuis l’expansion et l’auto-

renouvellement des cellules souches hématopoïétiques jusqu’à la formation des pro-

plaquettes. (Kaushansky, 2005)  

Le récepteur de la TPO, c-MPL, a été identifié dans les années 90. (Vigon et al., 1992) 

Il appartient à la famille des récepteurs aux facteurs de croissance hématopoïétiques de type I. 

Exprimé principalement au niveau des cellules souches, des mégacaryocytes (ainsi que leurs 

progéniteurs) et des plaquettes, il est dépourvu d’activité enzymatique propre. A la suite de la 

liaison de son ligand, il déclenche toutefois une cascade de signalisation impliquant les 

tyrosine kinases qui lui sont associées, principalement JAK2. A l’état basal, le récepteur est 

sous forme homodimérique avec une conformation maintenant les domaines cytosoliques 

éloignés. La liaison de la TPO à son récepteur entraîne un changement de conformation 

rapprochant ces domaines l’un de l’autre, et par là-même les tyrosine kinases JAK2. Ainsi 

rapprochées, celles-ci vont s’auto-transphosphoryler avant de phosphoryler MPL lui-même et 

les acteurs de la signalisation en aval : principalement STAT5, PI3K et MAPK. (Vainchenker 

et al., 2011) L’intensité de la signalisation semble mettre en jeu ces différentes voies de 

signalisation de manière distincte, et ainsi jouer sur les divers aspects de la différenciation 

mégacaryocytaire : alors qu’une signalisation faible favorise la prolifération cellulaire, une 

signalisation forte bloque la prolifération pour engager la différenciation cellulaire via la voie 

des MAPK. (Besancenot et al., 2014) 

2. Les Syndromes Myéloprolifératifs 
 

A. Présentation clinico-biologique : 

 

Le terme « syndromes myéloprolifératifs » (SMP) introduit par William Dameshek 

(Dameshek, 1951) rassemble au sein d’un même groupe plusieurs hémopathies partageant 

certaines similarités cliniques et biologiques. Les principaux (et plus fréquents) SMP sont la 

Leucémie Myéloïde Chronique (LMC), la Polyglobulie de Vaquez (PV), la Thrombocytémie 

Essentielle (TE) et la Myélofibrose Primitive (MFP). La classification de l’OMS a ensuite 

rattaché à ce groupe d’hémopathies les Leucémies Chroniques à Neutrophiles (LCN), les 

Syndromes Hyperéosinophiliques (SHE) et les SMP inclassables. (Arber et al., 2016)  
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Schématiquement, les SMP sont divisés en 2 groupes. D’un côté la LMC caractérisée 

par la présence du chromosome Philadelphie (Nowell and Hungerford, 1960) résultant de la 

translocation t(9;22)(q34;q11). (Rowley, 1973) De l’autre côté, les SMP dit « Philadelphie-

négatifs » (SMP-Ph négatifs) qui, par opposition à la LMC, ne présentent pas le transcrit de 

fusion BCR-ABL1 (équivalent moléculaire de la translocation t(9;22)) et dont les formes dites 

« typiques » rassemblent la PV, la TE et la MFP. 

Les SMP sont la conséquence d’anomalies des cellules souches hématopoïétiques à 

l’origine d’une hypersensibilité ou d’une indépendance vis-à-vis de la régulation exercée par 

les cytokines. (Campbell and Green, 2006; Delhommeau et al., 2006) Ils sont caractérisés par 

une prolifération cellulaire excessive avec une maturation cellulaire conservée responsable 

d’une augmentation du taux de cellules matures. La MFP déroge quelque peu à cette règle 

puisqu’il existe dans cette maladie des anomalies de maturation des mégacaryocytes. Cette 

myéloprolifération implique les trois lignées myéloïdes mais prédomine sur l’une (ou deux) 

d’entre elles : la lignée granuleuse pour la LMC, la lignée érythroïde pour la PV, la lignée 

mégacaryocytaire pour la TE et les lignées mégacaryocytaire et granulocytaire pour la MFP. 

(Tefferi et al., 2009a) Il ne s’y associe pas de dysmyélopoïèse, ce qui distingue les SMP des 

Syndromes Myélodysplasiques (SMD) et des syndromes « frontières » SMP/SMD tels que les 

Leucémies Myélomonocytaires Chroniques (LMMC), les Leucémies Myélomonocytaires 

Juvéniles (LMMJ) ou les LMC atypiques. (Arber et al., 2016) 

a. Leucémie Myéloïde Chronique 

 

La LMC est caractérisée par une prolifération cellulaire intéressant majoritairement les 

lignées granuleuses. Classiquement les patients présentent une hyperleucocytose massive 

(médiane > 100 G/L) liée à une polynucléose neutrophile associée à une myélémie, une 

éosinophilie, une basophilie. (Savage et al., 1997; Swerdlow et al., 2008) Une thrombocytose 

modeste est généralement observée (médiane 430 G/L). Cependant 11% des patients 

présentent une thrombocytose > 1000 G/L. Une splénomégalie est détectée dans 75% des cas. 

Le plus souvent asymptomatique au diagnostic, des symptômes tels que des manifestations 

hémorragiques, des pertes de poids, sueurs ou symptômes liés à la splénomégalie peuvent 

parfois être observés. (Savage et al., 1997) En l’absence de traitement, l’évolution se fait vers 

une transformation en Leucémie Aiguë (LA) avec décès dans les 5 ans. (Swerdlow et al., 

2008) L’histologie médullaire révèle classiquement la présence de mégacaryocytes de petite 
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taille et hypolobés (le terme de mégacaryocytes « nains » est souvent employé). (Swerdlow et 

al., 2008)  

b. Polyglobulie de Vaquez 

 

La PV est caractérisée par une prolifération cellulaire portant principalement sur la 

lignée érythroblastique, à l’origine d’une augmentation des taux d’hématies et d’hémoglobine 

et de l’hématocrite. Une polynucléose neutrophile ainsi qu’une thrombocytose peuvent s’y 

associer, pouvant mimer une TE lorsque la polyglobulie reste modérée. L’histologie 

médullaire montre classiquement une prolifération des trois lignées myéloïdes (panmyélose) 

portant préférentiellement sur les lignées érythroblastique et mégacaryocytaire. (Swerdlow et 

al., 2008; Thiele, 2009; Thiele and Kvasnicka, 2006) Le caractère primitif de la 

myéloprolifération peut être étayé par le dosage de l’érythropoïétine (dont le taux sera 

abaissé, Mossuz et al., 2004) la mise en évidence d’une prolifération spontanée des 

progéniteurs en absence de cytokine (même si ce paramètre ne fait plus partie des critère 

OMS de PV, Dobo et al., 2004a) ou surtout par la mise en évidence de mutations de JAK2 

(voir plus bas). 

Les manifestations cliniques sont essentiellement liées à l’hyperviscosité, aux 

anomalies vasculaires secondaires et à l’augmentation de la masse sanguine. Les thromboses 

artérielles ou veineuses peuvent parfois révéler la maladie (12-39% des cas). (Cervantes et al., 

2008) Des céphalées, vertiges et troubles de la vision ainsi que des érythromélalgies et 

paresthésies peuvent également être présents. Toutefois le signe clinique le plus spécifique est 

le prurit à l’eau. Une splénomégalie (70% des cas) et une hépatomégalie (40%) sont 

fréquemment présentes. (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)  

La PV est associée à une légère diminution de survie et surtout à une altération de la 

qualité de vie en lien avec les évènements thrombo-emboliques. L’incidence des thromboses 

est estimée à 18 pour 1000 personnes-années, alors que celles des transformations en 

myélofibrose ou LA est évaluée à 5 pour 1000 patients-années (avec un délai de survenue 

médian de 13-14 ans). (Cervantes et al., 2008; Passamonti et al., 2004) 
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c. Thrombocytémie Essentielle 

 

La TE est caractérisée par une prolifération cellulaire portant essentiellement sur la 

lignée mégacaryocytaire. La thrombocytose est donc l’anomalie principale orientant vers une 

TE avec souvent une anisocytose plaquettaire. La leucocytose est généralement normale ou 

très légèrement augmentée, sans basophilie associée. L’histologie médullaire montre une 

moelle normo-cellulaire ou de richesse légèrement augmentée avec principalement une 

hyperplasie mégacaryocytaire. Les mégacaryocytes sont classiquement de grande taille, avec 

un noyau hyperlobulé et un cytoplasme mature. Ils sont répartis dans la moelle, bien que 

parfois rassemblés en amas de petite taille et assez lâches. Outre les marqueurs moléculaires 

qui seront abordés plus loin, le caractère primitif de la prolifération peut également être évalué 

par la mise en évidence de progéniteurs mégacaryocytaires spontanés bien que cela ne fasse 

pas partie des critères diagnostiques définis par l’OMS. (Dobo et al., 2004b; Arber et al., 

2016) 

Cliniquement, la TE reste généralement silencieuse, bien que parfois découverte sur 

des évènements thrombo-emboliques ou hémorragiques. Des érythromélalgies sont parfois 

observées. Une splénomégalie peut être retrouvée dans moins de la moitié des cas, les 

hépatomégalies étant plus rares (environ 20%). (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009)  

La TE est le SMP dont l’évolution est la plus indolente. Les patients présentent la 

meilleure espérance de vie des SMP (mais celle-ci reste légèrement inférieure à celle de la 

population normale, Hultcrantz et al., 2012), et l’évolution vers la myélofibrose ou la LAM 

est rare (risque de 2% à 15 ans, avec une médiane de survenue de 10-15 ans). Les principaux 

risques sont liés aux accidents thrombo-emboliques ou hémorragiques. Leur incidence est 

évaluée à 12 pour 1000 patients-années, et celles des transformations en myélofibrose et LAM 

respectivement à 1,6 et 1,2 pour 1000 patients-années. (Cervantes et al., 2008; Swerdlow et 

al., 2008; Thiele, 2009) 

d. Myélofibrose Primitive 

 

La MFP résulte d’une prolifération cellulaire portant sur les lignées mégacaryocytaire 

et granuleuse associée à un certain degré de fibrose médullaire ainsi qu’à des anomalies de 

maturation de la lignée plaquettaire. Elle est caractérisée par une évolution en deux phases : 

une phase initiale dite « pré-fibrotique » puis une phase fibrotique. Trente pourcents des 
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patients sont asymptomatiques au diagnostic, les autres pouvant présenter des symptômes 

altérant leur qualité de vie tels que fatigue, dyspnée, perte de poids, sueurs nocturnes, fièvre 

inexpliquée. (Swerdlow et al., 2008; Thiele, 2009) Une splénomégalie parfois massive est 

palpée chez 90% des patients (liée à l’hématopoïèse extramédullaire), une hépatomégalie dans 

50% des cas. (Swerdlow et al., 2008) Au niveau sanguin, une érythromyélémie et une 

anisopoïkilocytose avec présence de dacryocytes sont fréquentes. Une circulation de cellules 

blastiques est fortement associée à la maladie et constitue un facteur pronostic péjoratif si le 

taux excède 1% des leucocytes. (Cervantes et al., 2009) Les patients présentent généralement 

une anémie d’intensité variable. L’histologie médullaire montre au cours de la phase cellulaire 

de la maladie une hypercellularité avec une prolifération portant principalement sur les 

lignées mégacaryocytaire et granulocytaire tandis que la lignée érythroblastique présente une 

tendance à l’hypoplasie. Par ailleurs les mégacaryocytes ont tendance à se regrouper en amas 

au niveau des régions endostéales et des sinus vasculaires. Une dysmégacaryopoïèse est 

habituellement observée associant un pléomorphisme avec des variations importantes de 

taille, des anomalies du rapport nucléocytoplasmique (signe d’altération de leur maturation), 

un noyau hypolobulé et un hyperchromatisme nucléaire. (Thiele, 2009) Lors de l’évolution de 

la maladie vers la phase « fibrotique », une hypoplasie médullaire s’installe, le tissu 

hématopoïétique étant progressivement remplacé par des adipocytes et des dépôts de fibres de 

réticuline et de collagène apparaissent.  

La médiane de survie à la phase fibrotique est estimée à 4-5,5 ans (correspondant à 

une réduction de l’espérance de vie de 30% environ). La MFP est donc associée au plus 

mauvais pronostic des SMP Ph-négatifs. (Cervantes et al., 2008; Swerdlow et al., 2008) Les 

causes de morbi-mortalité sont l’insuffisance médullaire, les thromboses ou hémorragies, les 

transformations en LAM (20% de transformation à 10 ans). Notons que la survie des MF 

post-TE est comparable à celle des MFP. (Cervantes et al., 2008) 

 

Les principales données présentées ci-avant sont résumées dans le Tableau 1. 
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B. Physiopathologie : 

 

La physiopathologie des SMP reste encore à ce jour incomplètement comprise. 

Cependant, de grands progrès ont été réalisés cette dernière décennie dans la compréhension 

des mécanismes oncogéniques de ces maladies. 

 

a. Anomalies cytogénétiques 

 

Le bilan diagnostique des hémopathies malignes fait souvent intervenir une étude 

cytogénétique, des anomalies chromosomiques pouvant expliquer l’oncogenèse de certaines 

hémopathies, au premier rang desquelles la LMC, mais aussi certaines LA ou certains 

syndromes myélodysplasiques (SMD).  

Comme précédemment évoqué, la LMC est caractérisée par la translocation 

t(9;22)(q34;q11) conduisant à la génération du chromosome Philadelphie. Cette translocation 

aboutit à la production du transcrit de fusion BCR-ABL1 responsable de la maladie. (Daley et 

al., 1990) 

Au cours des PV et TE, les patients présentent rarement des anomalies cytogénétiques  

(respectivement 11-15% et 7% des patients). Les anomalies les plus fréquemment décrites 

sont les trisomies 8 et 9, les délétions du bras long du chromosome 20 (del(20q)) ainsi que les 

anomalies du chromosome 1. Ces anomalies pourraient être associées à un pronostic 

défavorable (Tang et al., 2017) bien que ces données restent à confirmer (Gangat et al., 2008, 

2009) Elle ne sont cependant pas spécifiques de ces maladies en dehors des trisomies 9 qui se 

voient principalement dans les PV et certaines MFP JAK2 mutées. 

La MFP se démarque des deux autres SMP Ph-négatifs typiques par une plus grande 

fréquence des anomalies chromosomiques (30-40% des patients au diagnostic), 

essentiellement représentées par les del20q, del13q et anomalies du chromosome 1, les 

trisomies 8 et 9 étant également fréquentes. A noter que le caryotype des patients présentant 

des MF post-PV est plus fréquemment anormal que ce qui est rapporté dans les MFP et 

PV (60-90% des cas) ce qui n’est pas le cas des MF post-TE (30-40%). De plus, 

contrairement aux PV et TE, un impact pronostique péjoratif sur la survie a été démontré pour 

certaines anomalies, incitant certains auteurs à intégrer ces données dans le calcul du score 
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pronostique DIPSS-plus. De plus, un caryotype défavorable selon les critères du DIPSS-plus 

prédit un risque accru de transformation en LAM. (Gangat et al., 2011) 

Ainsi, mis à part le chromosome Philadelphie, les différentes anomalies 

cytogénétiques décrites ne permettent pas d’expliquer la physiopathologie des SMP 

classiques.  

 

b. Anomalies moléculaires 
 

La compréhension des mécanismes physiopathologiques des SMP a fait un bond en 

avant lors de la découverte des anomalies moléculaires impliquées. L’activité constitutive des 

protéines de fusion BCR-ABL1 ou celles impliquant les récepteurs au Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) (Gotlib, 2014) ou encore les mutations du récepteur c-KIT (Tefferi et 

al., 2008) étaient autant d’exemples de l’implication des tyrosine kinases dans l’oncogenèse 

des SMP. Toutefois, au cours des PV, TE et MFP, aucune protéine de fusion n’a été mise en 

évidence. Mais l’activation des voies de signalisation, et notamment de la voie JAK2-STAT5 

semblait indiquer que ces maladies, comme les autres SMP, étaient des « maladies des 

kinases ». (Ugo et al., 2004) 

• JAK2V617F 
 

La découverte de la mutation JAK2V617F (Janus kinase) en 2005 par l'équipe de W. 

Vainchenker constitue une étape marquante dans la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques des SMP Ph-négatifs. (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; Kralovics 

et al., 2005; Levine et al., 2005) 

La famille JAK se compose de 4 membres : JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2. Ces tyrosine 

kinases s’associent au domaine cytosolique des récepteurs aux cytokines. Elles présentent 

dans leur partie C-terminale deux domaines homologues, le domaine JH1 (JAK Homologous) 

portant l’activité kinase et un domaine pseudokinase JH2 catalytiquement inactif, mais qui 

exerce une régulation négative sur l’activité kinase du domaine JH1. (Saharinen and 

Silvennoinen, 2002) A la partie N-terminale, les domaines JH5-JH7 contiennent des motifs 

FERM-like (Band-4.1, Ezrin, Radixin, et Moesin) permettant l’interaction avec le domaine 

cytosolique des récepteurs auxquels ces protéines sont associées.  
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Ces tyrosine kinases sont associées aux : 

- récepteurs homodimériques « myéloïdes » : récepteurs à  

- l’érythropoïétine (EPO) 

- la TPO 

- au Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) 

- récepteurs à la prolactine et l’hormone de croissance 

- récepteurs hétérodimériques : 

- récepteurs de la famille IL-3R partageant la chaîne commmune β 

- IL-3-R 

- Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) - GM-

CSF-R 

- IL-5-R 

- récepteurs de la famille gp130 

- récepteur R2 à l’interféron γ. (Vainchenker et al., 2011) 

La mutation JAK2V617F correspond à la transversion d’une guanidine (G) en 

Thymidine (T) en position 1849 au niveau de l’exon 14, responsable de la substitution de la 

valine en position 617 par une phénylalanine. (Baxter et al., 2005; James et al., 2005; 

Kralovics et al., 2005; Levine et al., 2005) Or cette valine est prédite comme participant à une 

interface entre les domaines JH1 et JH2. (Saharinen and Silvennoinen, 2002) Sa substitution 

par une phénylalanine entraîne ainsi la perte de l’inhibition exercée par le domaine JH2 sur le 

domaine kinase. JAK2V617F est ainsi capable de déclencher un SMP via l’activation 

dérégulée de l’activité tyrosine kinase de JAK2 indépendamment de la liaison d’un ligand sur 

l’un des récepteurs auquel elle est associée (EPO-R, MPL, IL3-R ou CSF3R). (Figure 16, 

Vainchenker et al., 2011) Ceci conduit à une croissance cellulaire indépendante des facteurs 

de croissance et à une augmentation de la survie cellulaire. (Baxter et al., 2005; James et al., 

2005; Kralovics et al., 2005) 

Les mutations JAK2V617F sont retrouvées dans 95% des PV et dans 50-60% des cas 

de TE et MFP. (Figure 16, Tefferi et al., 2009a) Elles sont également détectées dans 30-50% 

des thromboses des veines splanchniques (Kiladjian et al., 2008a; Smalberg et al., 2012) et 

des SMD/SMP avec excès de sidéroblastes en couronne et thrombocytose (MDS/MPN-RS-

T). (Renneville et al., 2006; Steensma et al., 2006; Wang et al., 2006) Elles ont également été 

décrites au cours des LMMC, des mastocytoses, des LCN et des SHE avec une fréquence bien 
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moindre. (Jelinek et al., 2005; Jones et al., 2005; Steensma et al., 2005) 

Le fait que cette mutation soit retrouvée au cours de maladies au phénotype différent reste 

à ce jour incomplètement expliqué. L’une des hypothèses proposées est que les PV et TE 

seraient une même entité dont le phénotype est déterminé par la charge mutationnelle 

JAK2V617F. Un continuum entre ces maladies serait ainsi observé, certains patients 

présentant une TE et une mutation JAK2V617F pouvant évoluer vers une PV. (Rumi et al., 

2013) Le modèle proposé comporterait deux étapes. Dans un premier temps l’apparition de la 

mutation JAK2V617F donnerait naissance à un clone hétérozygote prenant l’avantage sur 

l’hématopoïèse physiologique. Dans un second temps, une recombinaison mitotique 

permettrait la duplication de l’allèle muté et l’élimination de l’allèle sauvage. Le clone 

homozygote ainsi généré acquerrait alors un avantage prolifératif sur le clone hétérozygote et 

pourrait s’expandre aux dépends de ce dernier. L’acquisition de cette homozygotie associée à 

l’expansion du clone homozygote déterminerait ainsi la transition d’un stade « TE » vers une 

maladie de type « PV ». (James et al., 2005; Kralovics et al., 2005; Baxter et al., 2005) Ce 

modèle est reflété par les charges mutationnelles chez les patients. Elles sont globalement 

faibles au cours des TE, plus importantes au cours des MFP et des PV et augmentent lors de 

la transformation des PV et TE en MF. (Larsen et al., 2007; Lippert et al., 2006) Par ailleurs, 

des modèles murins semblent indiquer qu’une faible charge allélique JAK2V617F est associée 

à un phénotype proche de la TE tandis qu’une charge plus importante induit une maladie plus 

proche de la PV. (Akada et al., 2010; Tiedt et al., 2008) 

D’autres facteurs comme le sexe, le type de cellule dans laquelle la mutation apparaît 

ou encore d’autres facteurs génétiques ou épigénétiques sont également évoqués comme 

modulateurs du phénotype des SMP Ph-négatifs. (James, 2008) 

• JAK2 exon 12 : 

 

L’étude de patients atteints de PV mais ne présentant pas la mutation JAK2V617F a 

permis d’identifier d’autres mutations de JAK2 survenant au niveau de l’exon 12 et non de 

l’exon 14. (Scott et al., 2007) Au contraire de JAK2V617F, ces mutations ne surviennent 

qu’au cours des PV. (Figure 16, Scott et al., 2007; Pietra et al., 2008) Elles consistent en des 

mutations ponctuelles ou des insertions et/ou délétions. (Kouroupi et al., 2008; Passamonti et 

al., 2011; Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al., 2007) La 

prévalence de ces mutations dans la PV est estimée à 1,9-4,1% des patients. (Passamonti et 
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al., 2010; Williams et al., 2007) Ainsi, JAK2 est muté chez virtuellement tous les patients 

atteints de PV, c’est pourquoi la présence d’une mutation de JAK2 est actuellement 

considérée comme un critère diagnostique majeur pour cette maladie. (Arber et al., 2016; 

Tefferi et al., 2007) 

Comme JAK2V617F, les mutations de l’exon 12 induisent une prolifération cellulaire 

indépendante des cytokines consécutive à une activation de la voie JAK2-STAT5, mais avec 

une signalisation plus intense, expliquant pourquoi seul le phénotype polyglobulique est 

associé à ces anomalies. (Figure 16, Scott et al., 2007) 

Cliniquement et biologiquement, ces patients présentent essentiellement une 

polyglobulie (isolée dans 2/3 des cas, Passamonti et al., 2011) parfois accompagnée d’une 

thrombocytose et/ou hyperleucocytose restant plus modérées qu’en cas de mutation 

JAK2V617F. Leur taux d’EPO est souvent abaissé et la culture de progéniteurs érythroïdes 

EPO-indépendants habituellement positive. (Kouroupi et al., 2008; Passamonti et al., 2011; 

Percy et al., 2007; Pietra et al., 2008; Scott et al., 2007; Williams et al., 2007) Ces patients 

sont généralement plus jeunes que ceux présentant une mutation JAK2V617F (Kouroupi et 

al., 2008; Scott et al., 2007) et présentent une polyglobulie plus importante. Leur histologie 

médullaire révèle généralement une moelle hypercellulaire en lien avec une hyperplasie 

érythroïde. (Scott et al., 2007; Percy et al., 2007; Passamonti et al., 2011) Le pronostic, les 

complications thrombotiques et les transformations en MF ou LAM sont comparables aux PV 

JAK2V617F positives. (Passamonti et al., 2011) Ces mutations ne semblent par ailleurs pas 

associées aux thromboses splanchniques. (Kouroupi et al., 2008)  

• MPL exon 10 :  

 

Découvertes dans les SMP par Pikman et al., les mutations affectant le récepteur de la 

thrombopoïétine sont retrouvées au cours de 4-10,6% des MFP et 1-4,1% des TE. (Figure 16, 

Pikman et al., 2006; Pardanani et al., 2006; Vannucchi et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; 

Schnittger et al., 2009; Beer et al., 2008) Ces mutations n’ont pas été identifiées dans les PV, 

les SMD, les LMMC ou les LAM de novo. (Pardanani et al., 2006) Elles surviennent au 

niveau de l’exon 10, et plus précisément du résidu 515 localisé à la jonction domaine 

cytoplasmique-domaine transmembranaire, important pour l’activation du récepteur. (Pikman 

et al., 2006) Les deux mutations les plus fréquentes sont les W515L et W515K. Plus rarement 

les mutations W515A et W515R peuvent être observées. (Schnittger et al., 2009) La mutation 
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S505N précédemment associée aux thrombocytoses familiales (Ding et al., 2004; Liu et al., 

2009) peut également être retrouvée au cours de SMP sporadiques. (Beer et al., 2008) 

Les mutations MPLW515 confèrent aux cellules qui les acquièrent une croissance 

indépendante des cytokines, une hypersensibilité à la TPO et une activation constitutive de 

JAK2, STAT3, STAT5, AKT et ERK (Figure 16). Cette signalisation reste sensible à l’action 

des inhibiteurs de JAK2. (Pikman et al., 2006) Ces mutations peuvent être retrouvées à l’état 

hétérozygote ou homozygote, plus fréquemment pour la mutation W515K que la mutation 

W515L dans ce dernier cas. (Beer et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; Pardanani et al., 

2006; Schnittger et al., 2009; Vannucchi et al., 2008) L'homozygotie MPLW515 reste 

toutefois beaucoup plus rare que dans le cas de JAK2V617F. 

L’hypothèse d’une association avec une prolifération essentiellement 

mégacaryocytaire peut être émise. En effet, les patients mutés pour MPL présentent 

habituellement des taux d’hémoglobine moindres que les autres et une thrombocytose plus 

importante a été observée au cours des TE comparativement aux patients présentant la 

mutation JAK2V617F. De plus il semble exister au niveau médullaire une hypocellularité 

notamment érythroïde par rapport aux patients non mutés pour MPL. Enfin, ces patients ne 

présentent pas de colonies érythroïdes endogènes contrairement aux cas mutés JAK2V617F. 

(Vannucchi et al., 2008; Guglielmelli et al., 2007; Beer et al., 2008; Chaligné et al., 2007; 

Pardanani et al., 2007) 

Cliniquement, l’impact sur le risque thrombotique reste controversé (une augmentation 

du risque de thromboses artérielles ou veineuses a été observée dans certaines études). (Beer 

et al., 2008; Vannucchi et al., 2008) Ces mutations pourraient par ailleurs être associées à une 

augmentation des manifestations liées aux troubles microcirculatoires au cours des TE. 

(Rotunno et al., 2013; Vannucchi et al., 2008) Aucun impact sur la survie ou le risque de 

transformation n’a pu être mis en évidence. (Beer et al., 2008; Vannucchi et al., 2008) 

• Autres mutations de JAK2 et de MPL : 

 

La mise en œuvre de techniques de séquençage d’exome entier a permis la découverte 

récente chez certains patients atteints de SMP de mutations affectant d’autres régions de JAK2 

et de MPL que celles évoquées précédemment. Pour certaines d’entre elles, la mise en 

évidence d’un effet fonctionnel (en terme de prolifération) a pu être démontrée. Cependant 
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leur effet semble plus faible que celui des mutations « classiques ». (Cabagnols et al., 2016; 

Milosevic Feenstra et al., 2016) 

 

En définitives, les différentes mutations dites « initiatrices » des SMP (y compris les 

mutations de calréticuline qui seront détaillées plus loin) sont responsables d’une activation 

constitutive des voies de signalisation associées aux récepteurs aux cytokines : JAK-STAT, 

MAPK, PI3K-AKT. (Figure 16A) La fréquence de ces différentes mutations dans les PV, TE 

et MFP est par ailleurs indiquée dans la Figure 16B. 

 

 
Figure 16 : Physiopathologie associées aux mutations initiatrices des SMP et fréquence au cours des 

différentes maladies 

(A) Les mutations initiatrices de SMP affectant la tyrosine kinase JAK2, le récepteur à la TPO (MPL) 
et la calréticuline (CALR) sont à l’origine d’une activation constitutive des voies de signalisation 
JAK-STAT, MAPK et PI3K/AKT. L’intensité de la signalisation déclenchée est représentée par 
l’épaisseur du trait. (d'après Vainchenker and Kralovics, 2017) (B) Fréquence des mutations de JAK2, 
MPL et CALR au cours des PV, TE et MFP. (Chauveau et al., 2014) 
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• Autres mutations : 

 

Si les mutations impliquant les voies de signalisation des récepteurs aux cytokines ont 

fait la preuve de leur implication dans la physiopathologie des SMP, notamment par le 

développement de maladies similaires dans divers modèles murins, des mutations affectant 

d’autres processus ont également été identifiées au cours de ces maladies. Les principales 

impliquent des gènes : 

• de l’épigénétique : TET2, IDH1/2, EZH2, ASXL1, DNMT3A (Abdel-Wahab et 

al., 2011a, 2011b; Brecqueville et al., 2011; Delhommeau et al., 2009; Ernst et 

al., 2010; Gelsi-Boyer et al., 2012; Green and Beer, 2010; Guglielmelli et al., 

2011; Pardanani et al., 2010a; Stegelmann et al., 2011; Stein et al., 2011; 

Tefferi et al., 2009b, 2010) 

• de la machinerie d’épissage : U2AF1, SF3B1 et SRSF2 (Lasho et al., 2012b, 

2012a; Tefferi et al., 2014a)  

• des régulateurs de la signalisation cellulaire : CBL, LNK ou SH2B3 (Aranaz et 

al., 2012; Gery et al., 2009; Grand et al., 2009; Lasho et al., 2010; Pardanani et 

al., 2010b; Schnittger et al., 2012) 

Des délétions d’IKZF1 (Jäger et al., 2010) ou de TP53 (Beer et al., 2010; Harutyunyan 

et al., 2011) ont également été rapportées. 

Toutefois, ces mutations sont également mises en évidence au cours d’autres 

hémopathies (notamment SMD et LA) et peuvent être associées aux mutations initiatrices. Par 

ailleurs, certaines sont peu fréquentes dans les SMP et sont essentiellement associées aux 

formes avancées de la maladie (transformation en MF ou LA). Leur implication dans le 

phénotype « myéloprolifératif » reste donc peu probable. 

c. Prédisposition aux SMP 

 

Si la plupart des cas de SMP sont sporadiques, des cas familiaux ont été rapportés, 

suggérant l’existence de facteurs prédisposant à l’acquisition des mutations responsables de 

ces maladies. (Bellanné-Chantelot et al., 2006) La mise en évidence qu’au moins 2,8% des 

patients acquéraient au moins deux fois la mutation JAK2V617F suggérait par ailleurs une 

prédisposition à l’acquisition de cette mutation. (Olcaydu et al., 2009a) 

Parmi les facteurs prédisposants associés au risque de développement d’un SMP, 
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différents polymorphismes ont pu être découverts. Le premier facteur découvert porte sur le 

gène JAK2 lui-même. Il consiste en un haplotype (donc plutôt une association de 

polymorphismes) dénommé 46/1 qui est associé à l’acquisition d’une mutation JAK2V617F 

et au développement d’un SMP. (Jones et al., 2009; Kilpivaara et al., 2009; Olcaydu et al., 

2009a) Cet haplotype est également associé aux cas de PV mutés sur l’exon12 de JAK2 et les 

SMP mutés pour MPL ou non mutés pour JAK2 et MPL. (Jones et al., 2010; Olcaydu et al., 

2009b) Par la suite, d’autres polymorphismes portant notamment sur les gènes MECOM, 

TERT, HBS1L/MYB et RBBP6 ont également été associés aux SMP. (Harutyunyan et al., 

2016; Tapper et al., 2015) Une amplification conduisant à la surexpression d’ATG2B et de 

GSKIP a par ailleurs récemment été associée au développement d’hémopathies malignes 

(dont des SMP) au sein de familles antillaises. (Saliba et al., 2015)   
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III. Un nouvel acteur dans les SMP, le réticulum endoplasmique 
 

Après la découverte des mutations JAK2V617F et JAK2 exon 12, la quasi-totalité des 

cas de PV avait trouvé leur explication physiopathologique. Toutefois, 30-35% des TE et 

MFP ne présentant ni la mutation JAK2V617F ni de mutation de MPL n’avaient pas de base 

moléculaire connue jusqu’à la découverte en décembre 2013 des mutations du gène de la 

calréticuline (CALR). 

1. Calréticuline et hémopathies non-SMP 

 

Des altérations d’expression de CALR sont largement documentées dans des tumeurs 

solides. (Gold et al., 2010; Zamanian et al., 2013) La première association de CALR avec une 

hémopathie maligne a porté sur l’étude de modèle de LAM exprimant les protéines de fusion 

CBFB-MYH11 et AML1-MDS1-EVI1. Leur expression est associée à l’induction de 

l’expression de CALR qui à son tour inhibe l’expression et l’activité du facteur de 

transcription C/EBP-α, participant ainsi au blocage de maturation des blastes. (Helbling, 

2005; Helbling et al., 2004) 

Plus récemment, l’expression de CALR à la surface des cellules de LMC, de LAM, de 

LAL, de SMD ou de lymphomes a été mise en évidence. (Chao et al., 2010; Pang et al., 2013) 

Cette expression n’est pas liée à une apoptose, mais pourrait être la conséquence d’un stress 

du RE comme cela a été montré dans les LAM. (Fucikova et al., 2016) Comme indiqué 

précédemment, l’expression de CALR à la surface des cellules constitue un signal favorisant 

leur phagocytose. Les cellules malignes échappent à cette destinée en exprimant à leur surface 

le CD47. (Chao et al., 2010; Pang et al., 2013) 

L’intérêt pour l’étude de CALR dans les hémopathies malignes vient surtout de la 

découverte récente de mutations de ce gène observées spécifiquement dans les SMP. 
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2. Les mutations de calréticuline dans les SMP : 

 

A. Fréquence 

 

Les mutations de CALR ont été découvertes par deux équipes européennes en 

décembre 2013. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) Elles constituent la 2ème 

mutation la plus fréquente au cours des SMP Ph-négatifs (derrière JAK2V617F et devant 

celles de TET2). (Nangalia et al., 2013) De plus, ces mutations sont associées spécifiquement 

aux maladies présentant une prolifération du compartiment mégacaryocytaire et affectent 

environ 25-30% des cas de TE et 20-30% des cas de MFP. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 

2013; Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014b, 2014c, 2014d) Si l’on 

ne considère que les cas non mutés pour JAK2 ou MPL, cette proportion monte à 60-70% 

pour les TE et 60-80% pour les MFP. Cette découverte diminue à 8-10% la proportion de 

patients pour lesquels aucune mutation « initiatrice » n’est mise en évidence (ces cas sont 

maintenant désignés comme « triple négatifs »). (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013)  

Ces mutations ont également été recherchées au cours d‘autres hémopathies et n’ont 

pas été retrouvées dans les PV, les LMC et les autres SMP. (Chauveau et al., 2017; Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) Nangalia et al. avait initialement observé des mutations de 

CALR au cours de 8% des SMD (Nangalia et al., 2013), mais d’autres études semblent 

indiquer une fréquence plus faible dans ces maladies, de l’ordre de 0-3,4%. (Broséus et al., 

2014; Hou et al., 2014; Klampfl et al., 2013; Patnaik et al., 2014) La fréquence des mutations 

de CALR semble également faible au cours des syndromes frontières SMP/SMD tels que les 

SMP/SMD-RS-T (fréquence d’environ 1%, Broséus et al., 2014) ou les LMMC (fréquence de 

0-3%, Hou et al., 2014; Nangalia et al., 2013). Elles n’ont par ailleurs pas été observées au 

cours des LAM de novo, des tumeurs lymphoïdes, des cancers solides. (Nangalia et al., 2013) 

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

de certaines formes moins classiques de SMP, telles que  

- les formes pédiatriques : 0-34% des TE (Giona et al., 2014; Langabeer et al., 

2014), 50% des MFP (An et al., 2014)  

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

2014a) 
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- les thromboses splanchniques (mais avec une fréquence plus anecdotique que 

JAK2V617F). (Haslam and Langabeer, 2014; Turon et al., 2014) 

Le gène CALR est localisé sur le bras court du chromosome 19 et est constitué de 9 

exons. Les mutations de CALR dans les SMP surviennent exclusivement au niveau de l’exon 

9. Il s’agit d’insertions et/ou délétions à l’origine d’un décalage du cadre de lecture d’une 

paire de bases (pb). Ceci conduit à la modification du domaine C de la protéine qui devient 

alors basique (et donc chargé positivement) et à la perte du motif KDEL. (Figure 17 et Figure 

18, Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) 

 
 

Figure 17 : Représentation schématique de la séquence peptidique des 2 mutations de CALR les plus 

fréquentes. 

Chaque barre représente un acide aminé. Les barres bleues désignent les acides aminés acides, les 
barres roses-oranges les acides aminés basiques et les barres noires les codons stop. Les délétions et 
insertions de l’exon 9 de CALR conduisent à une modification importante de la charge des résidus 
terminaux (Klampfl et al., 2013). 

 

A ce jour plus d’une cinquantaine de mutations différentes sont décrites dans la 

littérature, mais les deux mutations les plus fréquentes (c.1099_1150del, p.L367fs*46, 

désignée comme la mutation de type 1 et c.1154_1155insTTGTC, p.K385fs*47 désignée 

comme type 2) représentent 80-85% des cas. La mutation de type 1 correspond à une délétion 

de 52 pb, conduisant au remplacement de la quasi-totalité des résidus chargés négativement 

par des résidus chargés positivement. Elle représente environ 45-50% des cas totaux et est 

significativement plus fréquente dans les MFP que dans les TE. (Rumi et al., 2013; Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) La mutation de type 2 correspond à une insertion de 5 pb et 

conduit à une modification moins importante du domaine C que la mutation de type 1. Elle 

représente environ 30-40% des cas de TE et 10-20% des cas de MFP. (Rumi et al., 2013; 

Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) La fréquence des autres mutations ne dépasse pas 

2% des cas. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) Cependant, toutes les mutations de 



 81 

CALR observées dans ces maladies conduisent à la génération d’une protéine comportant les 

mêmes 36 derniers acides aminés (Figure 18). Ces mutations sont exclusives des mutations 

JAK2V617F et MPLW515 (à de rares exceptions près) et sont généralement observées à l’état 

hétérozygote.(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) 

 

Figure 18 : Séquence peptidique de certaines mutations de CALR 

Toutes les insertions et délétions conduisent au même décalage du cadre de lecture et à la génération 
d’une séquence commune terminale de 36 acides aminés, ainsi qu’à la perte du motif KDEL. 
(Nangalia et al., 2013) 

 

D’autres « mutations » de CALR ont par ailleurs été mises en évidence. Il existe chez 

certains individus des délétions respectant le cadre de lecture (délétions d’un multiple de 3 

paires de bases). Pour certaines d’entre elles, le caractère germinal a pu être démontré, 

(Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) suggérant l’absence de rôle de ces variants dans 

la physiopathologie des SMP. (He et al., 2015) Par ailleurs, des mutations ponctuelles de 

CALR ont été retrouvées dans des SMP (Jeromin et al., 2016; Klampfl et al., 2013; Lasho et 
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al., 2014; Lim et al., 2015) ainsi que dans des cas de lymphome. (Green et al., 2013) Les 

modifications qu’elles induisent au niveau protéique étant très différentes de celles induites 

par les mutations classiquement identifiées dans les SMP, leur rôle dans la physiopathologie 

des maladies dans lesquelles elles ont été identifiées reste peu probable. 

B. Particularités clinico-biologiques et pronostic 

 

Que ce soit dans les TE ou les MFP, les mutations de CALR sont associées à une 

présentation clinico-biologique distincte et un pronostic favorable par rapport à la mutation 

JAK2V617F. 

Au cours des TE, les mutations de CALR sont associées à un âge plus jeune et une 

représentation masculine plus importante par rapport aux cas mutés JAK2V617F. (Rotunno et 

al., 2013; Rumi et al., 2013; Tefferi et al., 2014c) Par ailleurs, la prolifération semble plus 

spécifiquement atteindre la lignée mégacaryocytaire puisque les patients présentent une 

thrombocytose plus marquée et des taux d’hémoglobine et de leucocytes moindres que les 

patients mutés JAK2V617F. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; Klampfl et al., 2013; 

Nangalia et al., 2013; Tefferi et al., 2014c, 2014e) Toutefois, quelques différences pourraient 

distinguer les mutations de type 1 et de type 2. Les premières seraient prédominantes chez les 

hommes tandis que les secondes intéresseraient des patients plus jeunes et présentant une 

thrombocytose plus importante. (Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Elala et al., 

2016; Tefferi et al., 2014d; Trifa et al., 2014) En terme pronostique, les patients atteints de TE 

et mutés sur CALR ont un risque thrombotique diminué par rapport aux patients mutés 

JAK2V617F (y compris dans les cas familiaux). (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; 

Klampfl et al., 2013; Tefferi et al., 2014c; Rumi et al., 2014a; Tefferi et al., 2014e, 2014d; 

Elala et al., 2016) Aucune différence en terme de survie ou de risque de transformation en LA 

n’a été mise en évidence. (Rumi et al., 2013; Rotunno et al., 2013; Tefferi et al., 2014c, 

2014d, 2014e; Elala et al., 2016) Un sur-risque de transformation en MF a été observé dans 

trois études seulement. (Andrikovics et al., 2014; Nangalia et al., 2013; Pietra et al., 2016) 

Ces différentes données sont résumées dans le Tableau 2. 

Dans les MFP, les patients présentant des mutations de CALR sont statistiquement 

plus jeunes que les patients présentant la mutation JAK2V617F. Ils présentent habituellement 

une leucocytose moindre, une thrombocytose plus importante ainsi qu’une moins grande 
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fréquence d’anémie, d’hyperleucocytose et de thrombopénie par rapport aux patients porteurs 

de la mutation JAK2V617F. (Klampfl et al., 2013; Rumi et al., 2014b; Tefferi et al., 2014f, 

2014b, 2014e) Par ailleurs, les mutations de CALR ont un impact pronostique favorable dans 

les MFP puisque les patients mutés sur ce gène présentent une survie globale plus longue, y 

compris en cas d’allogreffe de moelle osseuse. (Andrikovics et al., 2014; Guglielmelli et al., 

2014; Klampfl et al., 2013; Panagiota et al., 2014; Rumi et al., 2014b; Tefferi et al., 2014f, 

2014b, 2014e) Là encore, un effet différentiel entre mutations de type 1 et mutations de type 2 

pourrait exister. Le bénéfice en terme de survie pourrait n’intéresser que les mutations de type 

1 (et mutations apparentées). (Pietra et al., 2016; Tefferi et al., 2014g) Ces données restent 

cependant à confirmer puisqu’une étude française a montré des résultats inverses. (Cabagnols 

et al., 2014) Différents travaux ont par ailleurs déterminé que les patients « triple-négatifs » 

présentaient le pronostic le plus défavorable y compris dans les cas familiaux et en cas 

d’allogreffe. (Tefferi et al., 2014b, 2014e; Rumi et al., 2014a; Panagiota et al., 2014) Ces 

différentes informations sont résumées dans le Tableau 3. 
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3. Eléments de physiopathologie 

 

A. Calréticulines mutées : des lectines anormales 

 

Dès leur découverte, il a été démontré que les mutations de CALR étaient capables de 

favoriser une prolifération cellulaire en absence de cytokine, suggérant un rôle initiateur du  

phénotype myéloprolifératif pour ces mutations. (Klampfl et al., 2013) Leur implication dans 

le développement des SMP a par la suite été démontrée dans différents modèles murins. 

Marty et al. et Elf et al. ont ainsi présenté des expériences de greffes de cellules exprimant 

des protéines CALR mutantes après transduction virale. Dans la première étude, les souris 

recevant des cellules exprimant les protéines mutantes développaient une maladie comparable 

à une TE, évoluant par la suite en myélofibrose dans le cas des mutations de type 1. (Marty et 

al., 2016) Elf et al. ont ensuite confirmé que les mutations de CALR étaient suffisantes pour 

déclencher un SMP mimant une TE, sans toutefois retrouver d’évolution en myélofibrose. 

(Elf et al., 2016) Dans les 2 études, les mutations ont été associées à un avantage prolifératif 

au niveau du compartiment mégacaryocytaire, associé à un avantage au niveau du 

compartiment cellules souches/progéniteurs précoces dans le cas du variant de type 1 

uniquement. (Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Une troisième étude basée sur un modèle 

transgénique murin a finalement confirmé que l’expression des mutants de CALR conduisait 

au développement d’une maladie de type TE. (Shide et al., 2016) Dans ce modèle, aucune 

évolution en myélofibrose n’a été relevée. Notons cependant qu’aucun modèle knock in 

permettant une expression des variants de CALR à des taux physiologiques n’a été publié à ce 

jour. Néanmoins ces différentes données concordent avec les résultats suggérant la présence 

de ces mutations au niveau des cellules souches des patients et leur apparition précoce au 

cours de la maladie. (Klampfl et al., 2013; Nangalia et al., 2013) La présence de ces mutations 

au niveau des cellules souches est également confirmée par leur possible mise en évidence 

chez les patients au niveau de toutes les lignées hématopoïétiques. (El-Khoury et al., 2016) 

Une activation de la voie JAK2-STAT5 en lien avec l’expression de CALR mutante a 

rapidement été démontrée sur un modèle de lignée hématopoïétique murine, les BaF3. 

(Klampfl et al., 2013) L’activation de cette voie de signalisation et l’indépendance (ou 

hypersensibilité) vis-à-vis des cytokines à laquelle elle est associée ont par la suite été 

confirmées, notamment sur d’autres modèles cellulaires : UT-7 (lignée humaine) transduites 
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et lignées humaines et murines éditées par technologie CRISPR. (Araki et al., 2016; Balligand 

et al., 2016; Elf et al., 2016; Nivarthi et al., 2016; Shide et al., 2016) Ainsi, bien que non 

impliquées directement dans la signalisation des récepteurs aux cytokines, les mutations de 

CALR semblent donc mettre en jeu des mécanismes oncogéniques similaires aux mutations 

JAK2V617F et MPLW515. Ces données concordent par ailleurs avec les résultats de 

transcriptomique rapportant une activation de cette voie de signalisation chez les patients 

mutés pour CALR. (Rampal et al., 2014) Outre la voie JAK-STAT, d’autres voies de 

signalisation sont également mises en jeu, principalement la voie des MAPK, et dans une bien 

moindre mesure la voie PI3K-AKT. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Kollmann et 

al., 2017; Marty et al., 2016) L’activation de la voie des MAPK semble participer à l’avantage 

en terme de différenciation mégacaryocytaire conféré par les mutations de CALR. (Kollmann 

et al., 2017) Notons que ces effets fonctionnels sont bien le fait d’un gain de fonction lié à la 

nouvelle séquence du domaine C puisque la délétion de l’exon 9 n’est pas associée à quelque 

effet fonctionnel que ce soit. (Chachoua et al., 2016; Marty et al., 2016) Ces données sont 

cohérentes avec le fait que les mutations retrouvées chez les patients génèrent de manière 

constante une même séquence de 36 acides aminés au niveau terminal des protéines mutées, 

et l’absence de mutation tronquant la protéine sauvage. 

Cependant, le pouvoir oncogénique associé aux mutations de CALR diffère de celui 

associé à la mutation JAK2V617F dans la mesure où celui-ci s’exprime uniquement au niveau 

de cellules exprimant MPL. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Elf et al., 2016; Marty 

et al., 2016) Aucun effet fonctionnel (phosphorylation de STAT5 ou prolifération en absence 

de cytokine) n’est observé en présence d’autres récepteurs aux cytokines, notamment avec le 

récepteur à l’érythropoïétine pourtant proche de MPL en terme de structure. (Chachoua et al., 

2016; Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Une (petite) exception a cependant été observée 

pour le récepteur au G-CSF, dont il a été démontré qu’il pouvait déclencher une activation de 

STAT5 en présence de CALR mutée, sans toutefois permettre une indépendance des cellules 

vis-à-vis des cytokines (Chachoua et al., 2016; Marty et al., 2016). Cette association 

nécessaire avec MPL explique la spécificité de prolifération sur le compartiment 

mégacaryocytaire observée in vitro et in vivo et suggérée par la présentation biologique des 

patients au diagnostic. 

Si les mécanismes précis d’activation de la signalisation initiée par MPL en présence 

des mutants de CALR restent à déterminer précisément, quelques informations ont déjà été 
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avancées. La première donnée importante est l’interaction physique spécifique qui existe entre 

les CALR mutantes et le récepteur MPL. Ainsi seules les protéines CALR mutées 

interagissent avec MPL. (Araki et al., 2016; Elf et al., 2016; Marty et al., 2016) Par contre, la 

spécificité d’interaction de ces protéines envers le récepteur MPL reste discutée : Araki et al. 

rapportent l’existence d’une interaction entre CALR mutées et récepteurs à l’érythropoïétine 

et au G-CSF, tandis que Elf et al. ne la retrouvent pas. Cependant, une interaction avec ce 

dernier est probable puisque Chachoua et al. ont mis en évidence une activation de la voie 

JAK2-STAT lorsque les CALR mutantes étaient exprimées conjointement avec le récepteur 

au G-CSF. Au niveau de MPL, seule la partie extracellulaire est nécessaire à l’interaction 

avec les CALR mutées. Plus particulièrement, cette liaison nécessite les sites de glycosylation 

de MPL (principalement le plus distal). Au niveau de CALR, ce sont les sites d’interaction 

avec les glycans présents au niveau du domaine N (notamment la phénylalanine 106 et 

l’aspartate 135) qui assurent l’interaction. Notons que cette liaison se fait indépendamment du 

site de liaison de MPL à la TPO. La liaison de CALR à MPL stabiliserait ainsi une 

conformation du récepteur associée à l’activation d’une signalisation. Cette liaison serait 

également associée avec une altération du trafic de MPL dans la voie de sécrétion, 

puisqu’elles sont associées à une augmentation de la proportion de MPL présentant des motifs 

glycans immatures (non édités dans le Golgi, Chachoua et al., 2016) Les effets de 

l’expression des mutants de CALR sur l’expression de MPL à la surface des cellules restent 

également discutés. (Araki et al., 2016; Balligand et al., 2016) Néanmoins plusieurs équipes 

ayant observé une atténuation de la réponse à la TPO en présence de CALR mutée, on peut 

imaginer que cet effet soit lié à une moindre présence de son récepteur à la surface des 

cellules. (Balligand et al., 2016; Marty et al., 2016; Shide et al., 2016) 

Les raisons de cette interaction aberrante CALR mutée-MPL ont été étudiées. Le 

modèle proposé par Araki et al. est le suivant. Dans la calréticuline sauvage, l’interaction 

entre le domaine N de CALR et MPL est inhibée par le domaine P. Cette inhibition est par 

contre levée en présence de la nouvelle séquence du domaine C générée par les mutations. 

(Araki et al., 2016) Elf et al. ont de plus mis en évidence que cette propriété du domaine C 

muté n’était pas liée directement à une séquence en acides aminés spécifique, mais aux 

multiples charges positives créées par les mutations. En effet, le remplacement de tous les 

résidus non chargés par des glycines ne modifie pas le pouvoir oncogénique des protéines. 

(Elf et al., 2016) Ceci concorde avec le fait que des mutations de la calréticuline murine 

(del52, ins5 et del61) sont capables d’induire une activation du récepteur MPL humain et ce 
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malgré une séquence différente de leurs homologues humains. (Balligand et al., 2016) 

 

B. Autres hypothèses 

 

a. Impact sur la signalisation calcique 

 

L’une des deux grandes fonctions de la calréticuline étant d’assurer un rôle de tampon 

calcique, la question de l’impact des mutations de CALR sur la signalisation associée à cet 

élément était légitime, d’autant plus que ces mutations perturbent directement les résidus 

impliqués dans cette fonction. A ce jour, une seule étude s’est intéressée à cette hypothèse. 

Celle-ci a montré que les mutations associées à la conservation du minimum de résidus 

chargés négativement (dénommées mutations type 1-like) augmentaient l’amplitude de la 

libération du calcium depuis le RE, ainsi que l’influx de calcium dans les cellules à partir du 

milieu extracellulaire. Les autres mutations qui conservent plus de résidus chargés 

négativement (et donc encore capables de lier le calcium) ne semblent pas perturber de 

manière significative la signalisation calcique. (Pietra et al., 2016) Dans les expériences in 

vitro présentées dans le paragraphe précédent, l’intensité de signalisation en aval de MPL ne 

différait pas entre les mutations de type 1 et de type 2. Il est donc possible que les différences 

phénotypiques observées entre ces 2 mutations chez les patients d’une part, et dans les 

modèles murins d’autre part, soient liées à cet effet différentiel sur la signalisation calcique. 

b. Rôle paracrine 

 

Devant le rôle de la calréticuline dans la voie de sécrétion des glycoprotéines et 

l’importance des cytokines dans la régulation de l’hématopoïèse, quelques équipes se sont 

intéressées à rechercher un effet paracrine qui pourrait participer au pouvoir oncogénique 

associé aux mutations de CALR. Si les mutations de CALR de type 1 semblent favoriser la 

sécrétion de diverses cytokines (principalement GM-CSF, IL-10, IL-12, MIP-1α et MIP-1β), 

les mutations de type 2 ne sont pas associées au même profil sécrétoire (elles stimulent 

principalement la sécrétion d’IL-7 et de MIG). (Garbati et al., 2016) Cependant, cette étude ne 

s’est intéressée qu’à la sécrétion de cytokines par des monocytes purifiés à partir de 

prélèvements de patients présentant une mutation de CALR ou conditionnés par du 
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surnageant de cellules HeLa transfectées avec différentes formes de CALR. L’étude du 

sécrétôme des cellules hématopoïétiques présentant des caractéristiques mégacaryocytaires 

aurait probablement été plus appropriée pour évaluer ces aspects physiopathologiques. 

Néanmoins, la co-culture d’UT-7 non modifiées et d’UT-7 exprimant la forme mutée type 2 

de CALR ne semble pas favoriser la croissance des premières en présence ou en absence 

d’apport exogène de TPO. (Araki et al., 2016) De la même manière, l’adjonction de 

concentrés de surnageants de cellules 32D exprimant la mutation de type 1 de CALR ne 

permet pas de rendre indépendantes aux cytokines des cellules exprimant la forme sauvage de 

CALR. (Han et al., 2016) Ce mode d’action paracrine s’il existe ne semble donc pas majeur 

dans la physiopathologie des SMP associée aux mutations de CALR. 

c. Phagocytose 

 

Etant donné le rôle de l’expression de CALR à la surface des cellules dans la 

phagocytose, et suivant l’hypothèse selon laquelle la perte du motif KDEL dans les protéines 

mutantes affecte leur localisation, une association entre mutations de CALR et sensibilité 

différentielle à la phagocytose a été recherchée. Si certains groupes ont suggéré une 

augmentation de l’expression de CALR mutée à la surface des cellules (Araki et al., 2016; 

Vainchenker, 2016) la sensibilité des cellules à la phagocytose ne semble pas modifiée par les 

mutations de CALR. (Daitoku et al., 2016)  

4. Recherche des mutations de CALR et quantification des charges alléliques 

 

A. Intérêt de la quantification des charges alléliques dans les SMP : l’expérience 

JAK2V617F 

 

Dès la description des mutations JAK2V617F, des profils variés ont été observés, 

certains patients présentant une disparition quasi complète de l’allèle sauvage, tandis que 

d’autres semblaient porter la mutation avec une charge plus faible. (James et al., 2005) Des 

études ultérieures ont indiqué que les différents SMP étaient associés à des charges alléliques 

variables. La moitié des patients ayant une PV ou une MFP se présentent ainsi avec une 

charge mutationnelle supérieure à 50%, alors que la plupart des cas de TE présentent des 

charges inférieures à 50%. (Larsen et al., 2007; Lippert et al., 2006) La détermination des 

charges alléliques au diagnostic permet ainsi de différencier les types de SMP. Ce paramètre 
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peut également apporter une valeur pronostique : les patients polyglobuliques avec les charges 

JAK2V617F les plus élevées évoluent plus volontiers vers une myélofibrose et présentent un 

risque de thrombose plus important. Dans les TE, les fortes charges alléliques JAK2V617F 

prédiraient également un risque thrombotique majoré. (Vannucchi et al., 2007) Au contraire 

dans les MFP, un pronostic péjoratif est associé aux charges alléliques les plus faibles. 

(Guglielmelli et al., 2009) 

Outre la caractérisation des patients au diagnostic, la détermination de la charge 

allélique est intéressante pour suivre l’efficacité des traitements proposés aux patients. Le 

médicament le plus efficace à ce jour pour réduire la taille du clone malin est l’interféron α2a 

dont il a été montré qu’il pouvait induire des rémissions moléculaires. (Kiladjian et al., 

2008b) De la même manière, les allogreffes de moelle osseuse, seul traitement 

potentiellement curateur, s’accompagnent d’une diminution drastique de la charge 

mutationnelle JAK2V617F. Les patients pour lesquels la mutation reste détectable à un taux 

supérieur à 1% un mois après la greffe sont à plus haut risque de rechute. Une surveillance 

rigoureuse des patients permet ainsi de guider les interventions par exemple en réalisant des 

injections de lymphocytes du donneur. (Kröger et al., 2009; Lange et al., 2013) 

B. Techniques de détection des mutations de CALR 

 

Depuis la découverte des mutations de CALR, différentes techniques ont été 

développées afin de permettre leur détection chez les patients. Si le séquençage « classique » 

de type Sanger permet d’emblée d’identifier la mutation portée par les patients, il présente de 

nombreuses contraintes en termes de coût, de temps ainsi qu’une faible sensibilité (estimée à 

10-20% en général). Le séquençage à haut débit (qui a permis l’identification de ces 

mutations) permet de gagner en terme de sensibilité de détection, (Jeromin et al., 2016) mais 

les différentes technologies existantes n’étant pas forcément très adaptées à la détection de 

mutations de type insertions/délétions et leur application restant restreinte à des laboratoires 

très spécialisés, leur utilisation en pratique courante reste très limitée. Différentes méthodes 

de criblage ont ainsi été développées. Une première technique est l’HRM (High Resolution 

Melting), basée sur l’analyse à haute résolution du profil de dénaturation des amplicons. (Chi 

et al., 2014; Lim et al., 2015) Celle-ci ne permet cependant pas d’identifier les variants non 

pathologiques de CALR (délétions conservant le cadre de lecture), ni d’estimer la charge 

allélique des mutations. L’analyse de fragment consiste à réaliser une PCR « classique », si ce 
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n’est que l’une des amorces utilisées est marquée par un fluorochrome. Les amplicons sont 

ensuite séparés par électrophorèse capillaire afin de déterminer leur taille. Cette méthode est 

celle décrite dans la publication de Klampfl et al. Rapportée par la suite dans différentes 

études, son utilisation est largement répandue dans les laboratoires hospitaliers. (Rumi et al., 

2013; Klampfl et al., 2013; Broséus et al., 2014; Langabeer et al., 2014) Cette technique 

présente l’avantage d’estimer la charge allélique à partir des aires sous les pics 

d’électrophorégramme. Pour ces deux approches cependant, la confirmation du type de 

mutation nécessite la mise en œuvre d’un séquençage. 

Du fait de l’expérience acquise avec JAK2V617F, différentes équipes ont souhaité 

développer des techniques permettant d’évaluer plus précisémment la charge allélique. 

Certaines sont basées sur le principe de la PCR en temps réel. (Kjær et al., 2016; Zinke et al., 

2015) Une autre approche est basée sur le principe de la PCR digitale. (Anelli et al., 2016; 

Badbaran et al., 2016; Mansier et al., 2016) Celle-ci correspond à la réalisation d’une PCR en 

point final réalisée après partitionnement de l’échantillon. La quantification (absolue) est alors 

obtenue en dénombrant le nombre de partitions où une amplification est détectée. (Vogelstein 

and Kinzler, 1999) 

C. Etude des charges alléliques CALR et corrélations clinico-biologiques 

 

A ce jour, peu de travaux se sont intéressés à l’étude des charges alléliques CALR. 

Plusieurs équipes ont rapporté des charges alléliques significativement supérieures aux 

charges JAK2V617F. En fait, ce qui frappe le plus est une certaine homogénéité des valeurs 

observées pour les mutation de CALR comparativement à JAK2V617F. Ainsi, les charges 

mutationnelles CALR sont rarement inférieures à 10%, et excèdent exceptionnellement 50%. 

(Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016) En ce qui concerne les 

MFP, les résultats sont encore plus regroupés, la quasi-totalité des cas présentant une charge 

allélique de 50%. (Andrikovics et al., 2014; Cabagnols et al., 2014) Dans ces conditions, la 

recherche d’une corrélation entre charge mutationnelle et phénotype paraît plus compliquée 

qu’avec les mutations de JAK2. Cependant, il semblerait que les patients présentant des 

charges alléliques plus faibles aient une leucocytose et une thrombocytose moindre, alors que 

leur taux d’hémoglobine serait supérieur. (Andrikovics et al., 2014) Par ailleurs, les patients 

atteints de TE et présentant une charge allélique faible (<10%) seraient quant à eux plus 

jeunes. (Jeromin et al., 2016) Ces données n’ont toutefois jamais été confirmées. 
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Comme pour JAK2V617F, la quantification de la charge allélique des mutations de 

CALR constitue également un bon moyen d’évaluer la réponse aux traitements. Il a ainsi été 

démontré qu’un traitement par interféron ou une allogreffe de moelle osseuse pouvait 

s’accompagner d’une diminution de la charge voire d’une disparition de la mutation. 

(Cassinat et al., 2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2015)   
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OBJECTIFS 
 

Rapidement après la découverte des mutations de CALR, nous avons souhaité apporter 

notre contribution à la compréhension des mécanismes physiopathologiques qui leur sont 

associés. Une approche assez globale a été envisagée, afin de caractériser ces mutations 

d’abord sur un plan translationnel, mais également dans des aspects plus fondamentaux. 

 

Forts de notre expertise sur la quantification des charges alléliques JAK2V617F, la 

question d’une caractérisation fine des patients présentant une mutation de CALR en terme de 

charge mutationnelle nous a semblé intéressante. Nous avons pour ce faire développé un outil 

précis et sensible permettant de rechercher et quantifier précisément la charge allélique des 

mutations de type 1 et de type 2 CALR. La technique de PCR digitale que nous avons mise au 

point s’est également révélée être un outil utile pour l’étude des propriétés des protéines 

mutantes (voir en dessous). 

 

Concernant les aspects fondamentaux, nous avons voulu tirer parti de l’association des 

compétences de notre équipe, spécialisée dans l’étude des syndromes myéloprolifératifs, et de 

celle du Dr Eric Chevet, référente dans l’étude de la biologie du réticulum endoplasmique. Le 

projet avait initialement pour but de déterminer l’impact de l’expression des protéines mutées 

sur l’homéostasie du RE. Nous souhaitions notamment déterminer l’implication du stress du 

RE dans le développement des maladies associées à ces mutations ou encore évaluer leur 

impact sur la synthèse des glycoprotéines sécrétées et membranaires. Cependant, dès nos 

premières études protéiques, nous avons constaté la très faible expression des protéines 

mutantes dans les différents modèles exploités (lignées cellulaires et prélèvements primaires 

de patients). L’absence de défaut transcriptionnel ayant été écarté par la quantification des 

charges alléliques CALR sur ARN par PCR digitale, nous avons exploré l’hypothèse d’une 

dégradation des protéines dans les cellules. Cette hypothèse s’étant révélée exacte, la 

compréhension des mécanismes impliqués dans ce processus nous a paru importante tant pour 

évaluer son rôle dans le développement des SMP, que pour proposer une approche 

thérapeutique intéressante en modulant ce phénomène. 
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Enfin, dans le but de renforcer l’association de ces mutations avec la prolifération 

portant spécifiquement sur le compartiment mégacaryocytaire, nous avons recherché les effets 

de la différenciation vers ce lignage sur les niveaux d’expression des protéines CALR 

mutantes.  
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1. Synthèse de l’article 

 

Deux techniques de quantification des mutations de CALR ont été développées dans 

notre équipe. La première, utilisée en routine, est l’analyse de fragments. Celle-ci consiste en 

une réaction de PCR en point final dans laquelle l’une des amorces porte un fluorochrome. La 

taille des amplicons est ensuite déterminée par électrophorèse capillaire. La proportion des 

différents amplicons peut alors être estimée à partir des aires sous les pics leur correspondant. 

Afin de disposer d’une technique plus sensible et plus précise, une quantification des 

mutations de type 1 et de type 2 par PCR digitale a été développée. La PCR digitale consiste 

en la réalisation d’une PCR en point final après partitionnement de l’échantillon. Dans le cas 

de la PCR digitale développée par BioRad, ce partitionnement est obtenu en réalisant la 

réaction en émulsion. L’échantillon est ainsi emprisonné dans des goutelettes d’huiles dans 

lesquelles l’amplification de la cible se fait de manière indépendante. L’application d’une loi 

de poisson permet alors une quantification absolue du nombre de copies de la cible à partir du 

nombre de partitions dans lesquelles une amplification a été obtenue.  

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

courante de déterminer les charges mutationnelles à partir d’ADN, moins sujet à des 

dégradations. Cette pratique permet d’estimer la taille du clone malin. L’utilisation d’ARN 

(non recommandée pour le diagnostic ou le suivi des patients) a quant à elle 2 buts potentiels : 

évaluer les niveaux d’expression des formes sauvages et mutées, et éventuellement gagner en 

sensibilité. 

Dans un premier temps, nous avons déterminé les performances analytiques des 2 

techniques développées. Dans nos mains, l’analyse de fragments présente respectivement une 

sensibilité de 3% et 1,5% pour les mutations de type 1 et 2 avec une variabilité relativement 

importante, particulièrement pour les faibles charges. Comme attendu, la sensibilité de la 

quantification par PCR digitale est bien supérieure, permettant la détection de mutations 

présentes à très faible niveau (0,025% pour les 2 mutations). La précision de la quantification 

est également bien améliorée avec cette technique comparativement à l’analyse de fragments. 

Dans un deuxième temps, nous avons comparé les résultats obtenus par les 2 méthodes 

sur les mêmes échantillons. Ceci nous a permis de démontrer que la technique d’analyse de 
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fragments a tendance à sur-estimer les charges alléliques < 50% et sous-estimer les charges > 

50%, alors que la PCR digitale ne semble pas présenter de déviation par rapport aux valeurs 

théoriquement attendues. 

Enfin, l’interêt de la quantification des charges alléiques CALR par PCR digitale dans 

le suivi des patients a été démontré pour le cas des allogreffes de moelle osseuse dans le cadre 

de myélofibroses. Comme précédemment rapporté, les charges mutationnelles diminuent 

fortement après allogreffe, devenant parfois indétectables. Pour l’un des 4 patients étudiés, la 

mutation est réapparue à un taux très faible, détectable uniquement par PCR digitale. Ceci a 

précédé une rechûte quelques temps après. De manière prospective, on aurait pu envisager 

une modulation de l’immunothérapie, voire une réinjection des lymphocytes du donneur pour 

éviter cette rechute. 
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2. Résultats complémentaires 

 

Comme nous allons le développer dans la 2ème partie, la suite de notre travail a consisté à 

déterminer les mécanismes conduisant à la faible expression des protéines CALR mutantes 

comparativement à la protéine sauvage. La première raison à écarter était un défaut 

transcriptionnel ou une dégradation des ARNm de la forme mutante. Nous avons ainsi établi 

des comparaisons de charges mutationnelles sur des prélèvements de patients à partir d’ADN 

et d’ARN. Ces acides nucléiques ont été extraits de polynucléaires neutrophiles purifiés ou de 

leucocytes totaux. Dans ce dernier cas, une correction par la propotion de polynucléaires 

permet d’estimer le résultat qui aurait été obtenu sur une population purifiée. (Hermouet et al., 

2007) La Figure 19 illustre que les résultats obtenus sur ARN après correction sont assez 

comparables à ceux observés sur ADN extrait de polynucléaires neutrophiles. Une 

comparaison sur des acides nucléiques extraits des mêmes populations cellulaires confirme 

par ailleurs ces données (Figure 20). 
 

 

 
 

Figure 19 : Comparaison des charges alléliques CALR déterminées à partir d’ADN et d’ARN 

Les charges alléliques des mutants CALR déterminées par analyse de fragments (A) ou PCR digitale 
(B) ont été comparées entre ADN de polynucléaires neutrophiles (ADN PNN), ARN de leucocytes 
totaux (ARN GB) et ARN de leucocytes totaux après correction par la polynucléose neutrophile (ARN 
GB corrigé) sur des prélèvements effectués à la même date. 
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Figure 20 : Comparaison des charges alléliques des mutants CALR déterminées à partir d’ADN et 

d’ARN 

Les charges alléliques CALR déterminées par analyse de fragments ont été comparées entre ADN et 
ARN extraits des mêmes populations cellulaires : polynucléaires neutrophiles (A) ou leucocytes totaux 
(B). Dans les 2 cas, les 2 types d’acides nucléiques ont été extraits à partir du même prélèvement. 
 

La technique de PCR digitale nous a également été utile pour déterminer les niveaux 

d’expression des ARNm des variants de CALR dans nos lignées cellulaires. En effet, l’ajout 

de l’étiquette à la partie C-terminale de la protéine (un épitope Myc-6-Histidine) nous a 

conduit à supprimer la partie 3’ non traduite. Or c’est à ce niveau que l’amorce anti-sens 

utilisée en analyse de fragments s’hybride. De ce fait, seule la technique de PCR digitale était 

utilisable pour déterminer les niveaux d’expression des ARNm de nos transgènes, qui se sont 

révélés être au moins égaux à ceux de la forme sauvage endogène. 

Ces différentes données nous ont permis de conclure que les faibles niveaux 

d’expression des protéines CALR mutantes n’étaient pas liés à un défaut transcriptionnel ou 

une hyper-dégradation de leurs ARNm.   
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1. Synthèse de l’article 

 

La calréticuline étant un acteur central dans le contrôle qualité des glycoprotéines 

sécrétées, nous nous sommes intéressés dans un premier temps à étudier l’impact des 

mutations de CALR sur l’homéostasie du RE. Nos résultats indiquent que l’expression de ces 

protéines aberrantes perturbe peu ou pas l’équilibre de ce compartiment cellulaire. Ceci 

concorde avec des résultats d’étude de stress du RE effectuée chez des patients atteints de 

SMP : les patients présentant des mutations de CALR exhibent des niveaux d’épissage de 

XBP1 comparable à celui de patients non atteints de SMP. 

Au début de notre travail, nous avons observé dans des lignées HEK293T transfectées 

et des lignées hématopoïétiques transduites que les niveaux d’expression des protéines 

mutantes étaient bien inférieurs à celui de la protéine sauvage. L’évaluation des charges 

alléliques CALR sur ARN nous a permis d’écarter des problèmes de transcription de nos 

transgènes. Cette faible expression des protéines mutées a par ailleurs été confirmée au niveau 

de plaquettes et de polynucléaires de patients exprimant la protéine mutée de façon endogène. 

Nous avons donc voulu déterminer les raisons de cette faible accumulation dans les cellules. 

Les mutations de CALR étant associées à la perte du motif de rétention dans le RE, la 

première hypothèse était celle d’une hypersécrétion des protéines mutantes. Cependant, que 

ce soit sur HEK293T ou sur les lignées hématopoïétiques (K562, DAMI, TF-1 et UT-7), 

aucun excès de relargage dans le milieu extracellulaire n’a pu être détecté. 

La deuxième hypothèse expliquant la faible expression des protéines mutantes était 

celle d’une dégradation. Le traitement des cellules par des inhibiteurs du protéasome (MG132 

et lactacystine) a permis d’observer de manière très reproductible une forte augmentation de 

l’expression des CALR mutées, pointant une dégradation dans laquelle la voie ERAD-

protéasome joue un rôle prépondérant. L’inhibition de la voie autophagique ayant un effet 

plus faible, cette voie semble plus accessoire dans le phénomène de dégradation. 

L’utilisation d’inhibiteurs de glucosidase et de mannosidase nous a indiqué que cette 

dégradation n’était pas médiée par des anomalies de motifs N-glycosylés. Par contre, un 

criblage moléculaire avec des siARN nous a permis d’identifier EDEM3 comme un acteur 
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majeur dans cette dégradation, son extinction permettant d’augmenter l’expression des 

protéines mutantes de type 1 et de type 2. 

Pour finir, nous avons voulu déterminer si EDEM3 pouvait constituer une cible 

thérapeutique intéressante pour atteindre spécifiquement les clones présentant une mutation 

de CALR. Une première approche a consité à sur-exprimer EDEM3 afin de « nettoyer » les 

cellules des protéines mutées persistantes dans les cellules. Cette approche n’a cependant pas 

permis d’inhiber la prolifération associée aux protéines mutantes. Une deuxième approche a 

consisté au contraire à rechercher les effets d’une extinction d’EDEM3 sur la survie et la 

prolifération cellulaire. Selon cette seconde hypothèse, la dégradation des protéines mutantes 

est nécessaire afin qu’elles n’exercent pas d’effet toxique. Les résultats de cette partie ne sont 

cependant pas encore disponibles. 
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Abstract 

Mutations in the Calreticulin gene (CALR) observed in Myeloproliferative Neoplasms 

(MPN) were recently shown to be pathogenic via their interaction with MPL and the 

subsequent activation of the JAK-STAT pathway. However, little is known on the biological 

properties of those variant CALR proteins and their impact on endoplasmic reticulum (ER) 

homeostasis. In this study, we showed that expression of CALR mutants does not 

compromise ER homeostasis in cultured cells or in patients’ samples nor the sensitivity of 

hematopoietic cells towards ER stress-induced cell death. Interestingly, we showed that the 

expression of CALR variants is generally low because of their degradation mostly through an 

ER Associated Degradation (ERAD)-proteasome pathway. Furthermore we identified 

EDEM3 as the major ERAD component involved in the degradation of CALR variants. We 

propose that EDEM3 and more generally the ERAD could be considered as potential 

therapeutic targets for selectively inhibiting the CALR mutant-dependent proliferation 

associated with MPN. 
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Introduction 

 

Essential Thrombocythemia (ET) and Primary Myelofibrosis (PMF) are classical 

Philadelphia negative myeloproliferative neoplasms (MPN) characterized by a proliferation 

predominantly affecting the megakaryocytic compartment.(1) The pathophysiology of these 

hematological malignancies became clearer after the discovery of mutations in JAK2 (2,3,4,5) 

and in the thrombopoietin receptor MPL(6) that were responsible for the constitutive 

activation of the JAK-STAT pathway. More recently mutations in the calreticulin gene 

(CALR) bridged some gaps in the mechanisms underlying the oncogenesis of JAK- and MPL-

unmutated ET and PMF.(7,8) Calreticulin is an endoplasmic reticulum (ER) resident lectin 

mainly involved in the quality control and productive folding of secretory glycoproteins.(9) 

Calreticulin, together with its transmembrane homolog calnexin(10), binds monoglucosylated 

newly synthesized glycoproteins and contribute to their productive folding before export to 

their final destination site.(11) When newly synthesized glycoproteins cannot achieve proper 

folding due to the presence of mutations or environmental challenges, they enter a 

glycoprotein quality control machinery comprising UDP-glucose glucosyl transferases 

(UGGT) and ER mannosidases that will allow for more folding cycles.(12) If they still fail to 

achieve the expected conformation, improperly folded glycoproteins are triggered for 

degradation through the ER Associated Degradation (ERAD)-proteasome system.(13) In 

some circumstances, for instance when ERAD is saturated, misfolded proteins can 

accumulate in the ER thereby leading to a condition known as ER stress.(14) ER stress 

triggers an adaptive signaling pathway named the Unfolded Protein Response (UPR) that 

aims at restoring ER homeostasis.(15)  

The CALR mutations discovered in ET and PMF consist of +1/-2 frameshift mutations 

in the exon 9 leading to the generation of a novel, positively charged C-terminal sequence and 

a loss of the KDEL ER-retention motif.(7,8) Despite recent advances highlighting the 

interaction between mutant CALR and the MPL receptor which trigger the constitutive 

activation of the JAK-STAT pathway,(16,17) the precise mechanisms involved in the 

oncogenic properties of CALR variants remain poorly understood. In the present study, we 

show that expression of CALR variants in cultured cells does not significantly disturb ER 

homeostasis. Moreover, CALR variants were found to be faintly expressed in the cells, not 

because of an excessive secretion associated with the loss of the KDEL motif, but rather due 

to a catabolic process mainly mediated by the ERAD-proteasome system. We identified 

EDEM3 as one key actor involved in this mechanism, required to trigger the degradation of 
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CALR variants. We propose that EDEM3 and the ERAD-proteasome pathway could 

represent therapeutic targets for selectively targeting CALR mutant-clones in MPN.  

 

Material and methods 

 
Patients and DNA constructs 

Complementary DNA from patients with CALR WT, type 1 (del52, c.1099_1150del) 

or type 2 (ins5, c.1154_1155insTTGTC) mutants were obtained at CRB santé – CHU de 

Bordeaux after written informed consent. They were cloned into pcDNA6-Myc-6xHis, with 

the KDEL motif cloned prior to the Myc-6xHis-epitope for the WT CALR. These constructs 

of tagged CALR were then subcloned into the pCW57.1 (tetracycline-inducible expression; 

kind gift of R. Iggo, Univ. Bordeaux) using the Gateway technology (Thermo Fisher). Non 

tagged WT, del52 and ins5 CALR were obtained by directly cloning their cDNA into a 

lentiviral vector bearing a GFP reporter gene. The MPL cDNA was obtained from a healthy 

donor and cloned into a lenviral vector carrying a Tomato fluorescent reporter. EDEM3 

cDNA was amplified from HEK293T cells and cloned into a lentiviral vector carrying a 

ZsGreen fluorescent reporter with insertion of a 3X-Flag tag before the KDEL motif. 

CRISPR-based extinction of EDEM3 expression was achieved by cloning the specific sgRNA 

(5’-actcgacctctacaggttaaagg) into a plasmid derived from lentiCRISPRv2, a gift from Feng 

Zhang, Adgene plasmid #52961(18), in which the puromycin resistance gene was replaced by 

a ZsGreen fluorescent reporter gene. Total leukocytes from MPN patients and patients with 

reactive hyperleukocytosis were purified from peripheral blood samples by lysis of red blood 

cells. 

 

Cell culture and lentiviral transduction 

 HEK293T cells were cultured in DMEM (Life technology) supplemented with 

10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 μg/mL and L-glutamine 2 mM and were 

transfected using the calcium phosphate method. K562 and TF-1 were obtained from DSMZ 

and cultured in RPMI (Life technologies) supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, 

streptomycin 100 μg/mL and L-glutamine 2 mM. UT-7 MPL were generated by transduction 

of UT-7 EPO cells with a MPL lentiviral vector and cultured in IMDM (GE Healthcare, 

Fisher Scientific) supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 

μg/mL, L-glutamine 2 mM, HEPES 10mM and β-mercaptoethanol 50 μM. TF-1 and UT-7 

MPL were cultured in presence of 10 ng/mL of rhIL3 or rhTPO respectively. DAMI cells 
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were cultured in IMDM supplemented with 10% FBS, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 

μg/mL and L-glutamine 2 mM. Lentiviral vectors were produced by the vectorology platform 

of the University of Bordeaux. After transduction, cells were selected by puromycin treatment 

or sorted on the expression of the fluorescent reporter. For the pCW57.1 vector, expression of 

the transgenes was induced by treatment with doxycycline 2 μg/mL (Sigma Aldrich). 

 

Chemicals and antibodies 

Proteasome inhibitor MG-132 (10 μM) and DBeQ (5 μM) were obtained from Santa 

Cruz Biotechnologies. Autophagy inhibitors chloroquine (CQ, 50-100 μM) and Bafilomycin 

A1 (Bafilo, 100 μM), Tauroursodesoxycholic acid (TUDCA, 1 mM) and 4-phenylbutyric acid 

(4-PBA; 5 mM), the glucosidase inhibitor castanospermin (CST, 750 μM) and the 

mannosidase inhibitor kifunensin (KIF, 25 μg/mL) were from Sigma Aldrich. The proteasome 

inhibitor lactacystin (LCT, 50 μM), the glucosidase inhibitor 1-Deoxynojirimycin (DNJ, 1 

mM) and the N-glycosylation inhibitor tunicamycin (Tc) were obtained from Calbiochem. 

Proteases inhibitor cOmpleteTM was from Roche. Monoclonal rabbit anti-calreticulin 

(EPR3924) and rabbit polyclonal anti-MPL (06-944) were from Merck Millipore. The mouse 

monoclonal antibody CAL2 (Dianova) against the C-terminal sequence of the CALR mutants 

was purchased from Dianova. The mouse monoclonal anti-Myc antibody (9E10) and rabbit 

anti-STAT5 were ordered from Santa Cruz Biotechnology. Monoclonal anti-actin antibody, 

monoclonal antibody against Flag tag (F1804) and EDEM3 (E0409, a kind gift of M. 

Bouchecareilh, Univ. Bordeaux) were from Sigma-Aldrich. Rabbit anti-Phospho-STAT5-

antibody (Y694) was purchased from Cell Signaling Technology. Annexin V-APC was from 

eBiosciences and DAPI from ThermoFischer Scientific. 

 

RNA Interference 

siRNAs against different actors of ERAD were obtained from Ambion 

(ThermoFischer Scientific). These oligonucleotides were delivered into HEK293T cells by 

transfection at a concentration of 50 nM using the calcium phosphate method. 

 

Proliferation and apoptosis assays 

UT-7 MPL cells were washed four times in PBS before resuspension in IMDM in 

presence or absence of Doxycyclin and TPO.  MTS assays were performed with the Celltiter-

Glo reagent (Promega) according the manufacturer’s instructions. Viable cell counts 

(Annexin V - / DAPI -) were performed on a FACSCantoII using HTS module. Cellular 
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mortality was expressed as the proportion of cells labelled by annexin V (labelled by DAPI or 

not). Data were analyzed with FacsDiva software. 

 

Western blotting 

Cells were lysed with Laemmli buffer or Cell Lysis Buffer (Cell Signalling 

Technology). After separation by SDS-PAGE, proteins were transferred to PVDF membranes 

with Transblot Turbo (Bio Rad). Proteins were detected via chemoluminescence with a LAS-

3000 Camera (Fujifilm) or Amersham Hyperfilm MP autoradiography films (GE Healthcare) 

and quantified using ImageJ software. Proteins contained in the supernatants were 

precipitated by trichloroacetic acid treatment, then washed twice with aceton and resuspended 

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

 

RT-qPCR and ddPCR 

Total RNA were extracted using Trizol reagent (Life technologies) and treated by 

DNAse (Ambion) before cDNA synthesis with First Strand cDNA synthesis kit (Roche) 

according to manufacturer’s instructions. CALR mRNA expression was assessed by digital 

droplets PCR (ddPCR) as previously described.(19) UPR target genes expression and XBP1 

splicing were evaluated as previously described.(20) 

 

Statistical analyses 

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA, paired t-test (to evaluate the 

impact of treatments), or unpaired t-test (to compare the effects of the different forms of 

CALR). All analyses were performed using GraphPad Prism software. Significant differences 

were determined by p<0.05. 
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Results 

 

Mutant CALR expression does not alter ER homeostasis 
CALR having a central role in the quality control of glycoproteins in the secretory 

pathway, we first asked if the expression of CALR mutants disturbed ER homeostasis. 

Moreover, CALR mutations being associated with a specific megakaryocytic proliferation, we 

addressed this question by using hematopoietic cell lines with megakaryocytic features. The 

expression of 3 UPR target genes (each being induced by one branch of this adaptive 

pathway) was assessed following WT or mutant CALR expression using a tetracyclin-

inducible lentiviral vector. In DAMI cells, the induction of neither del52 nor ins5 CALR 

mutants jeopardize the ER homeostasis, but on the contrary led to a global decrease in the 

expression of UPR target genes (Fig. 1A-B) although this observation was significant only for 

XBP1 splicing (for ins5 mutant, p=0.0055) and CHOP (for both del52 and ins5 mutants, 

p=0.0098 and p=0.0061 respectively). Of note, this trend to reduce UPR target genes 

expression was also observed after over-expression of the WT CALR. Similar results were 

observed in UT-7 cells, without reaching statistical significance (data not shown). In 

accordance with these data, transfection of HEK293T with CALR mutants or induction of 

CALR mutants in UT-7 cells did not alter endogenous WT CALR expression, as would be 

expected in response to ER stress. Moreover, ER stress as determined by XBP1 splicing was 

not different between leukocytes of CALR mutated patients and those of patients with reactive 

hyperleukocytosis (Fig. S1). These results suggest an attenuation of ER stress by WT or 

mutant CALR overexpression which prompted us to determine whether this could lead to a 

decrease of ER stress induced-apoptosis. Treatment of UT-7 cells with tunicamycin or MG-

132 increased cell mortality after 24h, but CALR mutant expression did not modify the 

proportion of apoptotic cells when compared to CALR WT overexpression condition. (Fig. 

1C). These results suggest that expression of variant CALR does not significantly disturb ER 

homeostasis nor does it change cell sensitivity toward ER stress induced-apoptosis. Thus, ER 

stress does not seem to represent an important mechanism by which mutations of CALR affect 

the proliferation of MPN cells. 
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Figure 1: Impact of CALR mutant expression on ER homeostasis 
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Figure 1: Impact of CALR mutant expression on ER homeostasis 

 

Hematopoietic cell lines DAMI and UT-7 were transduced with pCW57.1 vector enabling 

tetracyclin-inducible expression of Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR. (A) Twenty-four 

hours after induction (or not) by Doxycyclin treatment (Dox), cell lysates were analyzed by 

western-blot analysis. Actin serves as a loading control. Shown are the results observed in the 

DAMI cell line. Identical profile has been obtained with the UT-7 cell line (B) Expression of 

WT, del52 and ins5 CALR mutants was induced in DAMI cell line with a tetracyclin-

inducible vector. The expression of UPR target genes was assessed by RT-qPCR before and 

48h after treatment by doxycyclin (+Dox). A control in absence of Doxycyclin 48h after start 

of the experiment was included (-Dox). GAPDH was used as control gene, and results 

normalized on the expression of the target gene by U87 cell line. For XBP1 splicing analysis, 

a RT-PCR was performed. Quantification was realised by densitometry analysis. Results are 

expressed as the ratio of the signal corresponding to the spliced form to signal relative to total 

XBP1 (spliced + non-spliced) *p<0.05, **p<0.01 (C) Cell mortality was assessed by Annexin 

V-DAPI labeling 24h after transgene expression induction and treatment by Tunicamycin (Tc, 

10 μg/mL left panel) or MG-132 (1 μM, right panel). DMSO was used as a vehicule control. 

Results are expressed as the mean proportion of cells positive for Annexin V in 3 (MG-132) 

or 4 (tunicamycin) independent experiments. 
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Supplemental Figure S1: Expression of CALR mutants does not compromise ER 

homeostasis. 
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Supplemental Figure S1: Expression of CALR mutants does not compromise ER 

homeostasis. 

 (A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-6xHis tagged WT or 

mutant CALR proteins. Fourty-eight hours later, endogenous WT CALR expression was 

assessed by western-blotting using the anti-total CALR antibody. Actin was used as a loading 

control. (B) The expression of the endogenous WT CALR was quantified and expressed as 

the ratio of CALR signal to actin signal and normalized against the “empty vector” condition. 

For Myc-6xHis tagged del52 mutant CALR (which presents the same molecular weight as the 

endogenous CALR) a correction was applied by subtracting the signal generated by the 

transgene estimated from the comparison of the signal measured for WT and ins5 CALR with 

anti-Myc and anti-CALR antibodies. Results are presented as mean +/- SEM of 3 independent 

experiments. The dashed line represent to the basal level expression. (C) Expression of WT, 

del52 and ins5 CALR mutants was induced in UT-7 cell line with a tetracyclin-inducible 

vector. Fourty-eight hours later, endogenous WT CALR expression was assessed by western-

blotting using the anti-total CALR antibody. Actin was used as a loading control. (D) The 

expression of the endogenous WT CALR was quantified and expressed as the ratio of CALR 

signal to actin signal and normalized against the “non induced” condition (-Dox). The dashed 

line represent to the basal level expression. (E) Leucocytes were obtained from peripheral 

blood samples of CALR mutated MPN patients and from patients presenting with reactive 

hyperleucocytosis (RHL). After extraction of RNA, XBP1 splicing was determined by RT-

PCR and densitometry analysis. The boxes represent the dispersion from minimum to 

maximum values. Ten patients were tested in each group. 
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Supplemental Table 1 : characteristics of patients analysed for ER stress in peripheral 

leukocytes 

 
Patient  Diagnosis CALR XBP1 splicing 

  Status Mutation  

UPN1 ET P c.1099_1150del 60,8 

UPN2 ET P c.1099_1150del 27,2 

UPN3 ET P c.1154_1155insTTGAC 59,7 

UPN4 ET P c.1099_1150del 26,0 

UPN5 ET P c.1099_1150del 44,7 

UPN6 PMF P c.1099_1150del 13,9 

UPN7 ET P c.1099_1150del 45,2 

UPN8 ET P c.1099_1150del 50,7 

UPN9 ET P c.1154_1155insTTGTC 27,8 

UPN10 PMF P c.1154_1155insTTGTC 14,2 

UPN11 RHL N - 35,4 

UPN12 RHL N - 61,4 

UPN13 RHL N - 29,4 

UPN14 RHL N - 42,3 

UPN15 RHL N - 37,8 

UPN16 RHL N - 34,4 

UPN17 RHL N - 34,4 

UPN18 RHL N - 32,1 

UPN19 RHL N - 33,8 

 

ET: Essentiel Thrombocythaemia, PMF: Primary Myelofibrosis, RHL: Reactive Hyperleukocytosis, N: Negative, P: Positive, ND: Not 

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

In order to study the specific expression of mutant CALR, we transfected HEK293T 

cells with pcDNA6 plasmids allowing the expression of a Myc-6xHis tagged proteins. 

Exogenous proteins were revealed using Western blot via their Myc epitope. While the WT 

protein was nicely expressed, the expression of the del52 and ins5 mutants was about 20-fold 

lower than the WT protein (Fig. 2A-B). This low expression level of CALR mutants was 

confirmed on platelets and polymorphonuclear cells purified from patients’ samples (Fig. S2). 

As these proteins loose their KDEL ER-retention motif, we hypothesized that this low 

expression could be due to increased leakage in the extracellular medium. To address this, 

proteins present in the cell supernatant were precipitated with trichloroacetic acid and 

analyzed by Western blot. Significant amounts of WT CALR were detected in the 

supernatants, but only limited quantities of CALR mutant proteins were found in the medium 

thereby indicating that low levels detected in the cells were not due to excessive secretion 

(Fig. 2A). This difference was not explained by a poor transcription rate since mutant CALR 

mRNA were largely predominant when quantified using ddPCR (Fig. 2C). Similar results 

were observed in hematopoietic cell lines: in K562, DAMI, UT-7 MPL and TF-1 cells, 

mutant CALR protein levels were much lower than WT CALR: the del52 mutant was barely 

detectable and the ins5 mutant was expressed at a level ~45 fold lower than the WT (Fig. 

S3A-B). Similarly to HEK293T cells, no secretion of the mutant proteins was detected in the 

supernatant of these hematopoietic cell lines (Fig. S3A). The mean allelic burdens measured 

on cDNA for del52 and ins5 mutants were respectively of 62% and 61% in K562 cells, 60% 

and 55% in DAMI cells, 50% and 51% in UT-7 MPL cells and 20% and 33% in TF-1 cells 

(Fig. S3C). 
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Figure 2: CALR mutant proteins are faintly expressed but not because of an excessive 

secretion. (A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids. Fourty eight hours later, 

cells were lysed in laemmli buffer. Proteins of cell supernatants were precipitated and 

solubilized in laemmli buffer. Total cell lysates (TCL) and supernatants (Medium) extracts 

were subjected to western-blot analysis. Actin serves as a loading control for cell lysates. 

Transfected CALR were revealed through their Myc epitope (B) Quantification of the signals 

measured on western-blot analysis of the total cell lysates of transfected HEK293T cells 

performed in (A). Results are expressed as the ratio of Myc signal to actin signal, normalized 

on the CALR WT level. The histogram represents the mean +/- SEM of 3 independent 

experiments. *** p<0.001 (C) Quantification of CALR allelic burdens on RNA of HEK293T 

48h after transfection with pcDNA6 vectors. Results are expressed as the ratio of the copy 

number of mutant CALR to the copy number of total CALR. The histograms represent the 

mean +/- SEM of 3 independent experiments. 
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Supplemental Figure S2: CALR mutant are poorly expressed in primary cells. 
Platelets and polmorphonuclear (PMN) cells were purified from peripheral blood of 11 CALR 

mutated (patients number 1 to 11) and 1 JAK2V617F mutated MPN patients (JAK2). All 

CALR mutations patients presented with a heterozygous del52 mutation except patient 6 who 

harbored a homozygous ins5 mutation. CALR proteins expression was assessed by western-

blotting using anti-total CALR antibody. Actin was used as loading control. The white arrow 

indicate the WT CALR while the black one the position of the type-1 mutant CALR. 
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Supplemental Figure S3: Low expression of CALR mutant proteins in hematopoietic 
cells is not due to an excessive secretion. 
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Supplemental Figure S3: Low expression of CALR mutant proteins in hematopoietic 

cells is not due to an excessive secretion. 

Hematopoietic cell lines were transduced with pCW57.1 vector enabling tetracyclin-inducible 

expression of Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR. (A) Twenty-four hours after 

induction, cell lysates and supernantants were analyzed by western-blot analysis. Actin serves 

as a loading control for cell lysates. Exogenous CALR were revealed through their Myc 

epitope as in Fig 2. Myc* denotes longer exposure for Myc epitope revelation. These 

experiments have been performed twice for each cell line. (B) Quantification of signals 

measured on western-blot analysis of total cell lysates performed in (A). Results are expressed 

as the ratio of Myc signal to actin signal, normalized on the CALR WT level. The histogram 

represents the mean +/- SEM of 2 independent experiments. (C) Quantification of CALR 

allelic burdens on RNA of indicated hematopoietic cell lines 24h after induction of transgene 

expression by doxycycline treatment. Results are expressed as the ratio of the copy number of 

CALR mutant to total copy number of CALR. The histogram represents the mean +/- SEM of 

3 independent experiments. 
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ERAD affects mutant CALR expression  

Since there was no difference in transcription levels and no excessive secretion of 

mutant CALR proteins, we hypothesized that their low expression levels might be due to 

excessive degradation. Concordant with this hypothesis, treatment of transfected HEK293T 

cells by the proteasome inhibitor MG-132 led to an increase in mutant CALR expression by a 

mean factor of 5 (Fig. 3A). Similar results were observed in hematopoietic cells, MG-132 

raising del52 and ins5 mutant CALR proteins expression by mean factors of 15 (p=0.0091) 

and 12 (p=0.0019) respectively in UT-7 MPL and 7 (p=0.0055) and 11 (p=0.0051) in DAMI 

(Fig. 3C and Fig. S4). By contrast, this drug only increased the level of WT CALR by a mean 

factor of 4.5. Of note, lactacystin, another proteasome inhibitor increased mutant protein 

levels with an efficacy similar to that of MG-132 (Fig. 4A-B). Autophagy being a second 

possible mechanism involved in mutant CALR proteins degradation, we inhibited this 

pathway by treating transfected or transduced cells with chloroquine and bafilomycin A1. In 

HEK293T, chloroquine and bafilomycin A1 treatments lead to an increased expression of 

del52 mutant by a mean factor of 4.2 (p=0.0022) and 1.6 (p=0.0007) respectively while they 

did not significantly increased WT CALR protein levels (Fig 3B). In hematopoietic cells, the 

effects of autophagy inhibitors were less pronounced. Indeed chloroquine and bafilomycin A1 

only increased the expression levels of CALR ins5 mutant by a mean factor of 2.8 (p=0.0432) 

and 2.7 (p=0.0177) in DAMI cells, respectively. No significant effect was observed for ins5 

mutant in UT-7 MPL cells, nor for del52 mutant in DAMI and UT-7 MPL cells.  
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Figure 3: CALR mutant proteins are substrates of ERAD-proteasome and autophagy 

degradation pathways. HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-

6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Cells were treated 24h by (A) MG-132 (10μM) 

or (B) chloroquine (CQ, 50μM) or Bafilomycine A1 (Bafilo, 100 nM) and CALR proteins 

expression was assessed by western-blotting with anti-Myc antibody. Actin was used as a 

loading control. Data presented are representative of 3 to 10 experiments. (C) UT-7 MPL cells 

were transduced with pCW57.1 lentiviral vectors to express Myc-6xHis tagged WT or mutant 

CALR proteins. Twenty four hours after doxycyclin treatment (2μg/mL), cells were treated by 

MG-132 (10μM), chloroquine (CQ, 50μM) or Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for 24h. Cell 

lysates were analyzed by western-blot. Expression level of the different forms of CALR 

proteins was expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the 

“not treated” or “DMSO" condition. Data are expressed as mean +/- SEM from 7 

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

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

degradation pathways in hematopoietic cells. 

UT-7 MPL (A) and DAMI (B) were transduced with pCW57.1 lentiviral vectors to express C-

terminus Myc-6xHis tagged WT or mutant CALR proteins. Twenty four hours after 

doxycyclin treatment (2μg/mL), cells were treated by MG-132 (10μM), chloroquine (CQ, 

50μM), Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) or combinaison for 24h. Cell lysates were analyzed 

by western-blot. The transduced CALR were detected using the Myc tag epitope. CALR 

mutants were also detected using CAL2 antibody specific of the C-terminal neo-epitope 

generated by the frameshift mutations. Actin serves as a loading control. Data presented are 

representative of 7 experiments. Myc* denotes for a longer exposure for anti-Myc antibody 

revelation. DMSO was used as a vehicule control for MG-132 and bafilomycine A1. NT 

denotes the “Not Treated” condition. For del52 mutants, 2 bands are detected with the anti-

Myc antibody, the upper band corresponding to a non-specific signal and the lower one 

corresponding to the mutant protein as confirmed by revelation with CAL2 antibody. 

Expression level of the different forms of CALR proteins in UT-7 MPL (C) and DAMI (D) 

was quantify. Results are expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then 

normalized against the “not treated” or “DMSO" condition. Data are expressed as mean +/- 

SEM from 7 experiments. *p<0.05, **p<0.01 
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In order to ensure that the identified excessive degradation was not due to the presence 

of the Myc-6xHis tag, the same experiments were performed in HEK293T cells transfected 

with plasmids encoding for non-tagged mutant CALR (Fig. S5), MG-132, chloroquine and 

bafilomycine increased the expression of the del52 variant by mean factors of 2.9, 2.1 and 1.9 

(p=0.014, p=0.0397 and p=0.14 respectively). Only MG-132 increased the expression of ins5 

mutant with a mean factor increase of 1.8 (p=0.0323). To determine if the lysosomal 

degradation pathway was involved in mutant CALR degradation, transfected HEK293T cells 

were treated with a protease inhibitor cocktail (cOmpleteTM, Fig. 4A-B). This treatment did 

not significantly increase CALR variants expression. We also raised the hypothesis that 

mutant CALR could behave as partially misfolded proteins subjected to quality control 

mechanisms. In this case, one should expect TUDCA and 4-PBA to act as chemical 

chaperones, and reduce their degradation. Interestingly, neither TUDCA nor 4-PBA did 

produce a significant effect (Fig. 4A-B), suggesting that CALR variants may be recognized as 

terminally misfolded proteins. Altogether, these experiments suggest that CALR mutant 

proteins are degraded, that the proteasome and to a lower extent the autophagy pathways are 

at play in this phenomenon and that the expression of mutant proteins can be restored to levels 

similar to WT CALR protein when the proteasome is inhibited. 
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Supplemental Figure S5 : Targeting of CALR mutant proteins to the ERAD-proteasome 
pathway is not due to the presence of the Myc-6xHis tag at the C-terminus end of the 

proteins. 
(A) HEK293T were transfected with plasmids to express non-tagged mutant CALR proteins. 

Twenty four hours later, cells were treated by MG-132, chloroquine (CQ, 50μM) or 

Bafilomycin 1A (Bafilo, 100 nM) for another 24h. The expression of the proteins was 

assessed by western-blotting using the CAL2 antibody specific of the neo-epitope generated 

by the frameshift mutations. Actin serves as a loading control. (B) Quantification results are 

expressed as a ratio of Myc signal to actin signal and then normalized against the “not 

treated” or “DMSO” condition. Data are expressed as mean +/- SEM from 5 experiments. * 

p<0.05  



 139 

Mechanisms of CALR variants targeting to ERAD 

To get more insight into the molecular mechanisms involved in the targeting of CALR 

mutant proteins to the ERAD-proteasome pathway, HEK293T cells were treated with drugs 

affecting various steps of this pathway. Neither glucosidase inhibitors (Castanospermin, 1-

Deoxynojirimycin), nor the mannosidase inhibitor (Kifunensin), the p97 inhibitor DBeQ or 

Roscovitin (previously shown to increase the expression ERAD-substrate CFTR Δ508(21)) 

affected mutant CALR degradation (Fig. 4A-B). These results suggested that recognition of a 

glycan motif is not involved in the recognition of mutant CALR proteins as a substrate for the 

ERAD pathway and that the proteasome-mediated degradation may not require the AAA+ 

ATPase p97. To further characterize the ERAD dependent intermediates involved in the 

degradation of CALR variants, we carried out an ERQC/ERAD targeted siRNA screen in 

HEK293T cells and evaluated the potential stabilization of del52 and ins5 CALR mutants. 

Among the candidates tested, EDEM3 was identified as a key player in the degradation of 

both CALR mutants (Fig. 4C-D). Indeed, EDEM3 silencing led to a 1.7-fold (p=0.0278) and a 

5.5-fold (p=0.0171) increase in the expression of the del52 and ins5 mutants, respectively. 

The effect of EDEM3 silencing on WT CALR was lower with a mean increase of 1.5-fold 

(p=0.05). Of note, glucosidase II silencing did not increase mutant CALR expression levels 

thereby confirming that recognition of these proteins as ERAD-substrate was glycan-

independent. 
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Figure 4 : EDEM3 is a key player for targeting CALR mutants to the ERAD-
proteasome pathway  
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Figure 4 : EDEM3 is a key player for targeting CALR mutants to the ERAD-

proteasome pathway  

 
(A) HEK293T were transfected with pcDNA6 plasmids to express Myc-6xHis tagged WT 

or mutant CALR proteins. Twenty-four hours after, they were treated for another 24h. CALR 

expression was then assessed by western-blotting via the Myc epitope. Actin serves as a 

loading control. Each lane corresponds to a drug as indicated in (B) and with the same order. 

(B) The expression of WT and del52 mutant of CALR was assessed and expressed as Myc 

signal divided by actin signal then normalized against the “not treated” or “DMSO” condition. 

The results presented represent mean +/- SEM determined in 2 independent experiments. NT: 

Not treated, 4-PBA : 4-phenylbutyrate, TUDCA: Tauroursodesoxycholic acid, Prot inh: 

cOmpleteTM protease inhibitors, KIF: Kifunensin, CST: Castanospermin, DNJ: 1-

Deoxynojirimycin, LCT: Lactacystin, RCV: Roscovitin, CQ: Chloroquine, Bafilo: 

Bafilomycin A1. DMSO was used as a vehicule control for all drugs except for 4-PBA, 

protease inhibitors, and chloroquine. (C) HEK293T were transfected with siRNA directed 

against different actors of the ERAD pathway. Fourty-eight hours later, they were transfected 

with pcDNA6-CALR plasmids. Twenty-four hours later, cells were lysed before analysis by 

western-blotting. CALR proteins were detected via their Myc epitope and actin was used as a 

loading control. Each lane corresponds to a siRNA as indicated in (D) and with the same 

order. (D) The expression of the different forms of CALR secondary to ERAD actors 

silencing was quantified as in (B). The histograms represent mean +/- SEM determined in 3 to 

6 independent experiments. *p<0.05 
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Targeting mutant CALR protein degradation could represent a therapeutic option for 

CALR mutated MPN patients 
As previously shown (16,17,22), the expression of CALR mutants is associated with a 

gain of function responsible for a cytokine independent proliferation in UT-7 MPL cells (Fig. 

5A). This functional effect was associated with the activation of the JAK-STAT pathway as 

assessed by the phosphorylation of STAT5 in the absence of TPO only when del52 or ins5 

CALR variants were expressed (Fig. S6). We sought to take advantage of the degradation 

pathway targeting CALR mutants to selectively impair the proliferation characteristics of the 

cells expressing these aberrant proteins. A first approach aimed at further reducing the amount 

of CALR mutant proteins in the cells through the overexpression of EDEM3, in order to rid 

the cells of CALR variants able to trigger proliferation in the absence of cytokine. To this end, 

UT-7 MPL expressing WT or mutant CALR proteins were transduced with lentiviral vectors 

to over-express a human Flag-tagged EDEM3 or a control empty vector. Despite the 

expression of the transgene (Fig. 5B), we did not observe any decrease in cell proliferation, 

regardless of the presence or absence of TPO (Fig. 5C). The second approach was to inhibit 

CALR mutant degradation in order to reach a threshold above that the aberrant protein could 

exert toxic effects. 
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Figure 5: CALR mutant proteins confere independence toward cytokine regulation. 
 (A) Proliferation of UT-7 MPL was assessed after induction of the different forms of CALR, 

and in the absence of TPO. Cell proliferation was determined by the OD after reaction with 

MTS. Results are expressed as the OD determine during each day, divided by the 

corresponding OD at D0. The graph represents the results as mean +/- SEM of 6 independent 

experiments. ** : p<0.01 

(B) Proliferation of UT-7 MPL was assessed after induction of the different forms of CALR 

in the absence of TPO and in presence of EDEM3 overexpression (EDEM3) or not (CTL). 

Cell proliferation was determined by flow cytometry after Annexin V / DAPI labelling. 

Results are expressed as the cell number measured at each time relative to day 0. The graph 

represent the results as mean +/- SEM of 3 independent experiments. 
  



 144 

 
Supplemental Figure S6 :  
UT-7 MPL were washed 4 times before being cultured in presence or absence of Doxycyclin 

(to induce the expression of different forms of CALR), and in presence or absence of TPO. 

Twenty four hours later, they were lysed, and phosphorylation of STAT5 was assessed by 

western-blotting. The expression of CALR transgenes was also assessed, but at least for del52 

mutant, the band observed correspond to a non-specific signal because it does not present 

with the expected molecular weight. 
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Discussion 

 

In this study, we have determined the impact of the expression of variant forms of 

CALR protein on the homeostasis of the ER and searched for the mechanisms involved in 

their low expression level. 

We have shown that expression of mutant CALR proteins associated with MPN does 

not trigger an ER stress contrary to what was suggested by transcriptomic analyses.(23) 

Moreover, we revealed that cells expressing these variants are as sensitive to ER stress-

induced apoptosis as cells expressing the WT CALR. These results are consistent with the 

absence of benefit of proteasome inhibitor bortezomib in the treatment of PMF patients. 

(24,25) 

The low level expression of CALR mutant proteins compared to their WT counterpart 

have previously been reported(16,17,26), but the mechanisms explaining this phenomenon 

have not been addressed comprehensively. As other groups, we have shown that CALR 

variant proteins do not leak massively into the extra-cellular medium due to the loss of their 

ER retention motif.(26,27) Treatment of cell lines with 2 different proteasome inhibitors 

revealed that these variant proteins are subjected to degradation via the ERAD-proteasome 

pathway. This process is not the consequence of the presence of a tag at the C-terminus of the 

proteins since 1) increased level of CALR mutant have been observed after MG132 treatment 

in another study using N-terminal tagged forms of CALR(28), 2) low expression levels have 

been observed in primary cells expressing endogenous (thus non-tagged) mutant CALR 

proteins, 3) a similar effect has been noticed after transfection of plasmids encoding non-

tagged proteins in HEK293T cells. Inhibition of autophagy has shown moderate effects on 

mutated CALR expression and discrepancies have been noticed depending on the drug and 

the cell line used. Moreover we did not notice a robust and reproducible additive effect of 

autophagy + proteasome inhibition over proteasome inhibition alone, suggesting a limited role 

of autophagy in CALR variants clearance. It is possible that the contribution of autophagy 

could be restricted to situations of saturation of the ERAD pathway, as previously shown in 

other models. (29) 

The features allowing CALR variants to be recognized as substrates for the ERAD 

machinery are not known. Mammalian CALR protein presents a single N-glycosylation site, 

but an effective glycosylation is detected only in stress conditions.(30) Therefore it is not 

surprising that glycan motifs are not involved in the degradation process of CALR variants as 

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



 146 

pharmacological and molecular means). Our molecular screen using siRNA shows that this 

destruction does not involve the classical ERAD machinery for soluble ER luminal proteins 

(ie OS-9, XTP3-B, SEL1L, HRD1). Moreover, DBeQ failed to increase the expression levels 

of mutated CALR suggesting that p97 is not an actor of CALR variants disposal, even though 

it is involved in the degradation of a large variety of ERAD substrates.(31) Nevertheless we 

highlighted EDEM3 as a key component in the mutated CALR protein degradation pathway. 

Moreover, the absence of effect of kifunensine treatment suggests that its mannosidase 

activity is dispensable for this process. Concordantly, the knock-down of EDEM2 acting 

upstream EDEM3 in mannose chain trimming(32) has no effect on the expression level of 

del52 and ins5 mutants. EDEM3, like other members of the EDEM family, has previously 

been shown to interact with non-glycosylated substrates. (33,34) However, its role in the 

degradation of proteins has been limited to glycosylated substrates thus far. The identity of 

the other factors involved in CALR mutated protein disposal remains unknown, but our data 

confirm the existence of a specific equipment dedicated to the degradation of non-

glycosylated substrates as previously suggested. (35) 

Activation of the degradation of misfolded proteins has been studied as a therapeutic 

option, particularly in neurodegenerative diseases.(36,37) In a similar way, we reasoned that 

increasing the clearance of CALR variants could lower their expression below a threshold 

allowing them to trigger cell proliferation.  

In a different approach, we aimed at stabilizing mutated CALR proteins by 

inactivating EDEM3 in order to evaluate if the degradation pathway highlighted was part of 

the pathophysiology associated with CALR mutations, and if it could represent a therapeutic 

target.  
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2. Résultats complémentaires 

Rapidement après la découverte des mutations de CALR, une équipe italienne a 

développé un anticorps permettant de détecter spécifiquement les formes mutées de la 

protéine. Son utilisation en immunohistochimie a révélé une expression importante et assez 

spécifique dans le compartiment mégacaryocytaire. (Vannucchi et al., 2014) Ces données ont 

par la suite été confirmées par d’autres groupes. (Stein et al., 2015) Ces observations nous ont 

amenés à déterminer l’impact de la différenciation mégacaryocytaire sur l’expression des 

formes variantes de CALR. Une stabilisation de ces protéines spécifiquement dans cette voie 

de différenciation pourrait en effet participer à la spécificité de leur action oncogénique sur ce 

compartiment cellulaire. 

Comme pour nos lignées cellulaires, nous avons dans un premier temps vérifié le 

niveau d’expression des ARNm des formes mutées de CALR par PCR digitale au niveau des 

plaquettes de patients. Les résultats ont été comparés aux charges alléliques déterminées sur 

ADN de polynucléaires neutrophiles, paramètre habituellement utilisé pour estimer la taille du 

clone malin. De manière inattendue les charges alléliques déterminées sur matériel 

plaquettaire sont significativement inférieures à celles déterminées sur ADN de 

polynucléaires au moins chez les patients présentant un clone « hétérozygote » (Figure 21A). 

Dans la mesure où un seul patient présentant un statut « homozygote » a été examiné, toute 

conclusion définitive concernant ce type de patients semble prématurée. Néanmoins chez ce 

patient, la charge allélique déterminée sur ARN plaquettaire était parfaitement comparable à 

celle mesurée sur ADN de cellules granuleuses (Figure 21B). En conclusion, il ne semble pas 

exister de stabilisation des ARNm dans les cellules dérivées de mégacaryocytes, ni 

d’enrichissement du clone malin dans les cellules issues de la différenciation 

mégacaryocytaire. A l’inverse de ce que nous avons observé sur ARN de leucocytes totaux, il 

semble même exister une déstabilisation des ARNm des formes mutées de CALR dans les 

plaquettes.  
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Figure 21 : Comparaison des charges alléliques des mutants CALR déterminées sur ADN de 

polynucléaires neutrophiles et ARN plaquettaires. 

Les charges alléliques CALR ont été déterminées par PCR digitale sur ADN extraits de polynucléaires 
neutrophiles (ADN PNN) et ARN plaquettaires (ARN plaquettes) pour des patients présentant des 
mutations de type 1 (délétion de 52pb, A) et de type 2 (insertion de 5 pb, B). Dans les 2 cas, les 2 
populations cellulaires ont été purifiées à partir du même prélèvement. 

 

L’existence d’une interaction aberrante des protéines mutantes CALR avec des 

récepteurs aux cytokines était l’une de nos hypothèses initiales de travail. Si le rôle de MPL 

dans la signalisation oncogénique de ces protéines mutantes a depuis été mis en évidence, 

nous souhaitions évaluer un éventuel effet réciproque. Nous avons ainsi recherché si la simple 

co-expression de MPL avec les protéines CALR mutées pouvait stabiliser ces dernières. Pour 

ce faire nous avons transfecté des HEK293T avec le plasmide pcDNA6 permettant 

l’expression des différentes formes de CALR conjointement avec notre plasmide lentiviral 

permettant l’expression du récepteur à la thrombopoïétine (MPL). Comme montré dans la 

Figure 22, l’expression de MPL n’augmente pas l’expression des protéines mutantes CALR 

de type 1 et de type 2. 
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Figure 22 : La co-expression de MPL ne stabilise pas les formes mutantes de CALR.  

Des cellules HEK293T ont été transfectées avec les plasmides permettant l’expression des différentes 
formes de CALR et un plasmide permettant l’expression de MPL (+ MPL) ou un plasmide contrôle 
vide (-MPL). (A) Quarante-huit heures après transfection, les cellules ont été lysées et l’expression des 
différentes protéines analysées par western-blot. L’expression des protéines CALR a été révélée via 
leur épitope Myc. L’actine sert de contrôle de charge. (B) L’expression des différentes formes de 
CALR a été quantifiée par densitométrie et normalisée sur l’expression observée en présence du 
vecteur contrôle vide (-MPL). Le graphique représente la moyenne +/- SEM des valeurs obtenues au 
cours de 4 expériences indépendantes. 

Le modèle cellulaire utilisé et la simple expression d’un récepteur aux cytokines ne 

pouvant récapituler la différenciation mégacaryocytaire, nous avons poursuivi nos 

investigations en forçant la différenciation de lignées cellulaires hématopoïétiques présentant 

des caractéristiques mégacaryocytaires basales (DAMI) ou non (K562). Ceci a été réalisé en 

traitant les cellules avec du Phorbol 12-Myristate 13-Acetate (PMA) à une concentration de 

1nM (DAMI) ou 80nM (K562). Une condition contrôle a été réalisée en présence de DMSO, 

le solvant du PMA. L’efficacité de la différenciation induite par ce traitement a été évaluée en 

cytométrie en flux par la détermination de la moyenne de fluorescence du CD41, marqueur 

membranaire spécifique du compartiment mégacaryocytaire. L’expression des différentes 

formes de CALR a été induite dès le J0 par traitement des cellules par de la doxycycline à 

2 μg/mL. Dans les K562 comme dans les DAMI, le PMA a efficacement induit une 

différenciation mégacaryocytaire (Figure 23). De plus dans les K562 cette drogue a 

significativement augmenté les niveaux des protéines CALR mutées de type 1 et de type 2 
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sans impacter celui de la protéine sauvage (Figure 23). Cet effet n’a cependant pas été 

retrouvé dans les DAMI.  

 

 

Figure 23 : Effet de la différenciation mégacaryocytaire des cellules K562 sur l’expression de 

protéines mutantes CALR. 

Les cellules K562 ont été traitées pendant 4 jours par du PMA à 80nM. (A) L’efficacité de la 
différenciation a été évaluée par l’augmentation d’expression du CD41 à la surface des cellules par 
cytométrie en flux. Le graphique représente les moyennes de fluorescence observées au temps J0, J1 et 
J4 en présence de PMA (+PMA) ou de DMSO (-PMA). Les résultats représentent la moyenne +/- 
SEM de 2 expériences indépendantes. (B) Après 4 jours de traitement, les cellules ont été lysées et 
l’expression des différentes formes de CALR évaluée par western-blot. La révélation de ces protéines 
a été effectuée via leur épitope myc ou avec un anticorps spécifique des formes mutées de CALR 
(CAL2). L’actine est utilisée comme contrôle de charge. Myc* représente une exposition prolongée 
après marquage avec l’anticorps Myc (C) Le niveau d’expression des mutants de CALR a été évalué 
par densitométrie et normalisé sur l’expression de l’actine pour chaque condition. Les résultats 
représentent la moyenne +/- SEM de 6 expériences indépendantes. * : p<0,05 
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Pour expliquer cette discordance, nous avons évalué l’expression des ARNm des 

formes mutées de CALR  après 4 jours de traitement par du PMA. Dans les DAMI, nous 

avons observé une diminution significative de la charge allélique comparativement aux 

niveaux d’expression observés après 24h de traitement par doxycycline. Dans cette lignée, 

pour la mutation de type 1, les niveaux d’expression des ARNm étaient comparables entre les 

conditions « différenciation » et « contrôle »  tandis que pour la mutation de type 2, une légère 

augmentation de l’expression a été observée dans la condition « différenciation ». Au 

contraire, dans les K562, l’expression des ARNm des formes mutées de CALR était diminuée 

dans la condition « contrôle » alors que dans la condition « différenciation », la charge 

mutationnelle sur ARNm était significativement augmentée (comparativement au niveau 

observé après 24h d’induction des transgènes et comparativement à la condition « contrôle », 

Figure 24). L’effet observé au niveau protéique dans les K562 ne semble donc pas lié à une 

stabilisation des protéines mais plutôt une stabilisation des ARNm sans que le mécanisme ne 

soit connu à ce jour. 

 

 

Figure 24 : Niveaux d’expression des ARNm des formes mutées de CALR (type 1 et type 2) 

déterminés par PCR digitale après traitement des cellules par PMA ou DMSO.  

Quatre jours après traitement, les ARNm ont été extraits, traités par de la DNAse, rétro-transcrits et 
analysés par PCR digitale. Les résultats représentent le nombre de copies d’ARNm de la forme mutée 
de CALR divisé par le nombre total de copies d’ARNm CALR (sauvage+muté). La charge 
mutationnelle déterminée à J1 correspond aux résultats observés au cours d’autres expériences, 24h 
après traitement par doxycycline, mais en absence de DMSO et de PMA. Le graphique représente la 
moyenne de la charge allélique +/- SEM de 3 expériences indépendantes. * : p<0,05, ** : p<0,01 
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Finalement, pour répondre plus précisément à la question posée, nous avons comparé 

les niveaux d’expression des protéines CALR mutantes dans des cellules CD34+ (isolées de 

sang placentaire) différenciée vers les lignées granuleuse, erythroïde ou mégacaryocytaire. 

Pour ce faire, ces cellules ont été transduites avec les vecteurs pCW57.1 permettant 

l’expression inductible des différentes formes de CALR. Une sélection des cellules 

transduites a été réalisée en les cultivant 3 jours en milieu StemSpan SFEM en présence de 

puromycine et de SCF, TPO, Flt3-L (50 ng/mL chacun), IL3 (10 ng/mL), Stemregenine 

(1 μM) et acide valproïque (1mM) afin de les amplifier tout en conservant un état non 

différencié. La différenciation vers la lignée érythroïde a ensuite été obtenue en ajoutant aux 

cellules le cocktail suivant : SCF (50 ng/mL), IL3 (5 ng/mL), EPO (5 U/mL), Dexaméthasone 

(10-6M), Holotransferrine (1mg/mL). La différenciation vers la lignée granuleuse a été 

stimulée par l’ajout de GM-CSF (10 ng/mL) et de SCF (25 ng/mL) tandis que la 

différenciation mégacaryocytaire a été obtenue en traitant les cellules par de la TPO (50 

ng/mL). L’expression des transgènes a été induite 24h avant la lyse des cellules par traitement 

à la doxycycline (2 μg/mL). Comme illustré dans la Figure 25, les formes mutantes de CALR 

sont restées indétectables dans la condition « mégacaryocytaire », tandis qu’elles étaient 

exprimées à plus ou moins faible niveau dans les autres conditions. 

 

 

Figure 25 : Expression des formes mutées de CALR après différenciation de cellules primaires CD34+ 

vers différents lignages.  

Après transduction, les cellules CD34+ ont été sélectionnées puis différenciées vers les lignées 
granuleuses (G), érythroïdes (E) ou mégacaryocytaires (M). Vingt-quatre heures avant la lyse, 
l’expression des transgènes a été induite par traitement à la doxycycline (2 μg/mL). L’expression des 
CALR mutées a été évaluée avec un anticorps spécifique des formes mutées (CAL2). Le niveau de 
CALR endogène a été déterminé avec un anticorps anti-CALR totale. L’actine sert de contrôle de 
charge. CALR* signale une révélation avec l’anticorps anti-CALR totale pendant un temps plus long. 



 157 

L’ensemble de ces résultats suggère que la différenciation mégacaryocytaire en tant 

que telle ne stabilise pas de manière notable les protéines CALR mutées.  
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DISCUSSION 
 

I. Discussion de l’article 1 

L’intérêt de la détermination précise des charges alléliques dans les SMP a largement 

été démontré pour la mutation JAK2V617F. La découverte récente des mutations de CALR 

dans les TE et MFP a fourni pour les patients un marqueur diagnostic important. Cependant, 

l’intérêt de la détermination des charges mutationnelles CALR reste encore à démontrer. 

L’une des raisons à cela pourrait être l’utilisation fréquente en pratique courante de techniques 

de criblage ne permettant pas de déterminer ce paramètre (séquençage Sanger, HRM) ou avec 

une précision probablement sub-optimale (analyse de fragments). De fait, seules quelques 

études ont recherché une corrélation entre la présentation clinico-biologique des patients et 

leurs charge allélique CALR. La seule donnée confirmée reste que ces charges mutationnelles 

sont significativement plus élevées dans les MFP comparativement aux TE. (Andrikovics et 

al., 2014; Cabagnols et al., 2014) Cette observation semble faire le parallèle avec ce qui est 

observé pour JAK2V617F (Lippert et al., 2006), cependant dans le cas des mutations de 

CALR, les valeurs observées sont globalement beaucoup plus homogènes et l’homozygotie 

(définie comme une charge allélique supérieure à 60%) reste très rare pour les 2 maladies. Si 

l’on considère uniquement les patients atteints de MFP, le constat est encore plus frappant, la 

quasi-totalité des patients présentant une charge allélique de 50%. Ainsi, le fait que les 

patients atteints de TE présentent en moyenne des charges alléliques CALR inférieures à ceux 

atteints de MFP reflète une plus grande dispersion des valeurs observées dans le premier 

groupe, avec une estimation que 5-20% d’entre eux environ présentent une charge allélique 

faible (inférieure à 15-25% selon l’étude considérée), chose qui ne semble pas exister dans le 

cas des MFP. (Cabagnols et al., 2014; Jeromin et al., 2016; Jones et al., 2014) Cette 

proportion pourrait cependant être minorée par la sur-estimation des charges alléliques 

inférieures à 50% par l’analyse de fragments, technique utilisée dans ces 3 études. Pour la 

même raison, la corrélation hypothétique des charges mutationnelles CALR avec les 

paramètres de numération-formule sanguine est encore moins nette, puisque seule l’étude 

d’Andrikovics et al rapporte des résultats significatifs. Selon cette étude, les patients avec les 

charges alléliques CALR les plus élevées présenteraient des thrombocytoses et leucocytoses 

supérieures et des taux d’hémoglobine inférieurs. La confirmation (ou l’infirmation) de ces 

données nécessite l’utilisation d’une technique précise comme la PCR digitale que nous avons 
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développée. De la même manière, une caractérisation des patients présentant une mutation de 

CALR à faible taux impose l’utilisation d’une méthode de quantification fiable. Ces deux 

questions n’ont pas pu être investiguées clairement pour le moment du fait d’un trop faible 

effectif pour lequel la quantification de la charge allélique CALR par PCR digitale est 

disponible. 

Un deuxième intérêt démontré de la quantification des charges mutationnelles dans les 

SMP (et les hémopathies en général) réside dans le suivi thérapeutique des patients. 

L’interféron α et l’allogreffe de moelle osseuse sont capables de faire diminuer drastiquement 

la taille du clone malin, jusqu’à le rendre indétectable. Ceci a largement été démontré pour 

JAK2V617F, et semble être valable également pour les mutations de CALR. (Cassinat et al., 

2014; Haslam et al., 2014; Verger et al., 2015) Ces études ont utilisé l’analyse de fragments 

pour quantifier la taille du clone malin. La sensibilité offerte par cette technologie est évaluée 

dans le meilleur des cas à 1% (1,5%-3% dans notre cas). Dans une approche diagnostique, 

celle-ci semble amplement suffisante puisque dans notre expérience, aucun patient ne 

présente de charge allélique CALR inférieure à 10%. Néanmoins, la quantification des charges 

mutationnelles dans le but d’évaluer la maladie résiduelle requiert une technique plus 

sensible. C’est dans cette optique que nous avons développé notre technique de PCR digitale, 

comme l’ont fait parallèlement d’autres groupes avec des résultats assez comparables en 

terme de sensibilité. (Badbaran et al., 2016; Kjær et al., 2016; Mansier et al., 2016) Comme 

d’autres, nous avons démontré que les mutations de CALR deviennent indétectables après 

allogreffe pour la plupart des patients. Cependant, l’emploi d’une technique sensible nous a 

permis de détecter la réapparition de l’anomalie à un taux extrêmement faible (0,03%). Ceci 

n’aurait pas été possible avec une méthode telle que l’analyse de fragments. Si cela avait pu 

être réalisé de manière prospective, on peut imaginer qu’une intervention aurait pu être 

menée, notamment par l’injection de lymphocytes du donneur, évitant potentiellement la 

rechute du patient survenue quelques temps après. 

La question de la détermination des charges mutationnelles sur ARN n’a pas encore 

été soulevée pour les mutations de CALR à ce jour. Notre expérience semble indiquer qu’il 

n’y a pas de différence majeure entre les valeurs observées sur ADN ou sur ARN. Du fait de 

la fragilité des ARN, dans le cadre d’une activité diagnostique une recherche des mutations de 

CALR sur ADN semble donc plus indiquée. Cependant, ces résultats nous apportent une 

information importante dans le cadre de notre travail sur la stabilité des protéines mutantes 
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CALR. Les faibles niveaux d’expression protéique observés ne sont ainsi pas liés à un défaut 

transcriptionnel, ou à une instabilité des ARNm. En effet, les mutations de CALR conduisant à 

des décalages du cadre de lecture, une dégradation des ARNm des formes mutantes aurait pu 

être observée, notamment via le système Nonsense Mediated mRNA Decay. (Lykke-Andersen 

and Jensen, 2015) Nous ne pouvons cependant pas exclure à ce jour un mécanisme de 

répression post-transcriptionnel, médié par exemple par des microARN. 
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II. Discussion de l’article 2 
 

Dans ce travail, nous avons étudié l’impact de l’expression des protéines CALR 

mutantes sur l’homéostasie du RE avant d’étudier les raisons de leur faible expression dans 

les cellules. Ce dernier point est le résultat d’une dégradation par le système ERAD-

proteasome et met en jeu la protéine EDEM3. 

L’une des principales fonctions de la calréticuline est une participation au système de 

contrôle qualité des glycoprotéines sécrétées garantissant leur repliement correct avant export 

vers leur site d’activité. En cas de mise en défaut de ce système, une accumulation de 

protéines mal conformées est observée (situation dénommée stress du RE), à l’origine du 

déclenchement d’une réponse adaptative appelée UPR. Plusieurs raisons laissaient présager 

une relation entre les mutations de CALR et cette réponse. La première est la mise en 

évidence dans une étude transcriptomique de l’activation de l’UPR chez les patients 

présentant ces mutations comparativement à des témoins sains. (Lau et al., 2015) Par ailleurs, 

le rôle du stress du RE dans la différenciation mégacaryocytaire (elle-même favorisée par les 

mutations de CALR) a récemment été suggéré. (Kollmann et al., 2017; Lopez et al., 2013; 

Marty et al., 2016) Cependant, que ce soit dans nos modèles de lignées cellulaires ou chez les 

patients testés, l’expression des formes mutantes de CALR ne perturbe pas de manière notable 

l’homéostasie du RE. En accord avec ces données, l’expression des variants de CALR ne 

modifie pas la sensibilité des cellules à l’apoptose induite par un stress du RE. Ces résultats 

font écho à l’inefficacité du Bortezomib (un inhibiteur du protéasome) dans le traitement des 

MFP. (Barosi et al., 2010; Mesa et al., 2008) Une nuance doit cependant être apportée. Dans 

ces études, le statut mutationnel CALR des patients inclus n’est pas connu. On peut cependant 

imaginer que la plupart des patients non mutés pour JAK2 portaient une mutation de CALR. 

L’association de l’UPR avec les autres mutations responsables des SMP (JAK2V617F et 

MPLW515) et son rôle dans d’autres aspects comme la chimio-résistance restent à 

déterminer. 

L’expression des protéines CALR mutées à un faible niveau est rapportée dans 

différentes études. (Araki et al., 2016; Chachoua et al., 2016; Garbati et al., 2016; Kollmann 

et al., 2017) Nous sommes cependant les premiers à démontrer que ce phénomène est 

également observé dans des cellules primaires de patients. Ceci a par ailleurs été suggéré par 



 164 

l’absence de détection de la protéine mutée exprimée de manière endogène par la lignée 

MARIMO. (Kollmann et al., 2014) Il est donc peu probable que ceci soit le résultat d’un 

artéfact lié à la présence d’étiquettes sur les protéines étudiées (utilisées dans toutes les études 

citées sauf celles de l’équipe de S. Constantinescu). Nos résultats suggèrent que ce faible 

niveau d’expression dans les cellules n’est pas le fait d’une hyper-sécrétion des protéines 

mutantes, comme cela aurait pu être imaginé du fait de la perte du motif de rétention dans le 

RE. La sécrétion d’une forme tronquée de CALR a été mise en évidence par Garbati et al (que 

ce soit en présence de CALR sauvage ou mutée), probablement en lien avec l’existence d’un 

site de clivage protéolytique au niveau C-terminal (Garbati et al., 2016; Wijeyesakere et al., 

2011) Cette version courte et sécrétée de CALR présentant la même taille (et probablement la 

même séquence en acides aminés) quelle que soit la forme de la protéine exprimée dans les 

cellules (sauvage ou mutée), il est probable qu’elle n’ait pas de rôle dans la physiopathologie 

des SMP. Pour notre part, nous n’avons pas observé cette forme tronquée, notre tag en 

position C-terminal ayant probablement été éliminé par ce processus. Néanmoins, l’étude des 

surnageants de nos lignées hématopoïétiques avec notre anticorps anti-CALR totale ne nous a 

pas non plus permis d’observer cette protéine, comme cela semble être également le cas d’un 

autre groupe. (données non montrées, Han et al., 2016) De plus, aucune des études ayant 

investigué cette hypothèse n’a retrouvé de sécrétion massive des formes mutantes complètes. 

(Garbati et al., 2016; Han et al., 2016) La possibilité d’une rétention à la surface des cellules, 

via une interaction des variants de CALR avec MPL ne peut être exclue à ce jour. Cette 

hypothèse a d’ailleurs été avancée par différents groupes. (Araki et al., 2016; Vainchenker, 

2016) Nous pouvons toutefois écarter que ce mécanisme soit responsable des faibles niveaux 

d’expression intracellulaire puisque l’étude par cytométrie en flux de cellules de patients 

présentant des mutations de CALR (progéniteurs et cellules matures) ne révèle pas de 

différence d’exposition de calréticuline à leur surface. (Daitoku et al., 2016; Nangalia et al., 

2013) 

Le traitement des cellules par deux inhibiteurs différents du protéasome (MG132 et 

lactacystine) démontre que les faibles niveaux d’expression des CALR mutantes sont le 

résultat de leur dégradation par le système ERAD-protéasome. Ce phénomène n’est pas le fait 

de la présence d’une étiquette en position C-terminal puisque le même phénomène est observé 

avec des protéines présentant un épitope Flag en position N-terminale (Kollmann et al., 2017) 

ou avec des formes non modifiées des protéines (notre étude). Cette dégradation semble au 

contraire être directement liée à la séquence du néopeptide C-terminal créé par le décalage de 
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cadre de lecture, puisque la délétion des résidus mutés des protéines de type 1 et de type 2 

permet d’augmenter le niveau d’expression de celles-ci. (Garbati et al., 2016) Les traitements 

par chloroquine et bafilomycine A1 ont permis de bloquer efficacement le processus 

autophagique dans nos différents modèles cellulaires comme attesté par l’étude du LC3 par 

western-blot. Néanmoins, leur impact sur les niveaux d’expression des protéines CALR 

mutées était modéré et souvent discordant (entre les deux drogues et entre les lignées). Les 

raisons de ces différences restent inconnues à ce jour. Un effet additif avec le MG132 a par 

ailleurs été recherché dans nos lignées hématopoïétiques. Les résultats se sont cependant 

révélés trop peu reproductibles pour pouvoir se prononcer définitivement. L’implication de 

l’autophagie dans l’élimination des variants de CALR semble donc limitée. Son rôle pourrait 

ainsi être restreint aux situations où les capacités d’élimination par l’ERAD sont dépassées, 

comme cela a été démontré pour d’autres modèles. (Fujita et al., 2007)  

Bien qu’associées à un gain de fonction, les mutations de CALR favorisent la 

dégradation des protéines oncogéniques qu’elles engendrent. La prise en charge d’une 

protéine favorisant une transformation tumorale par le système ERAD semble assez 

paradoxale, mais a déjà été observée (Marada et al., 2013) même si dans le cas de la protéine 

Smoothened (récepteur couplé à une protéine G dont des mutations sont décrites dans 

différents types de cancers), la dégradation est principalement observée dans des conditions 

de stress du RE (ce qui n’est pas le cas lors de l’expression de nos protéines mutantes). 

L’hypothèse d’une dégradation par le système ERAD-protéasome semble pouvoir 

réconcilier les différentes études ayant recherché la localisation cellulaire des protéines CALR 

mutantes. Les conclusions contradictoires des groupes de T. Green et R. Kralovics (l’un 

rapportant une co-localisation des protéines CALR mutées avec la calréticuline sauvage et 

l’autre une absence de colocalisation avec la calnexine) peuvent s’expliquer par la synthèse 

des protéines au niveau du RE rapidement suivie de leur élimination par l’ERAD. (Klampfl et 

al., 2013; Nangalia et al., 2013) Par ailleurs, Chachoua et al. ont pour leur part suggéré la 

présence des CALR mutantes au niveau d’un compartiment vésiculaire proche du Golgi dont 

on peut imaginer qu’il s’agisse des vésicules de contrôle qualité. (Benyair et al., 2015a; 

Chachoua et al., 2016) 

La calréticuline présente un site de glycosylation unique en position 327 sur la 

protéine mature (et donc également présent dans les protéines mutées). Cependant, la 
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glycosylation effective de la protéine ne semble être observée que dans des conditions de 

stress (Rizvi et al., 2004). Cette absence de glycosylation en condition basale est donc 

cohérente avec l’inefficacité des inhibiteurs de glucosidase et du siARN anti-glucosidase II à 

favoriser l’expression des protéines CALR mutantes. Notre crible moléculaire nous a 

cependant permis de mettre en évidence le rôle clé d’EDEM3 dans la dégradation des 

protéines mutantes, sans implication évidente des autres membres de cette famille. Un effet 

différentiel des différents membres de la famille EDEM sur la dégradation de substrats de 

l’ERAD a précédemment été démontré. (Tang et al., 2014b) Par ailleurs l’interaction 

d’EDEM3 avec des clients non glycosylés est également connue ; son interaction avec les 

protéines CALR mutées n’est donc pas totalement surprenante. (Sato et al., 2012; Tang et al., 

2014b) L’absence d’effet de la kifunensine sur la stabilisation des variants de CALR suggère 

que l’activité mannosidase d’EDEM3 n’est pas nécessaire à la dégradation de ces substrats, 

même si des expériences utilisant des formes d’EDEM3 mutées au niveau du site MRH 

seraient nécessaires pour l’affirmer définitivement. De manière concordante, l’absence d’effet 

de l’extinction d’EDEM2 (agissant en amont d’EDEM3 dans le processus de dé-

mannosylation des substrats de l’ERAD) sur la stabilisation des protéines CALR mutées va 

dans le sens d’un effet indépendant de l’activité mannosidase. 

Bien qu’ EDEM3 soit également capable d’interagir avec SEL1L (Saeed et al., 2011; 

Tang et al., 2014b), l’interaction mise en jeu est bien plus faible que pour les autres membres 

de la famille EDEM, suggérant qu’EDEM3 agit différemment des deux autres et 

potentiellement avec d’autres partenaires dont l’identité reste à déterminer. Il est notamment 

étonnant de voir qu’aucun des acteurs de la machinerie classique de dégradation des protéines 

luminales solubles du RE (OS-9, XTP3-B, HRD1, p97) ne soit impliqué dans la dégradation 

des protéines CALR mutées. Notamment, HRD1 semble être la principale ubiquitine-ligase 

E3 impliquée dans la dégradation des substrats de l’ERAD soluble tandis que p97 (dont 

l’implication dans la dégradation des variants de CALR semble exclue par l’inefficacité du 

DBeQ à stabiliser leur expression) présente un rôle central dans la dislocation et la 

dégradation des substrats solubles ou membranaires, qu’ils soient glycosylés ou non. 

(Bernasconi et al., 2010) Il est possible qu’une redondance entre ces facteurs et 

éventuellement d’autres protéines masque leur rôle dans la dégradation des protéines CALR 

mutantes. D’un autre côté, il a été montré que l’élimination des substrats non glycosylés de 

l’ERAD faisait intervenir spécifiquement certains facteurs non impliqués dans la dégradation 

de modèles classiques de l’ERAD. (Okuda-Shimizu and Hendershot, 2007) 
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L’activation de voies de dégradation est une piste thérapeutique largement explorée 

dans des pathologies engendrées par des protéines mal conformées. Dans ces modèles, activer 

pharmacologiquement les voies de dégradation (avec de la rapamycine ou du chlorure de 

lithium) permet de « nettoyer » les cellules des protéines anormales en stimulant leur 

élimination par l’autophagie. (Fujita et al., 2007; Houck et al., 2014) L’activation de la 

dégradation de protéines anormales par le protéasome a également été démontrée comme 

bénéfique notamment dans des modèles de neuropathies dégénératives. (Lee et al., 2010; 

Leestemaker et al., 2017) Nous avons tenté une approche comparable en surexprimant 

EDEM3 dans nos lignées cellulaires, sans observer d’inhibition de la prolifération cellulaire. 

De manière similaire, « l’activation du protéasome » par un traitement des lignées cellulaires 

UT-7 avec l’IU1 (Lee et al., 2010) n’a pas permis de freiner la prolifération cellulaire associée 

aux mutations de CALR (données non montrées). Dans ce dernier cas, nous avons cependant 

pu mettre en évidence que cette absence d’effet était liée à l’incapacité de la drogue à 

diminuer les niveaux d’expression des CALR mutées (sur lignée cellulaire HEK293T). Ceci 

suggère que l’étape finale de la dégradation des variants de CALR n’est pas l’étape limitante. 

L’impact de la surexpression d’EDEM3 sur les niveaux de protéines CALR mutantes reste à 

définir. On peut cependant émettre l’hypothèse que l’absence d’effet fonctionnel soit liée à la 

redondance de fonction d’EDEM3 avec d’autres acteurs de l’ERAD, ou sa nécessaire 

association avec des partenaires qui restent à identifier. 

Toujours dans un but thérapeutique, une deuxième option était au contraire d’interférer 

avec l’élimination des protéines CALR mutées, l’augmentation de leur expression pouvant 

s’accompagner d’un surdosage à l’origine d’effets toxiques. Plusieurs arguments semblent en 

effet indiquer une régulation du niveau d’expression de ces protéines oncogéniques. Le 

premier est la faible fréquence de patients présentant un statut mutationnel homozygote. Par 

ailleurs, les expériences d’édition génomique réalisées par Nivarthi et al. basées sur la 

technologie CRISPR-Cas9 vont également dans ce sens. Lorsque les cellules modifiées ne 

présentent pas de pression de sélection, une majorité des clones présentent une atteinte (avec 

le bon décalage du cadre de lecture ou non) de toutes les copies de CALR. Par contre lorsque 

les cellules éditées sont sélectionnées sur leur capacité à proliférer en absence de cytokine 

(critère permettant d’orienter vers un rôle dans le développement d’un SMP), 2/3 des clones 

présentent un mutation avec un décalage du cadre de lecture de 1pb sans atteinte de l’autre 

allèle sauvage, tandis que seuls 18% des clones présentent un statut mutationnel 

homozygote/hétérozygote composite pour CALR. (Nivarthi et al., 2016) L’effet de 
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l’extinction d’EDEM3 sur les niveaux d’expression de CALR mutées dans les UT-7 et les 

répercussions sur la survie cellulaire et la prolifération restent cependant à déterminer. 

 

Il est maintenant clair que l’activité oncogénique des protéines mutantes CALR 

s’exprime au travers d’une signalisation aberrante initiée par MPL conduisant à une hyper-

prolifération spécifique du compartiment mégacaryocytaire. (Chachoua et al., 2016; Marty et 

al., 2016) Cette activité semble cependant contradictoire avec l’observation des faibles 

niveaux d’expression que nous avons relevés comme d’autres groupes maintenant. Une 

hypothèse basée sur les analyses immunohistochimiques démontrant une expression 

importante mais surtout spécifique des protéines mutées dans les mégacaryocytes matures 

permettait néanmoins de réconcilier les deux théories ; une stabilisation des protéines 

spécifiquement dans les mégacaryocytes pouvait en effet participer à la spécificité d’action 

des mutations de CALR sur ce compartiment tout en restant compatible avec le phénomène de 

dégradation que nous avons mis en évidence. 

Une première hypothèse était la possible stabilisation des ARNm des formes mutées 

de CALR comparativement à ceux de la forme sauvage. Pour évaluer ce paramètre, nous 

avons comparé les charges alléliques CALR déterminées sur ARNm extraits de plaquettes 

purifiées avec celles mesurées sur ADN de polynucléaires neutrophiles. De manière 

inattendue, les charges observées sur matériel plaquettaire étaient significativement 

inférieures à celles observées sur cellules granuleuses, suggérant une possible déstabilisation 

des ARNm CALR portant la mutation. Si celle-ci était confirmée, cela signifierait que le 

mécanisme mis en jeu dans ce phénomène est spécifique de la lignée mégacaryocytaire 

puisque la comparaison des charges alléliques CALR effectuée entre ADN et ARN issus de 

leucocytes ne montrait pas de différence. Aussi, ces données méritent d’être confirmées chez 

d’autres patients, et notamment au niveau des mégacaryocytes afin de vérifier s’il n’existe pas 

une compensation par une hyperproduction des ARNm de la forme mutée.  

L’un des facteurs pouvant participer à une éventuelle stabilisation des protéines CALR 

mutées pouvait par ailleurs être leur « cible oncogénique » elle-même : MPL. La protéine 

chaperonnée aurait ainsi pu également jouer le rôle de chaperonne. Cependant, nos 

expériences de co-transfection dans la lignée cellulaire HEK293T suggèrent que l’expression 

seule de ce récepteur n’est pas suffisante pour augmenter les niveaux d’expression des 
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variants de CALR. Bien que discordantes avec les résultats d’une autre équipe (Han et al., 

2016), ces données sont cohérentes avec l’absence de stabilisation évidente des protéines 

CALR mutantes dans les lignées hématopoïétiques exprimant MPL (DAMI, TF-1 et UT-7 

MPL) comparativement aux K562 qui ne l’expriment pas.  

Afin d’appréhender plus globalement les effets de la différenciation mégacaryocytaire 

sur l’expression des protéines CALR mutées, nous avons utilisé des modèles de lignées 

cellulaires dont la différenciation vers ce lignage peut être induite par le PMA. Les résultats 

observés sur DAMI n’indiquent pas d’impact de la différenciation sur le niveau d’expression 

des CALR mutées. A l’inverse, une augmentation d’expression de ces protéines a été 

observée dans les K562 « différenciées », mais semble plutôt liée à une stabilisation des 

ARNm qu’à une stabilisation des protéines. Ceci allant à l’encontre des données de charges 

alléliques obtenues chez les patients, ce phénomène doit être considéré comme une spécificité 

de cette lignée, et non représentatif de ce qui se passe dans le développement des SMP 

associés aux mutations de CALR. 

L’utilisation d’un modèle plus proche de la « physiologie » était donc nécessaire pour 

répondre plus clairement à la question posée. Nous avons donc transduit des cellules 

souches/progénitrices primaires CD34+ isolées de sang placentaire avant de les différencier 

vers différents types cellulaires hématopoïétiques. Les résultats de cette expérience n’ont pas 

permis de mettre en évidence l’expression des protéines mutantes CALR dans la condition 

« différenciation mégacaryocytaire », alors que celles-ci étaient détectables à plus ou moins 

faible niveau dans les autres conditions. Plusieurs nuances doivent cependant être apportées. 

Cette expérience n’a été réalisée qu’une seule fois et mériterait donc d’être confirmée. De 

plus, l’expression des ARNm n’a pas pu être contrôlée à ce jour, ne permettant pas d’exclure 

un défaut d’induction des transgènes par la doxycycline dans les conditions où la protéine 

mutée n’est pas détectée. Néanmoins, la trop grande consommation en termes de cellules 

CD34+, de milieu et de cytokines est un frein qui ne nous a pas encouragés à renouveler cette 

expérience. 

Collectivement, ces résultats semblent indiquer que la différenciation 

mégacaryocytaire n’influe pas sur la stabilisation des protéines mutées CALR. Les forts 

niveaux d’expression observés au niveau des biopsies de moelle des patients seraient donc le 

résultat d’une plus forte expression de CALR dans les mégacaryocytes matures comme l’ont 
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suggéré Vannucchi et al. (Vannucchi et al., 2014) Ceci pourrait être lié à la polyploïdie de ces 

cellules. Une autre possibilité serait une stabilisation des protéines mutées au cours de la 

différenciation mégacaryocytaire spécifiquement dans des conditions pathologiques. Cette 

hypothèse pourrait être évaluée en réalisant le même type d’expérience que celle effectuée sur 

cellules CD34+, mais en partant de cellules de patients présentant l’anomalie moléculaire. 

Notons que si cette théorie s’avérait exacte, il est peu probable qu’elle soit liée à une mutation 

d’EDEM3. En effet, à ce jour une seule mutation d’EDEM3 a été identifiée dans les 

hémopathies et concerne un cas de Leucémie Lymphoïde Chronique (COSMIC, 

http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic). Une modulation d’expression d’EDEM3 pourrait 

cependant participer à ce phénomène, par exemple via l’augmentation de l’expression de 

microARN tels que miR-379 dont l’une des cibles est EDEM3 (Kato et al., 2016) et dont 

l’expression est augmentée au cours de MFP. (Norfo et al., 2014) 
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CONCLUSION 

 Au cours de ce travail, nous avons cherché à caractériser divers aspects associés 

aux mutations de CALR d’un point de vue translationnel dans un premier temps, puis d’un 

point de vue plus fondamental. 

 La caractérisation fine des patients en termes de charge mutationnelle nécessite une 

technique de quantification précise, comme l’est la PCR digitale que nous avons développée. 

Si son intérêt pour le suivi thérapeutique a été illustré dans notre publication, elle permettra 

également de préciser l’éventuelle corrélation des charges alléliques des mutations de CALR 

avec la présentation clinico-biologique des patients. En effet, cette question s’est 

probablement heurtée à l’utilisation de méthodes aux performances sub-optimales comme 

l’analyse de fragments. La particularité (ou l’absence de particularité) des patients présentant 

de faibles charges mutationnelles pourra également être évaluée avec une plus grande 

précision grâce à notre méthode de quantification. 

 Dans une deuxième partie, nous avons montré que l’expression des variants de 

CALR ne compromettait pas l’homéostasie du RE, ni n’impacter la sensibilité à l’apoptose 

induite par un stress du RE. Nous avons également mis en évidence que les protéines CALR 

mutantes étaient dégradées par la voie ERAD-protéasome. Nous avons précisé l’implication 

d’EDEM3 dans ce phénomène et recherché les effets de sa sur-expression et de son extinction 

sur la prolifération cellulaire induite par les protéines CALR mutées. La sur-expression 

d’EDEM3 ne semble pas impacter ce paramètre. Une approche d’extinction d’expression 

d’EDEM3 avec la technologie CRISPR est actuellement en cours d’évaluation. Le rôle direct 

d’EDEM3 sur la dégradation des variants de CALR reste cependant à démontrer. Il serait 

également intéressant d’identifier les autres acteurs de cette voie de dégradation : il pourrait 

s’agir de différentes chaperonnes comme BiP, mais également de foldases (notamment des 

PDI connues pour interagir avec les membres de la famille EDEM). Quoi qu’il en soit, la 

dégradation de ces protéines (indépendamment d’EDEM3) constitue pour nous une piste 

thérapeutique potentielle. 

 Enfin, dans une dernière partie, nous avons montré que la différenciation 

mégacaryocytaire « physiologique » n’a pas d’effet notable sur les niveaux de dégradation des 

mutants de CALR. Un effet différent dans des conditions pathologiques ne peut cependant pas 
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être exclu, impliquant potentiellement une régulation post-transcriptionnelle des mutants eux-

mêmes ou des facteurs participant à leur dégradation. Ces différents éléments apportent un 

éclairage nouveau et original sur le rôle des mutations de CALR dans la physiopathologie des 

SMP et des pistes thérapeutiques potentielles.  
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