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les néoplasmes myéloprolifératifs
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Mutations du géne de la calréticuline
dans les néoplasmes myéloprolifératifs
Les néoplasmes myéloprolifératifs
(NMP) classiques sont des maladies
rares (incidence de 1/100000 cas par
an) caractérisées par ’accumulation
d’un ou plusieurs types de cellules myé-
loides : les érythrocytes, dans la poly-
globulie de Vaquez, les plaquettes, dans
la thrombocythémie essentielle (TE) et
les mégacaryocytes et les granulocytes,
dans la myélofibrose primaire (MFP).
Cette derniere forme est la plus grave
avec le développement d’une fibrose
conduisant a une aplasie médullaire et
une splénomégalie [1]. Les principaux
risques associés aux NMP sont des com-
plications thrombotiques et hémorra-
giques, ainsi qu’une évolution possible
en leucémie myéloide aigué. Uavantage
prolifératif des cellules myéloides dans
les NMP est di a I"acquisition de muta-
tions génétiques par les cellules souches
hématopoiétiques, touchant les voies
de signalisation des récepteurs de fac-
teurs de croissance hématopoiétiques,
érythropoiétine, thrombopoiétine (TPQ)
et G-CSF (granulocyte-colony stimula-
ting factor). Ces mutations activatrices
affectent les genes codant le récepteur
de la thrombopoiétine (MPL), la tyrosine
kinase JAK2 (janus kinase 2) et la calré-
ticuline (CALR) [2-5]. Les mutations du
géne CALR, en particulier une délétion
de 52 paires de bases (pb) (del52) et
une insertion de 5 pb, sont les plus fré-
quentes apres la mutation JAK2 V61TF,
et sont exclusivement associées aux TE
et MFP.
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La CALR est une protéine chaperonne,
résidente du réticulum endoplasmique
(RE) grace au signal de rétention KDEL
présent dans sa partie carboxy-terminale
(C-ter). Le RE est un lieu de maturation
et de transport des protéines néo-syn-
thétisées destinées a la membrane et
a la sécrétion et CALR est directement
impliquée dans le repliement de protéines
N-glycosylées, c’est-a-dire qui portent
une ou plusieurs chaines oligosacchari-
diques sur des résidus asparagine (N).
Les mutations de la CALR génerent un
décalage du cadre de lecture (+ 1 pb)
aboutissant au remplacement d’une par-
tie du C-ter par une nouvelle séquence
chargée positivement commune @ tous
les mutants et a la perte du signal KDEL.
La CALR mutée continue a étre acheminée
vers le RE de fagon co-traductionnelle
grdce a son peptide signal.

MPL est N-glycosylé sur 4 résidus N de
son domaine extracellulaire dans le RE
avant de subir plusieurs autres étapes
de maturation des chaines oligosac-
charidiques et d’atteindre la surface ;
cependant, MPL ne fait pas partie des
substrats de la CALR sauvage. La CALR
mutée acquiert la capacité a se fixer sur
MPL au cours des premiéres étapes de sa
maturation dans le RE et 'accompagne
a la surface (Figure 1), ol Iinteraction
CALR del52-MPL entraine I’activation de
la voie de signalisation JAK2-STAT [6-7].
Une étude menée par I"équipe de Mullally
publiée dans Blood [8], vise a caractéri-
ser la maniere par laquelle la CALR mutée
active la voie de signalisation MPL-JAK2
aboutissant a "apparition de la TE et/ou
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MFP en identifiant précisément les bases
moléculaires responsables de I'interac-
tion entre MPL et la CALR del52.

La CALR mutée fixe la partie
extracellulaire du récepteur MPL

Dans un premier temps, les auteurs de
cette étude ont analysé Pinteraction
entre la CALR del52 et les différents
domaines de MPL (extracellulaire ou
intracellulaire, accompagnés du domaine
transmembranaire) par des techniques
d’immunoprécipitation. lls ont ainsi mon-
tré que CALR del52 se lie a la partie
extracellulaire de MPL, confirmant ainsi
les données de I'équipe de Constanti-
nescu [7]. De plus, une mutation du site
de fixation du ligand endogene TPO dans
la partie extracellulaire de MPL n’affecte
pas la capacité de liaison de la CALR
mutée au récepteur. Cela suggere que le
site d’interaction de la CALR mutée avec
MPL est différent de celui de la TPO.

Lextrémité C-ter de la protéine CALR
mutée nécessite un seuil minimal

de charges positives pour son activité
oncogénique

La CALR del52 possede une extrémité
C-ter constituée de résidus basiques
chargés positivement, contrairement a
la protéine sauvage dont la partie C-ter
est chargée négativement. Des mutants
de la CALR del52 plus ou moins tronqués
en charges positives ont été testés pour
leur capacité a interagir avec MPL par
des expériences de co-immunoprécipi-
tation, ainsi que pour leur capacité a
activer la signalisation MPL-JAK2-STAT
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Figure 1. Interactions moléculaires de la CALR mutée avec MPL dans les NMP. Des mutations du géne de la CALR entrainent une perte du peptide

signal KDEL de rétention dans le RE et le remplacement d’une extrémité C-ter acide par un domaine C-ter basique chargé positivement (C-ter

A52 pb). La CALR del52 mutée (CALR mut) se fixe, via son domaine lectine, aux sites de glycosylation du domaine extracellulaire du récepteur de
la thrombopoiétine (MPL). Ce site d’interaction est différent du site de liaison du ligand de MLP, la thrombopoiétine (TPO). L'interaction CALR mut-
MPL a lieu dans le RE puis dans I’appareil de Golgi jusqu’a la membrane plasmique. Uextrémité C-ter A52 pb de la protéine mutée permet, grdce a

sa forte charge positive, I"activation constitutive du MPL. Le signal est alors transduit via la tyrosine kinase JAK2 qui phosphoryle la tyrosine Y626

de MPL. Cela entraine le recrutement et I’activation constitutive d’effecteurs comme les facteurs de transcription STAT qui régulent I’expression de

certains génes, favorisant ainsi une prolifération cellulaire excessive, caractéristique des néoplasmes myéloprolifératifs.

et a induire une prolifération sponta-
née, en absence d’interleukine-3 (IL-3),
des cellules Ba/F3! exprimant MPL. Les
auteurs ont pu mettre en évidence que
la CALR del52 avec une extrémité C-ter
tronquée en charges positives reste
capable d’interagir avec MPL mais sans
que la force de cette interaction soit
suffisante pour induire la signalisation
en aval de ce récepteur [9].

! La prolifération des cellules Ba/F3 est dépendante de la
présence d’IL-3. €n testant la capacité des mutants CALR &
induire une croissance cellulaire en absence d’IL-3, les auteurs
analysent ainsi leur propriété oncogénique.
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La fonction lectine de la protéine CALR
mutée est impliquée dans son activité
oncogénique

La fonction de chaperonne de CALR
repose sur deux composantes: le
domaine « poly-peptide binding » qui
interagit avec les chaines polypepti-
diques, et le domaine lectine, qui lie
les oligosaccharides fixés sur les rési-
dus asparagine des protéines (N-gly-
cosylations). Des mutations ciblant des
résidus impliqués dans chacune de ces
activités [10] ont permis de déterminer
que la fonction lectine est nécessaire
pour induire la prolifération des cellules

Ba/F3-MPL en I’absence d’IL-3, alors
que la fonction de chaperonne et 'acti-
vité de poly-peptide binding ne sont pas
indispensables (Figure 1). En mutant les
sites de N-glycosylation de MPL, Elf et al
ont montré que le récepteur doit néces-
sairement étre glycosylé pour permettre
la fixation de la CALR mutée.

La tyrosine 626 du récepteur MPL

est nécessaire a I’activité oncogénique
de la CALR mutée

La liaison de la TPO a MPL ou I’interac-
tion de la CALR mutée avec MPL permet
le rapprochement des domaines intra-



cellulaires et donc la juxtaposition des
deux protéines JAK2 liées a chacun des
monomeres MPL. Uactivation des JAK2
par auto/trans phosphorylation permet
la phosphorylation de résidus tyrosines
(Y) clés de MPL et le recrutement d’ef-
fecteurs comme les STAT. L'analyse des
résidus Y591, Y626 et Y631 du domaine
intracellulaire de MPL impliqués dans sa
signalisation [11] a révélé I'importance
prédominante de Y626 dans I"activation
de la signalisation de MPL et la crois-
sance cellulaire autonome (sans IL-3)
induite par la CALR del52. Cependant,
d’autres résidus que les tyrosines du
récepteur pourraient aussi jouer un rdle

dans Iextrémité C-ter de la protéine
CALR mutée est nécessaire a son activité
oncogénique. Cette activité est dépen-
dante de la capacité de CALR del52 a
activer la signalisation de MPL, indépen-
damment de la TPO, faisant intervenir la
Y626 de MPL. Une meilleure caractérisa-
tion moléculaire de I'interaction entre
la protéine CALR mutée et MPL pourrait
ainsi permettre le développement de
thérapies ciblées. ¢
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