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Quantification de la charge allélique des mutations de CALR sur ADN et sur ARN par
analyse de fragments

Les thombocytémies essentielles (TE) et myélofibroses primitives (MFP) sont des syndromes
myéloprolifératifs (SMP) dont les mécanismes oncogéniques restent a ce jour incomplétement
compris. La découverte des mutations de JAK2 et MPL a permis une avancée dans la compréhension
de leur physiopathologie ainsi que leur diagnostic moléculaire. Cependant, ces mutations n’expliquent
que 65 et 70% des cas de TE et MFP respectivement. La mise en évidence de mutations du géne
codant pour la calréticuline (CALR) au cours de ces 2 maladies a apporté un 3™ marqueur
moléculaire expliquant plus d’un quart des cas de TE et MFP. A ce jour la seule technique décrite dans
la littérature permettant une quantification de la charge allélique CALR est I’analyse de fragments.
Toutefois, ni ses performances, ni son application a la quantification de la charge allélique sur ARN
n’ont été décrites. Nous avons adapté notre technique d’analyse de fragments sur ADN a une
utilisation sur ARN et comparé les résultats obtenus sur ces 2 matériels. Les charges alléliques
mesurées sur ADN et sur ARN sont comparables. Nous avons par ailleurs confirmé 1’absence de
mutation de CALR au cours des leucémies myéloides chroniques, y compris dans les présentations
hyperthrombocytaires. La comparaison des charges obtenues par analyse de fragments et par PCR
digitale montre une excellente corrélation entre les 2 techniques, prouvant que I’analyse de fragments
est une technique adaptée a la quantification des charges alléliques des mutations de CALR.

Mots clés : Syndromes myéloprolifératifs, Thrombocytémie Essentielle, Myélofibrose Primitive,
Calréticuline, Analyse de fragments, Charge allélique

CALR mutations allelic burden quantification on DNA and RNA by fragments length
analysis

Essential thrombocytemia (ET) and primary myelofibrosis (PMF) are myeloproliferative
neoplasms the oncogenic mechanisms of which are incompletely understood. The discovery of JAK?2
and MPL mutations have improved the understanding of their pathophysiology and their molecular
diagnosis. However, these mutations only account for 65 and 70% of ET and PMF cases respectively.
Description of calreticulin (CALR) mutations in these 2 diseases brought a 3™ molecular marker for an
additional 25% cases of ET and PMF. To this day, the only described technique allowing CALR
mutant allelic burden evaluation is fragment length analysis. Nevertheless, neither the performances of
the technique nor its applicability to CALR mutant allelic burden assessment on RNA have been
described. We have adapted our DNA fragments length analysis for a use with RNA and compared the
results obtained with these 2 nucleic acids. Allelic burdens assessed with DNA or RNA are very
similar. We have confirmed the absence of CALR mutations in chronic myelogenous leukemia,
including those with a thrombocytemic presentation. Comparison of allelic burdens obtained with
fragments length analysis and digital PCR showed an excellent correlation, proving fragments length
analysis is a method suited to CALR mutations allelic burden assessment.

Keywords : Myeloproliferative neoplasms, Essential Thrombocytemia, Primary myelofibrosis,
Calreticulin, Fragments length analysis, Allelic burden
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Abréviations

ADN : Acide Désoxyribonucléique

ADNCc : Acide Désoxyribonucléique Complémentaire
ARN : Acide Ribonucléique

ARNm : Acide Ribonucléique messager

ARSIA-t : Anémie Réfractaire avec Sidéroblastes en Couronne et Thrombocytose
AS-gPCR : PCR quantitative spécifique d’allele

CA : Charge Allélique

CALR : Calréticuline

CBL : Casitas B-cell lymphoma

COP-I : Coatomer Protein-1

ddPCR : Droplets Digital Polymerase Chain Reaction
DIPSS : Dynamic International Prognostic Scoring System
DIPSS-plus : Dynamic International Prognostic Scoring System - plus
dNTP : Désoxyribonucléotides Triphosphates

EPO : Erythropoiétine

ERAD : Endosplamic Reticulum-Associated Degradation
ERpS57 : Endotelial Reticulum protein of 57 kDa

G : Guanidine

G-CSF : Granulocyts-Colony Stimulating Factor

GM-CSF : Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor
gp130 : Glycoprotéine de 130 kDa

HRM : High Resolution Melting

HSP : Heat Shock Protein

IL-3 : Interleukine 3

IL-5 : Interleukine 5

IPSS : International Prognostic Scoring System

JAK?2 : Janus Kinase 2

JAK2V617F : mutation V617F de JAK2

JH : JAK Homologous

Kd : constante de dissociation

kDa : Kilodalton

LA : Leucémie Aigué

LCN : Leucémie Chronique a Neutrophile

LMC : Leucémie Méloide Chronique

LMMC : Leucémie Myélomonocytaire Chronique

MFP : Myélofibrose Primitive

MS : Mastocytose Systémique

ug : Microgramme

uL : Microlitre

uM : Micromolaire

MPL : Myeloproliferative Leukemia virus (récepteur de la thrombopoiétine)
OMS : Organisation Mondiale de la Santé

pb : paires de bases

PBS : Phosphate Buffer Saline

PCR : Polymerase Chain Reaction

PDGEF : Platelet Derived Growth Factor



PDI : Protein Disulfide Isomerase

PI3K : Phosphatidyl-Inositol 3 phosphate Kinase

PNN : Polynucléaires Neutrophiles

PV : Polyglobulie de Vaquez

RE : Reticulum Endoplasmique

RNAse : Ribonucléase

SHE : Syndrome Hyperéosinophilique

SMD : Syndrome Myélodysplasique

SMP : Syndrome Myéloprolifératif

SMP Ph-négatifs : SMP chromosome Philadelphie-négatifs
STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
T : Thymidine

TE : Thrombocytémie Essentielle

TPO : Thrombopoiétine



Introduction :

1. Les syndromes myéloprolifératifs :

A. Présentation clinico-biologique :

Le terme « syndromes myéloprolifératifs » (SMP) introduit par William Dameshek en
1951 rassemble au sein d’un méme groupe plusieurs hémopathies partageant certaines
similarités cliniques et biologiques.' Les principaux (et plus fréquents) SMP sont la Leucémie
Myéloide Chronique (LMC), la Polyglobulie de Vaquez (PV), la Thrombocytémie Essentielle
(TE) et la Myélofibrose Primitive (MFP). La classification de ’OMS a ensuite rattaché a ce
groupe d’hémopathies les Mastocytoses Systémiques (MS), les Leucémies Chroniques a
Neutrophiles (LCN), les Syndromes Hyperéosinophiliques (SHE) et les Syndromes
Myéloprolifératifs inclassables.”

Schématiquement, les SMP sont divisés en 2 groupes. D’un c6té la LMC caractérisée
par la présence du chromosome Philadelphie’ résultant de la translocation t(9;22)(q34;q11).*
De I’autre c6té, les SMP dit « Philadelphie-négatifs » (SMP-Ph négatifs) qui par opposition a
la LMC ne présentent pas le transcrit de fusion BCR-ABLI1 (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 hématopoiétiques a
I’origine d’une hypersensibilité ou d’une indépendance vis-a-vis de la régulation exercée par
les cytokines.’® IIs sont caractérisés par une maturation cellulaire conservée responsable avec
la prolifération cellulaire excessive d’une augmentation du taux de cellules matures ; la MFP
déroge quelque peu a cette regle puisqu’il existe dans cette maladie des anomalies de
maturation des mégacaryocytes. Cette myéloprolifération implique les 3 lignées myéloides
mais prédomine sur I’une (ou 2) d’entre elles : la lignée granuleuse pour la LMC, la lignée
érythroide pour la PV, la lignée mégacaryocytaire pour la TE et les lignées mégacaryocytaire
et granulocytaire pour la MFP.” Il ne s’y associe pas de dysmyélopoiese, ce qui distingue les
SMP des Syndromes Myélodysplasiques (SMD) et des syndromes « frontieres » SMP/SMD
tels que les Leucémies Myélomonocytaires Chroniques (LMMC), les Leucémies
Myélomoncytaire Juvéniles (LMMJ) ou les LMC atypiques.’

Leucémie Myéloide 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 a une polynucléose neutrophile associée a une myélémie, une
éosinophilie, une basophilie.”® 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 symptomes tels que des manifestations hémorragiques, des pertes de poids,
sueurs ou symptomes liés a la splénomégalie peuvent parfois étre observés.® En 1’absence de
traitement, I’évolution se fait vers une transformation en Leucémie Aigué (LA) avec déces
dans les 5 ans.” Certains patients peuvent présenter des formes hyperthrombocytaires (avec
une hyperleucocytose modérée) pouvant mimer une TE. A noter que les patients qui ont
développé cette présentation sont presque exclusivement des femmes alors qu’une



prédominance masculine caractérise les LMC « typiques ».” Le diagnostic est bien sir réalisé
par la mise en évidence du transcrit de fusion BCR-ABL1."” Par ailleurs, I’histologie
médullaire de ces patients correspond a celle des LMC, avec la présence notamment de
mégacaryocytes de petite taille (comparativement a des mégacaryocytes normaux, d’autant
plus notables par rapport aux mégacaryocytes géants observés au cours des TE) et hypolobés
(le terme de mégacaryocytes « nains » est souvent employé).””'"'> Une 1égere basophilie est
par ailleurs parfois rapportée.”''>'* La symptomatologie de ces patients consiste en des
manifestations hémorragiques ou thrombotiques, des érythromélalgies, se rapprochant donc
plus de ce qui peut étre observé lors des TE. Une splénomégalie est retrouvée moins
fréquemment que dans les formes typiques (5 cas sur 20).”'>'>' Le développement d’une
LMC « classique » peut parfois s’observer dans 1’évolution de la maladie.”'*'® Mais comme
les LMC typiques, ces formes peuvent évoluer vers une myélofibrose ou une transformation
blastique, rendant le pronostic plus mauvais que celui des TE d’ou la nécessité d’identifier ces
formes par la recherche du transcrit BCR-ABL1.”"" Aucune association entre cette forme et
certains variants BCR-ABL1 n’a pu étre mise en évidence."”

Polyglobulie de Vaquez

La polyglobulie de Vaquez est caractérisée par une prolifération cellulaire portant
principalement sur la lignée érythroblastique, a ’origine d’une augmentation des taux
d’hématies et d’hémoglobine et de I’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 3 lignées
myéloides (panmyélose) portant préférentiellement sur les lignées érythroblastiques et
mégacaryocytaires.”'”'® Le caractére primitif de la myéloprolifération peut étre étayé par le
dosage de Dérythropoiétine (dont le taux sera abaissé),” la mise en évidence d’une
prolifération spontanée des progéniteurs (médullaires et/ou circulants) en absence de
cytokine® ou surtout par la mise en évidence de mutations de JAK2 (voir plus bas).

Les manifestations cliniques sont essentiellement liées a I’hyperviscosité et aux
anomalies vasculaires secondaires a 1’augmentation de la masse sanguine. Les thromboses
artérielles ou veineuses peuvent parfois révéler la maladie (12-39% des cas).” Des céphalées,
vertiges et troubles de la vision ainsi que des érythromélalgies et paresthésies peuvent
également étre présents. Toutefois le signe clinique le plus spécifique est le prurit a ’eau. Une
splénomégalie (70% des cas) et une hépatomégalie (40%) sont fréquemment présentes.”"’

La PV est associée a une une 1égere diminution de survie et surtout a une altération de
la qualité de vie en lien avec les évenements thromboemboliques. L’incidence des thromboses
est estimée a 18 pour 1000 personnes-années, alors que celles des transformations en
myélofibrose ou LA est évaluée a 5 pour 1000 patients-années (avec un délai de survenue
médian de 13-14 ans).*'*

Thrombocytémie Essentielle

La Thrombocytémie Essentielle est caractérisée par une prolifération cellulaire portant
essentiellement sur la lignée mégacaryocytaire. La thrombocytose est donc I’anomalie
principale orientant vers une TE avec souvent une anisocytose plaquettaire. La leucocytose
est généralement normale ou tres légerement augmentée, sans basophilie associée.
L’histologie médullaire montre une moelle normocellulaire ou de richesse légerement
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 laches.
Outre les marqueurs moléculaires qui seront abordés plus loin, le caractere primitif de la
prolifération peut également étre évalué par la mise en évidence de progéniteurs
mégacaryocytaires spontanés bien que cela ne fasse pas partie des criteres diagnostiques
définis par ’OMS >

Cliniquement, la TE reste généralement silencieuse, bien que parfois découverte sur
des évenements thromboemboliques ou hémorragiques. Des érythromélalgies sont parfois
observées. Une splénomégalie peut étre retrouvée dans moins de la moitié des cas, les
hépatomégalies étant plus rares (environ 20%).>"’

La TE est le SMP dont I’évolution est la plus indolente. Les patients présentent la
meilleure espérance de vie des SMP (mais celle-ci reste 1égerement inférieure a celle de la
population normale™), et I’évolution vers la myélofibrose ou la LAM est rare (risque de 2% a
15 ans, avec une médiane de survenue de 10-15 ans). Les principaux risques sont liés aux
accidents thromboemboliques ou hémorragiques. Leur incidence est évaluée a 12 pour 1000
patients-année, et celles des transformations en myélofibrose et LAM a 1,6 et 1,2 pour 1000
patients-année respectivement.>'”?'

Myélofibrose Primitive

La MFP résulte d’une prolifération cellulaire portant sur les lignées mégacaryocytaire
et granuleuse associée a un certain degré de fibrose médullaire ainsi qu’a des anomalies de
maturation de la lignée plaquettaire. Elle est caractérisée par une évolution en 2 phases : une
phase initiale dite « pré-fibrotique » puis une phase fibrotique. Trente pourcents des patients
sont asymptomatiques au diagnostic, les autres pouvant présenter des symptomes altérant leur
qualit¢ de vie tels que fatigue, dyspnée, perte de poids, sueurs nocturnes, fievre
inexpliquée.”'” Une splénomégalie parfois massive est palpée chez 90% des patients (liée a
I’hématopoiese extramédullaire), une hépatomégalie dans 50% des cas.” Au niveau sanguin,
une érythromyélémie et une anisopoikilocytose avec présence de dacryocytes sont fréquentes.
Une circulation de cellules blastiques est fortement associée a la maladie et constitue un
facteur pronostic péjoratif si le taux excéde 1% des leucocytes.” Les patients présentent
généralement une anémie d’intensité variable. L’histologie médullaire montre au cours de la
phase cellulaire de la maladie une hypercellularit¢é avec une prolifération portant
principalement sur les lignées mégacaryocytaire et granulocytaire tandis que la lignée
érythroblastique présente une tendance a 1’hypoplasie. Par ailleurs les mégacaryocytes ont
tendance a se regrouper en amas au niveau des régions endostéales et des sinus vasculaires.
Une dysmégacaryopoiese 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."”
Lors de I’évolution de la maladie vers la phase « fibrotique », une hypoplasie médullaire
s’installe, le tissu hématopoiétique étant progressivement remplacé par des adipocytes et des
dépots de fibres de réticuline et de collagene apparaissent.

La médiane de survie a la phase fibrotique est estimée a 4-5,5 ans (correspondant a
une réduction de I’espérance de vie de 30% environ). La MFP est donc associée au plus
mauvais pronostic des SMP Ph-négatifs.>*' Les causes de morbimortalité sont 1’insuffisance
médullaire, les thromboses ou hémorragies, les transformations en LAM (20% de
transformation a 10 ans). Notons que la survie des MF post-TE est comparable a celle des
MFP .



Ces différentes données clinico-histo-biologiques ont conduit a la proposition de
criteres diagnostiques défnis par ’OMS en 2008 détaillés en annexe.

B. Physiopathologie :

La phsiopathologie des SMP reste a ce jour incompleétement comprise. Cependant,
plusieurs découvertes ont permis d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes
oncogéniques de ces maladies comme la reconnaissance d’une hypersignalisation des voies
JAK-STAT et PI3K dans les cellules érythroides et myéloides puis la découverte des
mécanismes moléculaires déclenchants.’

Anomalies cytogénétiques :

Le bilan diagnostique des hémopathies malignes fait souvent intervenir une étude
cytogénétique, des anomalies chromosomiques pouvant expliquer 1’oncogenese de certaines
hémopathies, au premier rang desquelles la LMC, mais aussi certaines leucémies aigués (LA)
ou certains syndromes myélodysplasiques (SMD).

Comme précédemment évoqué, la LMC est caractérisée par la translocation
t(9;22)(q34;q11) conduisant a la génération du chromosome Philadelphie. Cette translocation
aboutit a la production du transcrit de fusion BCR-ABL1 responsable de la maladie.*

Au cours des PV et TE, les patients présentent rarement des anomalies cytogénétiques
(respectivement 11% 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 par ailleurs non spécifiques de ces maladies (en
dehors des trisomies 9 qui se voient principalement dans les PV et certaines MF JAK2
mutées) ne sont pas associées a un impact pronostique particulier.”’**

La MFP se démarque des 2 autres SMP Ph-négatifs typiques par une plus grande
fréquence des anomalies chromosomiques (30-40% des patients au diagnostic),
essentiellement représentées par les del20q, dell3q 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 a intégrer ces données dans le calcul du score
pronostique DIPSS-plus. De plus, un caryotype défavorable selon les criteres du DIPSS-plus
prédit un risque accru de transformation en LAM.”

Ainsi, mis a part le chromosome Philadelphie, les différentes anomalies
cytogénétiques décrites ne permettent pas d’expliquer la physiopathologie des SMP
classiques.

Anomalies moléculaires :

La compréhension des mécanismes physiopathologiques des SMP a progressé
récemment par 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)* ou encore les mutations du récepteur c-KIT®' étaient autant
d’exemples de I’'implication des Tyrosines Kinases dans 1’oncogénese des SMP. Toutefois, au



cours des PV, TE et MFP, aucune protéine de fusion n’a ét€¢ mise en évidence. Mais
I’activation des voies de signalisation, et notamment de la voie JAK2-STATS semblait
indiquer que ces maladies comme les autres SMP étaient des « maladies des kinases ».”

JAK2V617F

La découverte de la mutation JAK2V617F (Janus kinase ou Just Another Kinase) en
2005 par I'équipe de W Vainchenker constitue une étape marquante dans la compréhension
des mécanismes physiopathologiques des SMP Ph-négatifs.*

La famille JAK se compose de 4 membres : JAKI, JAK2, JAK3 et TYK?2. Ces tyrosine-
kinases s’associent au domaine cytosolique des récepteurs aux cytokines. Elles présentent
dans leur partie C-terminale 2 domaines homologues, le domaine JH1 (JAK Homologous)
portant ’activité kinase et un domaine pseudokinase JH2 catalytiquement inactif, mais qui
exerce une régulation négative sur I’activité kinase du domaine JH1.”” A la partie N-terminale,
les domaines JH5-JH7 contiennent des motifs FERM-like (Band-4.1, Ezrin, Radixin, et
Moesin) permettant I’interaction avec le domaine cytosolique des récepteurs auxquels ces
protéines sont associées.

Ces tyrosines kinases sont associées aux

* récepteurs homodimériques « myéloides » : récepteurs a

o D’érythropoiétine (EPO) - EPO-R

o la thrombopoiétine (TPO) - MPL ou TPO-R

o au Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) - G-CSF-R ou CSF3R
e récepteurs a la prolactine et I’hormone de croissance
* récepteurs hétérodimériques :

o récepteurs de la famille IL-3R partageant la chaine commmune 3

= [L-3-R

= Granulocyte-Monocyte-Colony Stimulating Factor (GM-CSF) - GM-
CSF-R

= [L-5-R

o récepteurs de la famille gp130
* récepteur R2 2 'interféron y - IFNy-R2.*

La mutation JAK2V617F correspond a une transversion d’une guanidine (G) en
Thymidine (T) en position 1849 au niveau de ’exon 14, responsable de la substitution de la
valine en position 617 par une phénylalanine (figure 1).%7° Or cette valine est prédite comme
participant 2 une interface entre les domaines JH1 et JH2.” Sa substitution par une
phénylalanine entraine ainsi la perte de l'inhibition exercée par le domaine JH2 sur le
domaine kinase. JAK2V617F est ainsi capable de déclencher un SMP via D’activation
constitutive de 1’activité tyrosine kinase de JAK2 et d’une activation de STATS
indépendamment de la liaison d’un ligand sur I'un des récepteurs auquel JAK2 est associée
(EPO-R, MPL, IL3 ou CSF3R).”™ Ceci conduit a une croissance cellulaire indépendante des
facteurs de croissance et d’une augmentation de la survie cellulaire.”

Les mutations JAK2V617F sont retrouvées dans 95% des PV et dans 50-60% des cas
de TE et MFP.” Elles sont également détectées dans 30-50% des thromboses des veines



splanchniques™* et Anémies Réfractaires avec Sidéroblastes en couronne et Thrombocytose

(ARSIA-t).*"* Elles ont également été décrites au cours des LMMC, des MS, des LCN et des
SHE avec une fréquence bien moindre.**

Val617Phe

!

FERM SH2 JH2 JH1

Hs FFEAASMMSKLSHKHLELNYGVCVCGDENI LVQEFV
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Figure 1 : Structure de la protéine JAK?2 et séquence protéique au niveau de laquelle survient la
mutation V617F. Les séquences alignées montrent la conservation du résidu Valine modifié par la
mutation. (Baxter et al, Lancet 2005>)

Le fait que cette mutation soit retrouvée au cours de 3 maladies de phénotype différent
reste a ce jour incompletement expliqué. L une des hypotheses proposées est que les PV et TE
seraient une méme entit¢ 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." Le modele
proposé comporterait 2 étapes. L’apparition de la mutation JAK2V617F donnerait naissance a
un clone hétérozygote prenant I’avantage sur 1’hématopoiese physiologique. Dans un second
temps, une recombinaison mitotique permettrait la duplication de 1’allele muté et I’élimination
de T’allele sauvage. Le clone homozygote ainsi généré acquiererait alors un avantage
prolifératif sur le clone hétérozygote et pourrait s’expandre aux dépends de ce dernier (figure
2). L’acquisition de cette homozygotie associée a 1’expansion du clone homozygote
déterminerait ainsi le phénotype de la maladie.™
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Figure 2 : Mécanisme conduisant a I’homozygotie pour I’allele muté JAK2V617F. La recombinaison
mitotique entre les chromosomes portant I’allele muté et 1°allele sauvage conduit a la délétion de ce
dernier et le doublement du nombre de copies du premier. (Kralovics et al, NEJM 2005*")



Ce modele est reflété par les charges mutationelles 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.*** Par ailleurs, des modeles
murins semblent indiquer qu’une faible charge allélique JAK2V617F est associée a un
phénotype proche de la TE tandis qu’une charge plus importante induit une maladie plus
proche de la PV ¥

D’autres facteurs comme le sexe, le type de cellule dans laquelle la mutation apparait
ou encore d’autres facteurs génétiques ou épigénétiques sont également évoqués comme
modulateurs du phénotype des SMP Ph-négatifs.”

JAK?2 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 I’exon 12 et non de
Iexon 14" Au contraire de JAK2V617F, ces mutations ne surviennent qu’au cours des
PV .>'** Elles consistent en des mutations ponctuelles ou des insertions et/ou délétions, la plus
fréquente étant la délétion N542-E543del. *'~° La prévalence de ces mutations dans la PV est
estimée a 1,9-4,1% des patients.””’ Ainsi, JAK2 est mutée chez virtuellement tous les patients
atteints de PV, c’est pourquoi la présence d’une mutation de JAK2 est actuellement
considérée comme un critére diagnostique majeur pour cette maladie.*®

Comme JAK2V617F ces mutations induisent une prolifération cellulaire indépendante
des cytokines consécutive a une activation de la voie JAK2-STATS, mais avec une
signalisation plus intense, expliquant peut-&tre pourquoi seul le phénotype polyglobulique est
associé a ces anomalies.”’

Cliniquement et biologiquement, ces patients présentent essentiellement une
polyglobulie (isolée dans 2/3 des cas™) 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 érythroides EPO-indépendants habituellement
positive.”™® Ces patients sont généralement plus jeunes que ceux mutés JAK2V617F'™ et
présentent une polyglobulie plus importante. Leur histologie médullaire révele généralement
une moelle hypercellulaire en lien avec une hyperplasie érythroide.”'”**® Le pronostic, les
complications thrombotiques et les transformations en MF ou LAM sont comparables au PV
JAK2V617F positives.”® Ces mutations ne semblent par ailleurs pas associées aux thromboses
splanchniques.”

MPL :

Découvertes dans les SMP par Pikman et al., les mutations affectant le récepteur de la
thrombopoiétine (TPO) —MPL- sont retrouvées au cours de 4-10,6% des MFP et 1-4,1% des
TE.”* Ces mutations n’ont pas été identifiées dans les PV, les SMD, les LMMC ou les LAM
de novo.” Elles surviennent au niveau de I’exon 10, et plus précisément du résidu 515 localisé
a la jonction domaine cytoplasmique-domaine transmembranaire, important pour 1’activation
du récepteur.” Les 2 mutations les plus fréquentes sont les W515L et W515K. Plus rarement
les mutations W515A et W515R peuvent étre observées.” La mutation S505N précédemment
associée aux thrombocytoses familiales®® peut également étre retrouvée au cours de SMP
sporadiques.**

Les mutations MPLW515 conferent aux cellules qui les acquierent une croissance



indépendante des CK, une hypersensibilité a la TPO et une activation constitutive de JAK2,
STAT3, STATS5, AKT et ERK.” Cette signalisation reste sensible a I’action des inhibiteurs de
JAK2.” Bien que généralement exclusives les unes des autres, les mutations de MPL peuvent
étre associées avec les mutations JAK2V617F (dont la charge reste généralement faible),%
de méme que plusieurs mutations MPLW515 (L et K) peuvent coexister chez un méme
patient.*> Mais ces situations sont exceptionnelles et reflétent vraisemblablement une
hétérogénéité clonale. Ces mutations peuvent €Etre retrouvées a I’état hétérozygote ou
homozygote, plus fréquemment pour la mutation W515K que la mutation W515L dans ce
dernier cas.®* L'homozygotie MPLW515 reste toutefois beaucoup plus rare que dans le cas
de JAK2V617F.

L’hypothese  d’une  association avec une  prolifération essentiellement
mégacaryocytaire peut étre émise. En effet, ces patients présentent habituellement des taux
d’hémoglobine moindre que les autres et une thrombocytose plus importante a été observée
au cours des TE comparativement aux patients JAK2V617F. De plus il semble exister au
niveau médullaire une hypocellularité notamment érythroide par rapport aux patients non
mutés pour MPL. Enfin, ces patients ne présentent pas de colonies érythroides endogenes
contrairement aux cas mutés JAK2V617F 02646768

Cliniquement, I’impact sur le risque thrombotique reste controversé (une augmentation
du risque de thromboses artérielles ou veineuses a été observé dans certaines études).”* Ces
mutations pourraient par ailleurs étre associées a une augmentation des manifestations liées
aux troubles micro-circulatoires au cours des TE.*"* Aucun impact sur la survie ou le risque
de transformation n’a pu étre mis en évidence .*"**

Autres mutations :

Les 3 types de mutations décrits précédemment ont fait la preuve de leur implication
dans la physiopathologie des SMP et le développement du phénotype de la maladie,
notamment par le développement de SMP dans divers modeles murins. D’autres mutations
ont été décrites au cours des SMP, impliquant des geénes de I’épigénétique (TET2,”"
IDHI1/2,7* EZH2,”7", ASXL1,””"” DNMT3A**), la machinerie d’épissage (U2AF1, SF3BI
et SRSF2).5 des régulateurs de la signalisation cellulaire (CBL.**™® LNK ¥°"). Des délétions
d’IKZFI” ou de TP53”"* ont également été signalées. Toutefois, ces mutations sont
également mises en évidence au cours d’autres hémopathies (notamment SMD et LA) et
peuvent étre associées aux mutations de JAK2 ou MPL. 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. Un nouvel acteur dans les SMP, le réticulum endoplasmique :

Apres la découverte des mutations JAK2V617F et JAK2 exon 12, la totalité des cas de
PV semblaient avoir trouvé leur explication physiopathologique. Toutefois, les 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’a la découverte en décembre 2013 des mutations de CALR.



Calréticuline et physiologie du réticulum endoplasmique :

Le réticulum endosplasmique (RE) est un organite cellulaire constitué de tubules en
connexion avec I’enveloppe nucléaire impliqué dans différents processus. En premier lieu, il
est le site de synthese des glycoprotéines secrétées ou membranaires, mais également le sicge
de la synthese de lipides et de stéroides ou encore un site de séquestration et de relargage du
calcium.”

La calréticuline : structure et fonctions
La calréticuline (CALR) est une protéine de 60 kDa présente a 1’état soluble dans la

lumiere du RE. Elle est constituée de 3 domaines : un domaine globulaire N-terminal, un
domaine P riche en proline et un domaine C-terminal (figure 3).

ERp57 binding
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Figure 3 : Strucutre de la calréticuline. La protéine est constitué¢ de 3 domaines (N, P et C)
chacun impliqué dans une ou plusieurs fonction(s) de la protéine (chaperonne, liaison du calcium).
(Michalak et al, Biochemical Journal, 2009°°)

La fonctionnalit¢ d’une glycoprotéine ainsi que son expression nécessitent une
séquence en acides aminés spécifique mais également I’acquisition d’une conformation
spatiale adéquate. Cette conformation est bien slir déterminée par sa séquence en acides
aminés, mais également par les modifications co- et post-traductionnelles qu’elle peut subir,
parmi lesquelles la N-glycosylation. Ce processus consiste dans un premier temps a greffer au
niveau des résidus asparagine un motif de base constitué de 2 N-acétylgalactosamines, 9
mannoses et 2 glucoses (Glc;Man,NAcGlc, figure 4). Ce motif sera ensuite modifié par
excision des glucoses et d’'un mannose dans le RE puis modelé dans 1’appareil de Golgi afin
d’acquérir la composition adéquate des chaines glycosylées.
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Figure 4 : Composition du motif de base des chaines N-glycosylée. Ce motif est composé de 2 N-
acétylgalactosamines, 9 mannoses, et 3 glucoses (Ellgaard et Frickel, Cell Biochemistry and
Biophysics, 2003%7)

Au niveau du RE, un systeme de protéines chaperonnes permet aux glycoprotéines en
formation d’acquérir leur conformation correcte. Ces chaperonnes stabilisent les formes de
conformation intermédiaire, ralentissent leur repliement afin d‘éviter les agrégations et
I’acquisition de mauvaises configurations. Plusieurs familles de protéines chaperonnes sont
décrites parmi lesquelles les Heat Shock Proteins (HSP) et les Protein disulfide isomerase
(PDI ou ERp57).” Par ailleurs un systeéme d’assurance qualité permet de surveiller que les
glycoprotéines en formation se replient correctement avant de pouvoir €tre exportées vers leur
localisation finale. Ce systéme met principalement en jeu 2 lectines : la calréticuline (présente
dans la lumiere du RE sous forme soluble) et son homologue transmembranaire, la calnexine.
En cas de conformation incorrecte, ces lectines permettent la rétention des glycopeptides en
formation dans le RE afin de leur permettre de se replier correctement en prolongeant le
contact avec d’autres protéines chaperonnes (figures 5 et 6). En cas d’échec du systeme
chaperon, les peptides sont orientés vers une dégradation protéosomale via le systtme ERAD
(figure 6).

La calréticuline se lie ainsi a de nombreuses glycoprotéines en cours de synthese dans
le RE. Cette liaison fait principalement intervenir le domaine globulaire N-terminal. Celui-ci
permet a CALR de lier les résidus N-glycosylés des glycoprotéines avec une spécificité pour
les glycopeptides portant I’oligosaccharide intermédiaire ne comportant plus qu’un seul
glucose (Glc,ManyNAcGlc,). CALR semble également lier directement certains segments
peptidiques via son domaine N. Le domaine P participerait lui aussi a la liaison des
glycoprotéines.”>”*%
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Figure 5 : Principe du systeme de contréle qualité des glycoprotéines sécrétées. Les
glycoprotéines en formation doivent acquérir une conformation spatiale adéquate pour pouvoir étre
sécrétées ou exprimées a la membrane. Tant que cette conformation n’est pas obtenue, elles sont
retenue dans le réticulum endoplasmique afin de favoriser leur repliement correct (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).

Le domaine-P en épingle constitue un site de liaison du calcium avec une forte affinité
(Kqa = 1 uM) mais une faible capacité. C’est également ce domaine qui permet de lier
ERp57 95,96,99

Le domaine C (C-terminal) comportant de nombreux résidus acides permet de lier le
calcium avec une faible affinité (Kq= 2 mM) mais une forte capacité. Ce domaine permet
ainsi a CALR de jouer un réle de tampon calcique. Elle participe donc a la constitution d’une
réserve en calcium dans la cellule et régule ainsi la signalisation et les processus dépendants
du calcium.”

Le motif tétrapeptidique KDEL (Lysine, Aspartate, Glutamate, Leucine) est un motif
de rétention dans le RE localisé au niveau de I’extrémité C-terminale de nombreuses protéines
solubles résidentes du RE dont CALR. Il permet aux protéines emportées dans le Golgi d’étre
« rapatriées » dans le RE via les vésicules recouvertes par Coatomer Protein (COP)-I et ainsi
de rester sur leur « site de travail ».”®

D’autres fonctions ont été décrites pour CALR, notamment un role dans I’'immunité
anti-cancéreuse ; son expression a la surface des cellules constitue en effet un signal
favorisant leur phagocytose. Son implication dans I’adhésion cellulaire, la réparation des
tissus entre autres est également démontrée .’
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Figure 6 : Cycle de liaison et libération des glycoprotéines par la calréticuline et la calnexine
participant au systéme de controle qualité. Les protéines doivent acquérir une conformation correcte
pour pouvoir étre exportées vers leur destination. Un systeme de « recyclage » par reglycosylation
faisant intervenir I’UDP-glucose-glycoprotéine-glycosyltransferase permet de recommencer le
processus de repliement. En cas d’échec, les protéines sont orientées vers la dégradation par le
systeme ERAD.

Calréticuline et hémopathies non-SMP

Des altérations d’expression de CALR sont largement documentées dans des tumeurs
solides.'”'" Au cours des hémopathies, les altérations d’expression ou de fonction de CALR
restaient peu évidentes jusqu’a récemment. Comme précédemment évoqué, une expression de
CALR a la surface des cellules de LMC, de LAM ou de SMD a été mise en évidence comme
un signal pro-phagocytique.'**'"

Par ailleurs, les protéines de fusion CBFB-MYHI11 et AML1-MDS1-EVI1 induisent

I’expression de CALR qui a son tour inhibe I’expression et 1’activité du facteur de
transcription CEB/Pa., participant ainsi au blocage de maturation des blastes.'**'*
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Les mutations de calréticuline dans les SMP :

Fréquence

Les mutations de CALR ont initialement été décrites par 2 équipes européennes en
décembre 2013."'7 Elles sont essentiellement observées au cours des SMP Ph-négatifs, et
plus particulierement au cours des TE et des MFP dont elles représentent 25-30% et 20-30%
des cas respectivement (devenant ainsi la 2°™ mutation la plus fréquente au cours de ces
maladies, tableau 1).7%'°"'% Cette découverte diminue a 8-10% la proportion de patients
pour lesquels aucune mutation « fondatrice » n’est mise en évidence (ces cas sont maintenant
désignés comme « triples négatifs »).'%'%7

Les 2 premieres publications ont également recherché ces mutations au cours d‘autres
hémopathies et cancers. Ces mutations n’ont pour I’instant pas été mises en évidence au cours
des PV, des LMC et autres SMP.""*'"” Nangalia et al avait initialement observé des mutations
de CALR au cours de 8% des SMD'”, mais d’autres études semblent indiquer une fréquence
plus faible de I'ordre de 0-3,4%.""'"""'" La fréquence des mutations de CALR semble
également faible au cours des syndromes frontieres SMP/SMD tels que les ARSIA-t (1%''")
ou les LMMC (0-3%'"'"). Elles n’ont par ailleurs pas été pas été observées au cours des
LAM de novo, des tumeurs lymphoides, des cancers solides.'”’

Comme JAK2V617F, les mutations de CALR semblent également survenir au cours de
certaines formes moins clasiques de SMP, telles que les formes pédiatriques (0-34% des
TE'"*', 50% des MFP'') ou familiales'”™"" ou dans les thromboses splanchniques (mais
avec une fréquence beaucoup plus anecdotique que JAK2V617F dans ce dernier cas)."”>"'

Conséquences des mutations :

Le gene codant 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
I’exon 9. Il s’agit d’insertions et/ou délétions a 1’origine d’un décalage du cadre de lecture
d’une paire de base (pb). Ceci conduit a la modification du domaine C de la protéine qui

devient alors basique (et donc chargé positivement) et a la perte du motif KDEL (figure 7 et
8).106’107

A ce jour, au moins 51 mutations différentes sont décrites dans la littérature, les 2
mutations les plus fréquentes (c.1092_1143del, p.L367fs*46, désignée comme la mutation de
type 1 et c.1154_1155insTTGTC, p.K385fs*47 désignée comme type 2) représentant 80-85%
des cas (figure 9, tableau 1). La mutation de type 1 correspond a une délétion de 52 pb,
conduisant au remplacement de la quasi totalité des résidus chargés négativement par des
résidus chargés positivement. Elle représente 45-53% des cas totaux et est significativement
plus fréquente dans les MFP que dans les TE.*'**'”” La mutation de type 2 correspond 2 une
insertion de 5 pb et conduit a une modification moins importante du domaine C que la
mutation de type 1. Elle représente 31,7-41% des cas.””'*'”” Une étude bioinformatique a
confirmée 1’impact moindre de la mutation de type 2 sur la structure de la protéine
comparativement 2 la mutation de type 1. La fréquence des autres mutations ne dépasse pas
2%.106,107
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TE
Total Jakzmpr YP¢ WP
(%) negatifs (%) (%) (%)
25 67 46,1 379
314 73,1 38,8 48
24 70,1 46 38
15,5 489 25 281
8* 27* 52 28
25 i : ;
32 - 48 35
28 - 45 39
23,3 - - -
284 61,5 62,5 37,5
31 57 449 333
33 76,2 50 32
22.5 67,3 545 27,3
26,3 53,8 46 30

TN
(%)

10,3

11,5

10

16,1

16,1

12
12

14,6

15,6

225

11

10,9

Total
(%)

35

14,1

32

25

27

21,5

18-
24

21

12,1

25

21

JAK2/MPL
negatifs (%)

88

59.5

52

308

69 .4

43

MFP

type
1
(%)

65,7

62

78

80

783

61

25**

64

32

type

(%)

20

243

14

11

10,9

13

50**

12

64

TN
(%)

4,7

9,6

12,1

273

11

27

Tableau 1 : Fréquence des mutations de CALR au cours des thrombocytémies essentielles (TE) et
myélofibroses primitives (MFP). TN : triples négatifs, *cohorte de thrombocytose et non de SMP,
** Fréquences sous réserve de I’effectif de la population d’étude (n=4)
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C Peptide Sequences of the Two Most Common CALR Mutations

—| CALR Exon 9 ',:M
NonmutantcALR | [ [ | [ENNON RN |

52-bp Deletion l Il l— I "

(type 1 mutation)

5-bp Insertion I I II . .Il I "
(type 2 mutation)

Figure 7 : 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 oranges les acides
aminés basiques et les barres noires les codons stop. Les délétions et insertions de I’exon 9 de CALR
conduisent a une modification importante de la charge des résidus terminaux (Klampfl ef al, NEJM

2013'%),
A Functional Domains of CALR Protein
Signal N Domain P Domain C Domain
— i ] KDEL]
Amino acids

Human 417
Mouse
Zebrafish
Drosophila

Deletions
L367fs*46 411
E370fs*43 411
E370fs*48 416
L367fs*48 413
L367fs*44 408
K368fs*51 QDEEQRL 417
L367fs*52 (DEEQR------—-=-= RRE i RMBEMRRTBRKMRRXMSPARPRTSCREACLOC 417
R366fs*53 RTKMEMRAMRRTRRKMRRKMSPARE, 417
E371fs*49 QDEEQRLKEE-------—--RORTRRMMRTKMEMERMERTHRKMBREMS PARPRTSCREACLOGHTES 418
K368fs*43 QDEEQRL-—--—-—=———=————-—-— MMRTKMRMRRMRRTRRKMRRXMS PARPRTSCREACLOGHTEA 409
E370fs*37 QDEEQRLKE-——————m—mmmmmmm e BMRABMRRTRREKMRRXMSPARPRISCREACLOGH 405
D373fs*47 QDEEQRLKEEEE TKMEMREMRRTRRKMRREKMS PARS 418
K374fs%53 (DEEQRLKEEEED--—KRRREAORTRE RMRRTRREMRREKMSPARPRISCREACLOGH 425
E371fs%49 QDEEQRLKEE MMRTKMEMRIMRRTIRKMRRXMS PARPRTSCREACLOGUTEA 416

Insertions NC
v
K385fs*47 QDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDRRMMRTKMEMREMRETRRKMRRKMSPARPRISCREACLOGHIES 430

LC

\ 4
K385fs*47 QDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAEDRRMMRTKMAMRAMRRTRRKMRRXMSPARPRISCREACLOGHTE 430
Complex LG
v
R376fs*S5 QDEEQRLKEEEEDKK-KXRRRRQRTRAMMRTKMEMRAMRRTRRKMRAXMSPARPRTSCREACLOGHTESA 429
SCR
K385fs*47 QDEEQRLKEEEEDKKRKEEEEAED-RMMRTKMRMRRMRRTRRKMRRKMSPARPRTSCREACLOGHTEA 430
DpC
b 4
E381fs*48 QDEEQRLKEEEEDKKRKEEE----RRMMRTKMRMRRMRRTARKMRREMSPARPRISCREACLOGHTES 428

Figure 8 : Séquence peptidique de certaines mutations de CALR. Toutes les insertions et délétions
conduisent au méme décalage du cadre de lecture et a la génération d’une séquence commune
terminale de 36 acides aminés, ainsi qu’a la perte du motif KDEL (Nangalia et al, NEJM 2013'%").
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D Frequency of the 36 Mutation Types Detected in CALR

Types 11-36
(0.3% each)

Types 5-10
(0.7% each)
Type 4
(1.0%)
Type 3
(1.7%)

Type 1
(53.0%)

Type 2
(31.7%)

Figure 9 : Fréquence des différentes mutations de CALR au cours des SMP. Les 2 mutations les plus
fréquentes (type 1 et type 2) représentent 80-85% des cas (Klampfl et al, NEJM 2013'%)

Comme les mutations JAK2V617F et MPLW515, les mutations de CALR rendent la
croissance cellulaire indépendante des cytokines et stimulent une activation de STATS.'" Par
ailleurs, la mutation est présente dans les cellules souches hématopoiétiques et apparait
précocément dans la maladie, suggérant son role dans 1’oncogenese des SMP, d’autant plus
que la mutation est exclusive des mutations JAK2V617F et MPLW515."'” De plus,
contrairement a la mutation JAK2V617F qui disparait fréquemment lors des acutisations, les
mutations de CALR semblent persister lors des transformations en LAM.'”” Ces mutations
sont généralement retrouvées a 1’état hétérozygote, mais une homozygotie est possible pour
les mutations de type 2 uniquement.'” L’association de mutations de CALR avec les
mutations JAK2V617F et MPLW515 ont été décrites dans d’exceptionnels cas, sans que la
preuve ne puisse Etre faite que cette association intéresse un seul et méme clone
Cellulaire.lo&l 11,124,133

La perte du motif KDEL suggererait une altération de la localisation cellulaire de la
protéine mutée, mais les données restent a ce jour contradictoires.'*'"’

Farticularités clinico-biologiques et pronostic

Que ce soit dans les TE ou les MFP, les mutations de CALR sont associées a une
présentation clinico-biologique distincte et un pronostic favorable par rapport aux mutations
JAK2V617F.

Au cours des TE, les mutations de CALR sont associées a un age plus jeune et une
représentation masculine plus importante par rapport aux cas mutés JAK2V617F "' 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 #76%106107109.33.126  Toytefois,
quelques différences pourraient distinguer les mutations de type 1 et de type 2. Les premieres
seraient prédominantes chez les hommes tandis que les secondes intéressent des patients plus
jeunes et présentant une thrombocytose plus importante.'''*"*"'%5 En terme pronostique, les
patients atteints de TE et mutés sur CALR ont un risque thrombotique diminué par rapport aux
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patients mutés JAK2V617F (y compris dans les cas familiaux),” """ mais aucune

différence en terme de survie'” ' ou de risque de transformation n’a été mis en
évidence.**%

Dans les MFP, les patients mutés pour CALR sont plus jeunes que les patients
JAK2V617F.'"" IIs présentent habituellement une leucocytose moindre, une thrombocytose
plus importante ainsi qu’une moins grande fréquence d’anémie, d’hyperleucocytose et de
thrombopénie par rapport aux patients JAK2V617F."%'%%1% Par ailleurs, les mutations de
CALR ont un impact pronostique favorable dans les MFP puisque les patients mutés sur ce
gene présentent une survie globale plus longue, y compris en cas d’allogreffe de moelle
osseuse, 00108 126-128.13L136 e hénéfice de survie pourrait intéresser surtout les patients
présentant une mutation de type 1, mais cela reste a confirmer.'” Différentes études ont ainsi
permis de déterminer que les patients triples-négatifs présentaient le pronostic le plus
défavorable y compris dans les cas familiaux et en cas d’allogreffe.'**'2%!"*!?

Thérapeutique

Comme les patients présentant une mutation JAK2V61F, les patients mutés pour
CALR semblent répondre aux traitements cytoréducteurs de la méme maniere. Ainsi, des
patients traités par interféron pour une TE peuvent atteindre une réponse cytologique avec une
diminution de la charge allélique CALR." Par ailleurs, les patients atteints de MFP et traités
par inhibiteur de JAK2 semblent répondre d’une maniere comparable aux patients mutés
JAK2V617F en terme de réduction de la splénomégalie et des symptomes constitutionnels."®

Techniques de dépistage et quantification des mutations de CALR

Les différentes études précédemment citées ont mis en ceuvre différentes techniques
pour détecter les mutations de CALR.

Détection sur ADN :

Séquencage : Sanger ou NGS

Les études princeps sont le résultat d’analyse d’exome entier par séquengage nouvelle
génération (NGS)."”*'”” Cette technologie a permis d’identifier les mutations de CALR, mais
également les autres mutations existant chez les patients atteints de SMP. La plupart des
études ont utilis€é (comme test de criblage ou de confirmation) des techniques de séquengage
classique de type Sanger. Du fait de contraintes en terme de coflit, de temps et d’une certaine
« lourdeur » ainsi que de la faible sensibilité (pour la technique Sanger), d’autres techniques
ont été utilisées pour rechercher les mutations de CALR.

Analyse de fragments

Cette technique est celle décrite comme méthode de criblage dans la publication de
Klampfl et al, et utilisée par la suite dans différentes études.*”'**'""""* Elle consiste a réaliser
une PCR « classique », si ce n’est que I’'une des amorces est marquée par un fluorochrome.
Les amplicons sont ensuite séparés par €électrophorese capillaire afin de déterminer leur taille
(figure 10).
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210 bp 240 bp 270 bp

CALR Type 2 mutation
H_00108_GD (c.1154_1155insTTGTC)

263 268
(wt)
210 bp 240 bp _270bp
CALR Type 1 mutation
H_0191B_GD (c.1092_1143del)
211 263

(wt)

Figure 10 : Electrophorégramme d’une détection de mutations de CALR par analyse de fragments. Le
pic correspondant au fragment de 263 pb correspond a 1’amplicon de la forme sauvage, ceux
correspondant aux fragments de 211 pb et 268 pb correspondent aux amplicons des formes mutées
type 1 et type 2 respectivement (Klampfl et al, NEIM, 2014'%)

Autres techniques

D’autres techniques de détection sont actuellement développées dans les centres
spécialisés, mais ne font actuellement pas I’objet de publication. Ces techniques incluent
l'analyse de courbe de fusion de haute résolution (High Resolution Melting - HRM) qui
consiste a analyser le profil de dénaturation des amplicons avec une résolution élevée grace a
I’utilisation d’un agent intercalant trés précis. Une technique de quantification par PCR
digitale est actuellement en développement au CHU de Bordeaux.

Détection de la protéine mutée :

Vannucchi et al ont produit un anticorps dirigé spécifiquement contre les parties C-
terminales des CALR mutées, permettant la réalisation de marquages immunohistochimiques
a visée diagnostique (figure 11)."*

B
Figure 11 : Marquage immunohistochimique des protéines CALR mutées sur biopsies de moelle

osseuse. Le marquage semble spécifique des protéines mutées, avec un marquage plus intense des
mégacaryocytes comparativements aux autres lignées (Vannucchi et al, Leukemia 2014'%).

R R . ‘ ot
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Détection sur ARN :

Pour le moment, aucune étude sur I’expression de CALR dans les SMP n’a été publiée.
Différentes études ont cherché a déterminer 1’intérét de rechercher et d’évaluer la charge
mutationnelle de JAK2V617F sur ARN.

L’une des premicres études abordant cette question est celle de Kiladjian et al et
semblait montrer un potentiel gain de sensibilité.'"” En utilisant une technique peu sensible
(séquengage par technique Sanger), la mutation JAK2V617F peut parfois étre retrouvée a
partir de I’ARN plaquettaire sans 1’étre au niveau de I’ADN des polynucléaires neutrophiles.
Cependant, dans cette méme étude, la mutation JAK2V617F a également été mise en évidence
au niveau de I’ADN de certains patients (PCR semi-quantitative) alors qu’elle restait
indétectable sur ARN (Sanger).'* La comparaison des charges mutationelles déterminées par
RT-gPCR sur ADN et sur ADNc extraits de PNN périphériques par Lippert ef al a montré des
résultats équivalents,'*' contrairement aux résultats de Fantasia et al'** (figure 12). Par contre,
il semblerait exister une différence de charge allélique entre ADN de PNN et ARN
plaquettaire dans les TE (22% vs 42%, figure 13)."*'* Ceci explique probablement pourquoi
dans 1’étude de Kiladjian et al, 1a mutation a pu étre détectée dans les plaquettes de certains
patients et pas au niveau de leurs PNN.'** Cependant, cette différence de charge mutationnelle
ne semble pas impacter le taux de détection de la mutation, suggérant que le gain de
sensibilité 1i¢ a 1’utilisation d’ARN objectivé dans différentes études (qu’il soit d’origine
plaquettaire ou leucocytaire)'*”'**'*'*" est surpassé par Dutilisation d’une technique tres
sensible telle que la PCR quantitative spécifique d’allele (AS-qPCR)."**'*
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Figure 12 : Charge mutationelle de JAK2V617F déterminées sur ADN et sur ARN de leucocytes
(Fantasia et al, Ann Hem 2014'*). La charge allélique est significativement supérieure sur ARN par
rapport a I’ADN au cours des PV et TE.
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Figure 13 : Charge mutationnelle de JAK2V617F chez des patients atteints de TE sur ADN de PNN et
sur ARN plaquettaire (Moliterno et al, Blood 2006)."*’ La charge allélique déterminée sur ARN de
plaquettes est significativement supérieure a la charge déterminée sur ADN de polynucléaires
neutrophiles.

Rechercher les mutations de JAK2 (mais aussi de CALR) sur ARN permet également
d’évaluer I’expression du gene. En effet, le niveau d’expression de I’ARNm reflete plus
fidelement I’expression de la protéine que la charge au niveau génomique, donnant des
informations probablement plus pertinentes d’un point de vue biologique. On sait notamment
que dans les modeles murins, le niveau d’expression de JAK2V617F détermine le phénotype
PV ou TE.* Mais a ce jour, I’influence du niveau d’expression CALR mutée et/ou sauvage sur
le phénotype reste inconnu.

Par ailleurs, 1’étude histochimique de Vannucchi et al semble indiquer que
I’expression de CALR (sauvage et mutée) est plus importante dans les mégacaryocytes que
dans les lignées myéloides ou érythroides. De plus, la prolifération cellulaire associée aux
mutations de CALR semble particulicrement associée a la lignée mégacaryocytaire. Un biais
de différenciation des cellules mutées vers la lignée plaquettaire pourrait faire sous-estimer la
charge mutationnelle lorsque celle-ci est déterminée sur du matériel leucocytaire. C’est
pourquoi disposer d’une technique de détection des mutations de CALR sur ARN permettrait
de déterminer la charge mutationnelle sur ARN plaquettaire (ce type cellulaire ne contenant
pas d’ADN nucléaire).

Enfin, d’un point de vue plus pratique, disposer d’une technique de détection des
mutations de CALR sur ARN permettrait d’étudier le profil mutationnel de patients pour
lesquels de I’ADN n’est pas disponible (notamment les patients atteints de LMC).

C'est pourquoi nous avons développé une technique d'analyse de fragments permettant
de quantifier la charge allélique mutationnelle de CALR sur ARN. Ce travail se propose de
valider cette technique, d'en comparer les résultats a ceux obtenus sur ADN et d'étudier ses
performances par rapport a une technique de PCR digitale.

20



Matériel et Méthodes

1. Patients et matériel génétique

Les patients inclus dans cette étude ont recu un diagnostic de SMP (TE, MFP ou LMC
avec une présentation thrombocytaire) selon les criteres OMS, ceux du British Committee for
Standards in Haematology'*® ou a I’appréciation du clinicien. D’autres ont été explorés pour
une thrombocytose sans qu’un diagnostic définitif ne soit posé. Un consentement éclairé a été

signé par chacun d’eux pour le stockage et I'utilisation de matériel génétique a visée
diagnostique et de recherche.

Au diagnostic ou dans le suivi, des leucocytes totaux périphériques et/ou des
polynucléaires neutrophiles (PNN) périphériques ont été congelés en culots secs (pour
I’obtention d’ADN génomique) et/ou en trizol (pour I’extraction d’ARN).

L’ADN génomique a été extrait a 1’aide du kit QIAAMP blood kit mini Kit
(Qiagen). Bricvement, les culots secs ont été remis en suspension dans du tampon PBS
(Phosphate Buffer Saline) puis digérés par une protéase. Apres ajout d'un tampon additionné
d’éthanol I’ADN a été déposé dans une colonne de purification et centrifugé 1 minute a

2 2.2 2

/////

un Nanodrop® ND1000 (Thermo Scientific) avant stockage a -20°C.

Les ARN ont été extraits a partir des cellules stockées en trizol a -80°C. Apres
destruction des cellules par agitation 5 minutes sur Disruptor® (Scientific Industries) les
protéines ont été précipitées puis éliminées par 1’ajout d'un mélange de chloroforme et
d'alcool isoamylique. Les ARN, récupérés au niveau de la phase aqueuse ont ensuite été
précipités par de 1’isopropanol puis lavés par de 1’éthanol de concentration croissante. Apres
séchage, ils ont été repris par 10-20 pL d’eau. La concentration et la qualité des ARN ont
également été évaluées sur un Nanodrop® ND1000 (Thermo Scientific) avant stockage a -
80°C.

Les rétrotransciptions ont été réalisées a 1’aide du kit Transcriptor Fist Stand cDNA
Synthesis Kit (Roche). Pour ce faire, 1 pg d’ARN a été repris dans 11 pL. d’eau puis mélangé
avec 4 pL de tampon, 2 pL d’amorces aléatoires (« random hexamers »), 2 pL de
désoxyribonucléotides triphophates (ANTP), 0,5 pLL d’inhibiteurs de RNAse et 0,5 pL de
rétrotranscriptase. La rétrotranscription a été réalisée selon le cycle suivant : 10 min a 25°C,
60 min a 50°C, 5 min a 85°C, puis maintien a 4°C. L’ADN complémentaire (ADNc) formé a
ensuite été repris dans un volume final de 50 pL. d’eau avant stockage a -20°C.

2. Recherche des mutations de CALR

A. Analyse de fragments sur ADN :
La recherche de mutations de CALR par analyse de fragments sur ADN a été réalisée a

partir d’ADN extrait des PNN périphériques pour I’ensemble des patients suspectés d’avoir
un SMP Ph-négatif dans le cadre de la démarche diagnostique. Pour certains d’entre eux
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(lorsque le matériel était disponible), cette recherche a été réalisée sur ADN extrait de
leucocytes totaux périphériques afin de pouvoir comparer les techniques d’analyse de
fragments sur ADN et ARN obtenus a partir des mémes populations cellulaires.

La premicre étape a consisté en I’amplification d’une partie de I’exon 9 du gene
CALR. 5 pL d’ADN dilué a 5 ng/pL ont été dilués dans 29,75 uL. d’eau et mélangé avec 10
uL de tampon (Promega), du MgCI2 (concentration finale de 3mM, Promega), des dNTP
(Roche), les amorces (a une concentration finale de 0,5 uM) et 1,25U de GoTaq (Promega).
Les amorces utilisées avaient les séquences suivantes :

CALR-Fg-F1 : 5’-GAGGTGTGTGCTCTGCCT-3’
CALR-Fg-R1 5’-AGAGACATTATTTGGCGCGG-3’.
Cette dernicre est par ailleurs marquée en 5’ par de la carboxyfluorescéine.

L’amplification a été réalisée sur un thermocycleur 2720 (Applied Biosystem) suivant
le programme : 95°C pendant 2 minutes, puis 35 cycles comprenant : dénaturation a 95°C
pendant 45 secondes, hybridation a 60°C pendant 1 minute, élongation a 72°C pendant 2
minutes puis 72°C pendant 5 minutes. Les fragments ont par la suite été séparés et leur taille
déterminée par migration en électrophorese capillaire. Les amplicons ont préalablement été
dilués au 1/50°™ dans de l’eau stérile et 1 uL de cette dilution ajouté a un mélange de
formamide et de ROX 500 (un marqueur de taille, 8,8 puL et 0,2 uL respectivement). La
migration a été réalisée sur un séquenceur 3130 (Applied biosystem) et I’analyse a 1’aide le
logiciel GeneMapper version 3.3 (Applied Biosystem).

La taille théorique du fragment obtenu par amplification de CALR sauvage est de 298
pb. La quantification de la charge allélique (CA) a été réalisée en calculant le rapport :

CA =A mut/ (A WT + A mut)

ol A mut est I’aire sous la courbe du pic correspondant a I’allele muté et A WT D’aire sous la
courbe du pic correspondant a I’allele sauvage.

Dans le cas d’extraction d’ADN et/ou d’ARN a partir de leucocytes totaux, une
correction a été appliquée afin de pouvoir comparer les charges obtenues a celles déterminées
sur matériel issu de PNN périphérique. Cette correction a consisté a diviser la charge allélique
observée sur leucocytes totaux par la proportion de PNN (et de myélémie si présente) parmi
les leucocytes au moment du prélevement.

B. Analyse de fragments sur ARN :

La recherche de mutations de CALR sur ARN a été réalisée a partir des ARN extraits
des leucocytes totaux périphériques pour 1’ensemble des patients. Pour certains d’entre eux
(lorsque le matériel était disponible), cette recherche a été réalisée sur ARN extrait de PNN
périphériques afin de pouvoir comparer les techniques d’analyse de fragments sur ADN et
ARN obtenus a partir des mémes populations cellulaires.

La technique utilisée est comparable en tout point avec la technique sur ADN, mise a
part I’armorce sens dont la séquence est la suivante : 5’- CCAACGATGAGGCATACGCT.
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La taille théorique du fragment obtenu par amplification de I’ARNm de CALR
sauvage est de 332 pb. L’intron 8 ne faisant que 83 pb, une amplification de 1’ADN
génomique est possible et aboutit a la formation d’un fragment de 415 pb pour CALR
sauvage. Le calcul de la charge allélique a été réalisé de la méme maniere que sur ADN.

Pour les études de sensibilité les ADNc de lignées BaF3 infectées avec des lentivirus
portant le geéne codant pour CALR sauvage ou CALR mutée ont été utilisés aprés traitement
par une DNAse (DNA-free™ DNA Removal Kit, Ambion). Ces lignées étant d’origine
murine, leurs ARNm de CALR endogenes ne sont pas amplifiés avec les amorces que nous
utilisons. Elles permettent ainsi de simuler 1’homozygotie pour les mutations de types 1 et 2.
Afin de réaliser des dilutions, le nombre de copies de CALR sauvage et mutée a été
déterminée par PCR digitale pour chaque ADNc (voir ci-apres). Les ADNc de CALR mutée
ont ensuite été mélangés avec de I’ADNc de CALR sauvage pour obtenir des dilutions au 1/8
(correspondant a une charge allélique de 12,5%), 1/16 (6,25%), 1/32 (3,125%), 1/64
(1,5625%), 1/128 (0,78125%) et 1/256 (0,390625%). Ces dilutions ont ensuite été testées en
analyse de fragments et la charge allélique observée comparée a la charge théorique calculée
sur le nombre de copies de chaque forme.

La reproductibilité de la technique a été évaluée en réalisant la recherche de mutation
de CALR par analyse de fragments sur 3 produits de PCR obtenus a partir du méme ADNCc
lors de 3 expériences différentes. La répétabilité a été évaluée en réalisant I’analyse 3 fois au
cours d’une méme expérience.

C. Recherche des mutations de CALR par Droplets Digital Polymerase
Chain Reaction (ddPCR ) :

La recherche de mutation de CALR par PCR digitale a été réalisée a 1’aide de la technique
« Droplets Digital Polymerase Chain Reaction » de Bio-Rad (ddPCR). Le principe est celui
d’une PCR « classique », mis a part que la réaction est réalisée en microémulsion. Le matériel
génétique est porté en émulsion eau/huile de sorte que statistiquement une seule molécule
d’acide nucléique soit contenue dans chaque gouttelette d’eau (en réalité, chaque gouttelette
contient entre 0 et x molécules). Une PCR en point final est ensuite réalisée et la fluorescence
étudiée indépendamment pour chaque gouttelette par cytométrie en flux. L’étude statistique
(par I’application d’une loi de Poisson) permet ensuite a partir du nombre de gouttelettes
« positives » (dans lesquelles une amplification a été réalisée) et « négatives » (dans
lesquelles aucune amplification n’a eu lieu) de déterminer le nombre de copies de séquence
cible initialement présentes dans 1’échantillon. Ceci permet une quantification absolue de la
cible alors que la réaction est en point final (figure 14).

L’ADN a été dilué a une concentration de 5 ng/uL. Vingt-cinq nanogrammes (soit 5
uL de la dilution) ont été utilisés pour I’amplification. Les ADNc obtenus a partir de 1 ug
d’ARN ont eux été dilués au 1/10°™. Le mélange réactionnel a été réalisé a partir de 5 uL
d’ADN ou ADNc dilué auxquels ont été ajoutés 1,6 pL d’eau, 11 pL de Mastermix, les
amorces (concentration finale de 0,9 uM) et les sondes (une concentration finale de 0,25 pM).
Les amorces et les sondes ont été créées pour détecter les mutations de type 1 et 2
exclusivement et spécifiquement. Chaque mélange réactionnel contient des amorces
amplifiant une partie du géne ou de I’ARNm de CALR et 2 sondes, I'une spécifique de 1’allele
sauvage, I’autre de 1’allele muté. Notons que les sondes spécifiques de 1’allele sauvage sont
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différentes entre les techniques de détection des mutations de type 1 et de type 2. La détection
de ces 2 types de mutation nécessite donc la réalisation de 2 réactions séparées.

( \ == Target of interest
‘/ ‘ ./ == Background DNA
I« \
88w

=

Sample 1 Sample 4

Figure 14 : Principe de la ddPCR. Une PCR en point final est réalisée en présence d’une sonde
fluorescente ou d’un agent intercalant en microémulsion. Chaque gouttelette contient O ou x molécule
d’ADN ou ADNec. La positivité de la réaction au sein de chacune de ces gouttelettes est ensuite
analysée par cytmétrie en flux (Bio-Rad).

La microémulsion a été réalisée a 1’aide des cartouches DGS, de 1’huile (Bio-Rad) et
du « générateur de gouttelettes » QX100 (Bio-Rad) dans un volume final de 20puLL (production
de 20000 gouttelettes environ, figure 15).

Huile

Echantillon en
phase
acqueuse

Huile

Figure 15 : Principe de la formation des gouttelettes par le QX100 pour la ddPCR. L’échantillon en
phase acqueuse migre a travers un flux d’huile et forme ainsi des gouttelettes de calibre déterminé
(Bio-Rad).
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L’amplification a ensuite été réalisée sur un thermocycleur C1000 Touch® (Bio-Rad)
selon le programme suivant: dénaturation a 95°C pendant 10 minutes, puis 40 cycles
comportant : dénaturation a 94°C pendant 30 secondes, hybridation a 63°C (pour la recherche
de mutation de type 1) ou 64°C (pour la recherche de mutation de type 2) pendant 1 minute
avant de finir par 10 minutes a 98°C.

L’acquisition a ensuite été réalisée sur le « lecteur de gouttelettes » QX200 (environ
12000-16000 gouttelettes sont lues par le systeme) et 1’analyse réalisée a ’aide du logiciel
Quantasoft® (version 1.5, Bio-Rad, figure 16).

H “ r\ “ChanneH”
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Figure 16 : Principe de la quantification par ddPCR. La fluorescence (signant la positivité de la
réaction de PCR) est analysée dans 2 canaux par cytométrie de flux pour chacune des gouttelettes
(gauche). La loi de Poisson permet ensuite de relier la distribution de positivité (droite) au nombre de
copies présentes initialement dans 1’échantillon (Bio-Rad).
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Le logiciel a calculé le nombre de copies par gouttelette selon la formule :

N
Concentration = —In( €8 /N)/ Vdrop let

Avec

N,.. le nombre de gouttelettes négatives

neg

N le nombre total de gouttelettes analysées

V tropier 1€ vOlume des gouttelettes (environ 1 nL théoriquement)

D. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel Prism (GraphPad). La
comparaison des charges alléliques entre maladies ou types de mutation a été faite a I’aide du
test de Mann et Whitney, tandis que les comparaisons entre ADN et ARN et entre analyse de
fragments et ddPCR ont été réalisées par le test de Wilcoxon. Les corrélations entre les
analyses ont été déterminées par un test de Spearman. Dans tous les cas, la significativé a été
définie par un risque a < 0,05. Les graphiques ont été réalisés a 1’aide des logiciels Excel
(Microsoft) et Prism (GraphPad).
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Résultats

1. Performances de la recheche de mutations de CALR par
analyse de fragments sur ARN:

Afin d’évaluer les performances de notre technique de détection et de quantification
des mutations de CALR, nous avons comparé les résultats obtenus lorsque 1’on répete
I’analyse 3 fois au cours d’une méme expérience et lors de 3 expériences indépendantes. Pour
I’évaluation de la répétabilité, 2 patients présenant des mutations de type 1 et de type 2 ont été
testés. Les écart-types et coefficients de variation déterminés sont de 0-0,3% et de 0-1,9%
pour les mutations de type 1 et de 0,2-0,7% et de 1,2-3,2% pour les mutations de type 2
respectivement (figure 17, haut). La reproductibilit¢ de la technique déterminée sur les
prélevements de 2 patients semble plus faible, avec des écart-types de 1,8% et 2% et des CV
de 13,6% et 12,8% pour les mutations de type 1 et de type 2 respectivement (figure 17, bas).
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Figure 17 : Charges alléliques déterminées lors des expériences de répétabilité (haut) et de
reproductibilité (bas). Les CV calculés sont de 0-3,2% et de 12,8-13,6% pour la répétabilité et la
reproductibilité respectivement. Les patients P2 et P22 présentent une mutation de type 1 et les P3 et
P19 une mutation de type 2.
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Pour déterminer la sensibilité de notre technique, nous avons réalisé une gamme de
dilution a partir d’ADNc de lignées cellulaires BaF3 modifiées pour produire de la CALR
humaine sauvage ou mutée. Le nombre de copies de chaque forme a été déterminée par PCR
digitale sur les ADNCc issus de ces cellules afin de réaliser une gamme de dilution précise (de
1/8 a 1/256). La charge allélique a ensuite été déterminée sur cette gamme par analyse de
fragments. La mutation est détectée jusqu’a la dilution 1/64, correspondant a une charge
allélique de 1,56%. La sensibilité de notre technique est donc d’environ 1,5% pour les
mutations de type 1 et 2 (figure 18).
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Figure 18 : Charges alléliques déterminées lors de sensibilité (bas). Les pourcentages indiqués
représentent la charge allélique déterminée par analyse de fragments (en bleu pour les mutations de
type 1 et en rouge pour les mutations de type 2). La sensibilité est évaluée a environ 1,5%.

2. Analyse de fragments sur ADN

Au total, la recherche de mutation de CALR a été réalisée sur les prélevements de 76
patients. Vingt-huit présentaient une TE, 12 une MFP, 5 une thrombocytose d’étiologie
indéterminée, 1 une MF post-TE, 1 une LMC atypique et 29 une LMC a présentation
hyperthrombocytaire.

La recherche de mutation de CALR sur ADN a été effectuée chez 46 d’entre eux (44
sur ADN extrait de PNN périphériques, 9 sur ADN extrait de leucocytes totaux périphériques,
7 patients ayant été testés sur ces 2 matériels).

Une mutation de CALR a été retrouvée sur ADN chez 24 patients (20 TE, 4 MFP).
Dix-huit présentaient une mutation de type 1 (14 TE, 4 MFP), 4 une mutation de type 2 (4
TE) et 2 une autre mutation (c.1101_1161del et c.1123_1137del, non référencées a ce jour)
(Figure 19, Tableau 2).
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Négatif
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W515L
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Négatif
Négatif
Négatif
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Négatif

ADN
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Statut
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Positif
Négatif
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Négatif
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ADN GB
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Statut
Positif
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Positif
Positif
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Positif
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PNN

Statut
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ARN GB
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Statut
Positif
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Positif
Positif
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Négatif
Négatif
Négatif
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Type de
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1101_1161del
1
1
1123_1137del
1
1
1
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P44 TE Négatif 0 WSI15K Négatif - - Négatif -
P45 MFP Négatif 0 Négatif Négatif - - Négatif -
P46 MEP Négatif | 034 | Négatif | Négatif ; ; Négatif ;
P47 LMCa Négatif 0 Négatif - - - Négatif -
P48 LMC Positif - - - - - Négatif -
P49 LMC Positif 0 - - - - Négatif -
P50 LMC Positif - - - - - Négatif -
P51 LMC Positif - - - - - Négatif -
P52 LMC Positif - - - - - Négatif -
P53 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P54 LMC Positif - - - - - Négatif -
P55 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P56 LMC Positif - - - - - Négatif -
P57 LMC Positif - - - - - Négatif -
P58 LMC Positif - - - - - Négatif -
P59 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P60 LMC Positif - - - - - Négatif -
P61 LMC Positif - - - - - Négatif -
P62 LMC Positif - - - - - Négatif -
P63 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P64 LMC Positif - - - - - Négatif -
P65 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P66 LMC Positif 0 - - - - Négatif -
P67 LMC Positif - - - - - Négatif -
P68 LMC Positif - - - - - Négatif -
P69 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P70 LMC Positif 0 Négatif - - - Négatif -
P71 LMC Positif - - - - - Négatif -
P72 LMC Positif - - - - - Négatif -
P73 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P74 LMC Positif - - - - - Négatif -
P75 LMC Positif ; ; ; ; ; Négatif -
P76 LMC Positif - - - - - Négatif -

Tableau 2 : Résultats de biologie moléculaire des patients. Les mutations de types 1 et 2 correspondent
a la délétion de 52 pb (c.1092_1143del) et ’insertion de 5 pb (c.1154_1155insTTGTC)
respectivement. GB : leucocytes, LMC : Leucémie Myéloide Chronique, LMCa : Leucémie Myéloide
Chronique Atypique, MFP : Myélofibrose Primitive, MF-post-TE : Myélofibrose secondaire a une
Thrombocytémie Essentielle, PNN : Polynucléaires Neutrophiles, TE : Thrombocytémie Essentielle
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Figure 19 : Electrophorégramme correspondant a la présence de CALR sauvage (haut) et de mutations
de CALR de type 1 (milieu) et de type 2 (bas) détectées par analyse de fragments sur ADN. La taille
mesurée du fragment correspondant 8 CALR sauvage est de 300 pb, celle correspondant aux mutations
de type 1 et 2 de 246 pb et 305 pb respectivement.

La charge mutationnelle moyenne observée sur ADN de PNN est de 44,1% (23,7-
53,3%). En ne considérant que les patients non-traités au moment de 1’analyse, la charge
moyenne reste comparable (43,5%, 23,7-53,3%). Celle-ci est significativement supérieure
dans les MFP par rapport aux TE (figure 20), que les patients soient traités (51,6% contre
42 4%, p=0,0044) ou non (51,6% contre 41,4%, p=0,0044).
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Figure 20 : Charges alléliques déterminées sur ADN de PNN en fonction de la maladie et du
type de mutation. Les charges alléliques observées au cours des TE sont significativement inférieures
a celles observées au cours des MFP (p=0,0044). Il n’existe pas de différence significative en fonction

du type de mutation.
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Aucune différence significative n’a été observée concernant les charges alléliques des
mutations de types 1 et 2 (42,7% et 47,9% respectivement chez 1’ensemble des patients,
42 3% et 47,1% chez les non-traités).

3. Analyse de fragments sur ARN

La recherche de mutation de CALR sur ARN a été réalisée chez 76 patients (74 sur
ARN de leucocytes totaux périphériques, 3 sur ARN de PNN périphériques, 1 patient ayant
été testé sur ces 2 matériels, tableau 2).

Une mutation a été détectée chez 23 d’entre eux (19 TE, 4 MFP). Dix-sept avaient une
mutation de type 1 (13 TE, 4 MFP) et 4 une mutation de type 2 (4 TE) et 2 une autre mutation
(c.1101_1161del et c.1123_1137del) (figure 21).
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Figure 21 : Electrophorégramme correspondant a la présence de CALR sauvage (haut) et de mutations
de CALR de type 1 (milieu) et de type 2 (bas) détectées par analyse de fragments sur ARN. La taille
mesurée du fragment correspondant 8 CALR sauvage est de 335 pb, celle correspondant aux mutations
de type 1 et 2 de 281 pb et 340 pb respectivement.

La charge mutationnelle moyenne déterminée sur ARN extraits de leucocytes totaux
est de 29,9 (9,6-47,8%) pour I’ensemble des patients testés, et de 32,0% (13,7-47,7%) pour
les patients non traités. Comme sur ADN, elle est significativement supérieure dans les MFP
comparativement aux TE (44,7% contre 264%, p=0,0048) alors qu’aucune différence de
charge allélique n’est démontrée entre mutations de type 1 et de type 2 (29,9% pour 26,5%,
figure 22). Comme sur ADN, que les patients soient traités ou non, les résultats restent
similaires.

On note par ailleurs une plus grande dispersion des valeurs au cours des TE par
rapport aux MFP.
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Figure 22 : Charges alléliques CALR déterminées sur ARN de leucocytes périphériques, en
fonction de la maladie et du type de mutation. La charge observée au cours des TE est
significativement inférieure a celle observée au cours des MFP (p=0,0048).

Aucun des patients présentant un SMP « triple négatif » (diagnostiqué suite a 1’analyse
sur ADN) ou explorés pour une thrombocytose non étiquetée n’a présenté de mutation de
CALR détectable par analyse de fragments sur ARN. De méme, parmi les 30 patients atteints
de LMC hyperthrombocytaires, aucun ne présentait de mutation de CALR détectable sur
ARN.

4. Comparaison des analyses de fragments sur ADN et ARN

La concordance de détection des mutations de CALR entre analyses de fragments
effectuées sur ADN et sur ARN est de 100%. Tous les patients présentant une mutation
détectable sur ADN sont déterminés comme mutés par analyse sur ARN. De la méme
maniere, aucun des patients déterminés comme « triples négatifs » suite aux analyses sur
ADN ne présente de mutation détectable par analyse de fragments sur ARN.

Globalement, les charges alléliques déterminées sur ARN de leucocytes totaux sont
inférieures aux charges déterminées sur ADN de PNN (29,9% contre 44,1% respectivement, p
<0,0001, figure 23), soit une perte de charge moyenne 14,3%. Lorsque 1’on considere
uniquement les analyses sur ADN et sur ARN réalisées a la méme date, les résultats restent
comparables avec une pertes moyennes de charges alléliques de 11,7% (46,1% contre 34,4%,
p=0,0001).
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Figure 23 : Comparaison des charges alléliques CALR entre ADN de PNN et ARN de leucocytes
totaux sur des prélevements effectués a la méme date. Les charges alléliques sont significativement
inférieures sur ARN de leucocytes par rapport a celles déterminées sur ADN de PNN (p=0,0001).

En corrigeant la charge déterminée sur ARN de leucocytes par la polynucléose
neutrophile, les charges alléliques déterminées sur ADN et sur ARN deviennent équivalentes :
* 44.1% contre 44 4% respectivement pour 1’ensemble des patients (p=0,867)
soit un gain moyen de charge négligeable de 0,1%.
*  434% contre 47,6% pour les non traités, p=0,34, gain moyen de 0,4%
* 46,1% contre 47,1% pour les non-traités a la méme date, p=0,76, perte
moyenne de 0,9% (figure 24)
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Figure 24 : Comparaison des charges alléliques CALR déterminées sur ADN de PNN et ARN de
leucocytes totaux sur des prélevements effectués a la méme date et corrigées sur le taux de PNN. Les
charges alléliques déterminées sur ARN et ainsi corrigées deviennent semblables aux charges
déterminées sur ADN de PNN.

En considérant les TE, les MFP, et les mutations de type 1 et de type 2 séparément les
conclusions restent identiques (figures 25 et 26).
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Figure 25 : Comparaison des charges alléliques CALR déterminées sur ADN de PNN et ARN de
leucocytes dans les TE. Ces charges sont significativement plus faibles sur ARN de leucocytes par
rapport a I’ADN de PNN (p=0,002) mais deviennent comparables lorsque 1’on corrige sur le
polynucléose (p=0,625).
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Figure 26 : Comparaison des charges alléliques CALR déterminées sur ADN de PNN et ARN de
leucocytes dans les MFP. Ces charges ne pas sont significativement différentes sur ARN de leucocytes
et sur ADN de PNN (p=0,125), probablement du fait du faible nombre d’échantillons analysés

Il semble exister une corrélation significative entre les charges alléliques déterminées
sur ADN et sur ARN (figure 27) :

- sans correction sur la polynucléose : r=0,6, p=0,023

- avec correction sur la polynucléose : r=0,560, p=0,037
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Figure 27 : corrélation entre les charges alléliques CALR déterminées sur ADN de PNN et sur ARN de
leucocytes (GB). Il existe une corrélation significative entre les charges déterminées sur ces 2 types de
matériel (r=0,6, p=0,023)

Lorsque I'on considere les TE et les MFP séparément, la significativité de cette
corrélation est perdue, probablement du fait d’un trop faible nombre de prélevement (p=0,53),
alors que celle-ci persiste dans le cas des mutations de type 1 (r=0,77, p=0,013 sans
corrction, r=0,648, p=0,049 apres correction sur la polynucléose).

Afin de réaliser une comparaison moins biaisée, et lorsque cela a été possible, la
charge allélique de CALR a été déterminée sur ADN et sur ARN issus des mémes populations
cellulaires et a la méme date (PNN ou leucocytes totaux). Les charges alléliques déterminées
sur ADN et sur ARN de PNN sont comparables (figure 28, perte de charge moyenne sur ARN
de 2,9%, n=3, p=0,5). Par contre, les charges déterminées sur ADN de leucocytes sont
significativement supérieures a celles déterminées sur ARN (figure 29, perte de charge
moyenne sur ARN de 4,7%, n=5, p=0,0234).
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Figure 28 : Comparaison des charges mutationnelles déterminées sur ADN et ARN de PNN. Les
charges déterminées sur ADN et sur ARN différent en moyenne de 2,9% (p=0.5).
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Figure 29 : Comparaison de charges mutationnelles déterminées sur ADN et ARN de leucocytes
totaux. Les charges déterminées sur ARN sont significativement inférieures a celles mesurées sur

ADN (p=0,0234)

5. Comparaison des résultats obtenus par analyse de fragments et
par ddPCR

La recherche et quantification de la charge allélique CALR a été réalisée par ddPCR
sur les prélevements de 19 patients (15 sur ADN de PNN, 6 sur ADN de leucocytes totaux, 1
sur ARN de PNN et 12 sur ARN de leucocytes totaux). Les résultats sont comparables a ce
qui a été obtenu en analyse de fragments : les charges alléliques déterminées sur leucocytes
totaux sont inférieures a celles obtenues sur PNN purifiés, mais deviennent comparables apres
correction sur la polynucléose.

Les charges alléliques déterminées par analyse de fragments sur ADN de PNN sont
significativement supérieures a celles obtenues avec la ddPCR (figure 30, gain de charge de
0,15 2 16,3%, gain de charge moyen de 4,6%, n=16, p=0,0005).
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Figure 30 : Charges alléliques CALR déterminées par analyse de fragments et ddPCR sur ADN de
PNN. Les charges obtenues par analyse de fragments sont supérieure de 4,6% en moyenne par rapport
a celles obtenues par ddPCR (p=0,0005).
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Les résultats otenus sur ADN et sur ARN de leucocytes totaux sont comparables, avec
un gain de charge moyen pour I’analyse de fragments de 5,3% et 5,4% respectivement (figure
31, sur ADN : gain de charge 2,2-9,5%, n=6, p=0,0313, sur ARN : différence de charge de -
5,7a+14%,n=11, p=0,0137).
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Figure 31 : Charges alléliques CALR déterminées par analyse de fragments et ddPCR sur ARN de
leucocytes totaux. Les charges obtenues par analyse de fragments sont supérieure en moyenne de
5.,4% par rapport a celles obtenues par ddPCR (p=0,0137).
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Les charges déterminées sur ADN de PNN et sur ARN de leucocytes totaux par
analyse de fragments et ddPCR sont corrélées de maniere significative :
* sur ADN de PNN : r=0,962 (figure 32, n=16, p<0,0001)
* sur ARN de leucocytes totaux, r= 0,736 (figure 33, n=11, p=0,013).
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Figure 32 : corrélation des charges alléliques CALR déterminées par analyse de fragments et ddPCR
sur ADN de PNN. Les charges mesurées par les 2 techniques sont significativement corrélées
(r=,0,962 p<0,0001)

37



35%
E 30%
< —~
O 25%
%] -
£ 20%
< ‘E’ ARN GB
= & 15% L
8 g Linéaire (ARN GB)
5 10%
=
© 5%

0%

0% 20% 40% 60%

Charge allélique CALR (ddPCR, %)

Figure 33 : corrélation des charges alléliques CALR déterminées par analyse de fragments et ddPCR
sur ARN de leucocytes totaux. Les charges obtenues par les 2 techniques sont significativement
corrélées (r=0,736, p=0,013)
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Discussion

Au cours de cette étude, nous avons €tudié et comparé les charges alléliques déterminées
sur ADN et sur ARN a I’aide de 2 techniques, 1’analyse de fragments et la PCR digitale. La
premiere chose qui nous a frappé est I’homogénéité des valeurs obtenues. En effet, 16/22
patients (73%) ont une charge allélique comprise entre 40 et 54% lorsque celle-ci est
déterminée a partir de I’ADN de PNN périphériques. Lorsque cette charge est déterminée sur
ARN de leucocytes périphériques, le méme constat peut étre fait, 13/21 patients (62%)
présenant une charge corrigée sur la polynucléose comprise entre 40 et 65%. Ceci contraste
fortement avec la grande dispersion des charges alléliques JAK2V617F.'"' En effet, au
diagnostic d’une PV, les patients peuvent présenter une charge allélique de 1 (seuil
classiquement admis pour définir la positivité) a 100% (médiane 33%, 1-100%).”'* Au
diagnostic des TE, les charges alléliques JAK2V617F ont une valeur médiane moindre (9%)
et une dispersion moins importante par rapport aux PV mais encore supérieure a ce que 1’on
observe pour les mutations de CALR (1-39%).”"'* Les MFP présentent habituellement une
charge mutationnelle JAK2V617F importante mais avec des valeurs tres hétérogenes
(médiane 54-66%, 5-100%).”"'* Cette valeur de 50% suggere une clonalité complete de
I’hématopoiese en cas de mutation de CALR. L’ensemble des cellules myéloides présenterait
ainsi un allele CALR sauvage et un allele CALR muté, contrairement a ce qu’on peut observer
lors des mutations JAK2V617F associées a un mélange de cellules normales, de cellules
hétérozygotes et de cellules homozygotes pour I’allele muté."”® Une analyse moléculaire sur
colonies serait nécessaire pour I’affirmer, mais cette notion a déja été avancée sur des études
de clonalit¢ par HUMARA (Human Androgen Receptor Assay) et XCIP (X-chromosome
Inactivation Pattern) qui ont montré une plus grande clonalité dans les SMP mutés sur CALR
comparativement aux cas JAK2V617F.">"' Ceci pourrait étre lié a une répression de
I’hématopoiese normale. Par ailleurs, cela suggererait pour les mutations de CALR un role
systématique de 1% événement déclencheur des SMP, contrairement aux mutations
JAK2V617F qui peuvent apparaitre plus tardivement dans 1’évolution.**'**'>?

Une 2°™ conclusion de cette étude est la différence de charge observée entre les TE et les
MFP. La charge moyenne est plus importante au cours des MFP par rapport aux TE. Ceci
concorde avec les résultats précédemment publiés*’'* et résulte d’une plus grande dispersion
des charges au cours des TE comparativement aux MFP. En effet, contrairement aux 4
patients atteints de MFP qui présentent une charge comprise entre 50,2 et 53,3% sur ADN de
PNN, les patients présentant une TE peuvent présenter une charge allélique plus faible
(comprise entre 23 et 50% dans notre série). Cependant, 12/18 patients (67%) atteints de TE
ont une charge supérieure a 40%. La question de savoir si le tiers des patients présentant une
charge plus faible représente un groupe a part (au niveau clinico-biologique comme cela a été
avancé par Andrikovics et al"’'ou en terme pronostique) nécessite une cohorte plus importante
que celle testée pour cette étude. Tout ceci souleve la question de la relation entre la charge
allélique et le phénotype de la maladie. Cette notion est maintenant bien documentée pour les
mutations JAK2V617F, notamment sur la base des modeles murins montrant que les faibles
charges JAK2V617F induisent un phénotype thrombocytémique et les charges les plus fortes
une maladie plus proche de la PV.** On sait par ailleurs qu’au sein d’une méme entité, la
charge mutationnelle de JAK2V617F semble influencer différents parametres. Au cours des
PV et des TE, les patients homozygotes présentent une myéloprolifération plus importante
(leucocytose, érythrocytose plus importantes, splénomégalie plus fréquente), une
thrombocytose souvent moindre que les hétérozygotes."**”"'>>>> Au cours des TE, les patients
homozygotes semblent par ailleurs avoir un risque thrombotique majoré,*””'>* tandis qu’au
cours des PV, ce sur-risque semble associé uniquement aux plus fortes charges
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alléliques.”®"’ Par ailleurs, le risque de transformation en MF est également majoré chez les
patients homozygotes, contrairement au risque d’acutisation.’*””">"*® Pour ce qui est des
MFP, les données sont controversées. Certaines €études indiquent un impact pronostique
négatif des mutations JAK2V617F"° non retrouvé par d’autres.''®" Deux études semblent
elles indiquer que ce sont les faibles charges de JAK2 qui seraient associées a un pronostic
défavorable.”*'*> Ces « effets-doses » reste encore a démontrer dans le cas des mutations de
CALR.

Certaines données semblent indiquer que le type de mutation de CALR pourrait influencer
le phénotype et/ou le pronostic de la maladie.”>'*"'" Dans notre série, nous n’avons pas
observé de différence de charge allélique entre les mutations de type 1 et de type 2.
Andrikovics et al ont noté une charge allélique plus importante pour les mutations de type 1
comparativement aux mutations de type 2."”' Cependant, les acides nucléiques utilsés dans
cette étude provenaient de leucocytes totaux périphériques ou médullaires sans prise en
compte des parametres de la numération qui pourraient influencer la charge allélique mesurée.
Ces données restent donc a confirmer sur une série plus importante.

La technique de détection des mutations de CALR utilisée au CHU de Bordeaux montre
des performances tres satisfaisantes. La sensibilit¢ de 1,5% validée a partir de la
quantification du nombre de copies par ddPCR correspond a la sensibilité déclarée par
d’autres équipes'>'*” et observée pour d’autres analyses utilisant cette technique (recherche
de mutations de FIt3 et NPM notamment). Disposer d’une technique aussi sensible semble
toutefois superflu dans le cadre de la démarche diagnostique, les patients ne présentant
classiquement pas de charge inférieure a 10%, y compris lorsque I’on extrait les acides
nucléiques des leucocytes totaux. Disposer d’une technique sensible permet toutefois
d’optimiser les chances diagnostiques et de ne pas méconnaitre de patient présentant la
mutation comme cela serait possible avec des techniques de type Sanger.'*' Par contre,
I’utilisation d’une technique sensible peut revétir une importance capitale dans certaines
situations, et plus particulierement chez les patients traités. En effet, on sait que les
traitements cytoréducteurs (hydroxyurée et surtout interféron) sont susceptibles de diminuer la
charge allélique JAK2V617F.'*'® Un suivi des patients traités par interféron suggére qu’une
diminution de la charge mutationelle CALR peut étre observée.”’ Cependant, la technique
utilisée dans cette étude n’était ni quantitative ni sensible (séquencage de type Sanger). Un
suivi par analyse de fragments semblerait plus approprié¢ dans ce cas particulier. Bien que la
cohorte présentée ici soit tres réduite, elle confirme que la charge de patients sous traitement
cytoréducteur peut diminuer (sous hydrea par exemple, comme les patients P1 — baisse de 10-
15% en 2 ans et demi — P6-baisse de 21% en 3 ans ou P24 — baisse de 10% en 16 mois). Une
autre situation qui pourrait nécessiter un suivi de la charge mutationnelle CALR par une
technique sensible est celle des allogreffes dans le cadre des MFP.'® En effet, un chimérisme
donneur de 100% est associé a une diminution de la charge allélique CALR a un niveau
inféreieur a 1%. Or en ce qui concerne les mutations JAK2V617F, la disparition de la
mutation est associée a une diminution du risque de rechute.'® On peut imaginer que la
situation est la méme pour les mutations de CALR et que la non-détection de la mutation
pourrait constituer un élément pronostique favorable. Ceci nécessite toutefois de disposer
d’une technique de détection suffisamment sensible.

La question des faibles charges mutationnelles a récemment été étudiée dans le cas des
mutations JAK2V617F. Si les techniques actuelles permettent de détecter des taux de
0,1%,'"*"'"* 1e seuil de positivité classiquement admis est de 1%, Or les patients présentant une
faible charge JAK2V617F (comprise entre 0,1 et 2%) et une TE ou une MF (spectre de
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pathologie correspondant a celui des mutations de CALR) peuvent parfois étre considérés
comme présentant un SMP.'” Cette problématique n’a pas été abordée a ce jour pour les
mutations de CALR mais pourrait apparaitre lorsque I’utilisation de techniques sensibles
(comme notre ddPCR dont la sensibilité sur ADN est estimée a 0,1%) deviendra plus large.

Une corrélation significative a été observée entre les charges mutationnelles déterminées
sur ADN de PNN et sur ARN de leucocytes totaux. Le coefficient de corrélation calculé peut
sembler faible (0,6), ce qui pourrait étre 1ié a la double source de variabilité que sont les
différences de populations cellulaires et de type d’acide nucléique. Une étude sur un plus
grand nombre d’échantillons d’ADN et ARN obtenus a partir des mémes fractions cellulaires
serait nécessaire pour déterminer la force réelle de la corrélation entre les charges alléliques
déterminées sur ADN et sur ARN (le faible nombre d’échantillons disponibles pour notre
étude ne permettant pas d’établir une relation significative). On peut cependant imaginer que
la corrélation des charges obtenues entre ADN de PNN et ARN de leucocytes reflete comme
pour les mutations JAK2V617F a la fois une bonne corrélation des charges alléliques
déterminées sur PNN et leucocytes totaux'® et sur ADN et ARN.**'!

La perte de charge allélique CALR entre PNN et leucocytes totaux est de 11,7% en
moyenne dans notre étude. Ceci est assez comparable aux 15% observés pour les mutations
JAK2V617F,'® ce qui laisse suggérer que les mutations de CALR peuvent étre présentes dans
les mémes populations cellulaires que JAK2V617F, a savoir les granulocytes, les monocytes,
les plaquettes, ainsi que les lymphocytes B et NK.'"'"' Néanmoins, la diminution de charge
allélique observée entre ADN et ARN de leucocytes totaux pourrait €tre liée a des différences
de niveau d’expression de I'une ou 1’autre des formes entre les différentes lignées cellulaires
portant la mutation.

La charge allélique déterminée sur ARN de leucocytes totaux corrigée sur la polynucléose
étant en moyenne de 44.4%, il est probable qu’a I’inverse des mutations de JAK2 les
mutations de CALR s’accompagnent d’une altération trés modeste sinon nulle de I’expression
de la protéine sauvage. Notamment, plusieurs études ont retrouvé une diminution du taux
d’ARNm JAK?2 sauvage en cas de mutation JAK2V617F **'*""'*> Le déséquilibre d’expression
entre les 2 formes permetttrait ainsi de compenser 1’activité inhibitrice qu’exerce la protéine
sauvage sur la protéine mutée.”'”* Si I’absence de déséquilibre d’expression se confirme pour
les mutations de CALR, ceci pourrait suggérer que la protéine CALR sauvage n’impacte pas
I’activité oncogénique de la protéine mutée. Par ailleurs, ’'impact d’un traitement
cytoréducteur sur I’expression de 1’un ou I’autre des alleles de CALR ne semble pas majeur
puisque les charges alléliques mesurées sur ADN et ARN restent comparables chez les
patients traités.

La quantification de la charge allélique CALR par analyse de fragments donne des résultats
bien corrélés avec ceux obtenus par ddPCR (surtout sur ADN et y compris chez les patients
traités). On note cependant une surestimation systémique proche de 5%, que ce soit sur ADN
ou sur ARN. Sur ADN de PNN, cette surestimation semble plus importante pour les charges
alléliques les plus faibles, ce qui n’est pas le cas pour les charges déterminées sur ARN de
leucocytes totaux. Les raisons de cette surestimation restent inconnues pour le moment mais il
est possible que l’utilisation d’une technique en point final aboutisse a un plateau
d’amplification de la forme sauvage. La sous-estimation de la quantification de cette forme
participerait ainsi a une surestimation de la charge allélique. Réaliser une PCR avec un
nombre de cycles d’amplification moins important pourrait limiter ce phénomene.

Le gain de sensibilité li¢ a I’utilisation d’ARN au lieu de I’ADN que I’on aurait pu espérer
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devant les résultats de différentes études portant sur les mutations JAK2V617F" 414147147 g

pas été confirmé pour notre technique (on note méme des charges alléliques moindres sur
ARN comparativement a I’ADN obtenus de leucocytes totaux périphériques). Il en ressort une
concordance de 100% dans la détection des mutations chez les patients : tous les patients pour
lequels une mutation a été mise en évidence sur ADN présentent une mutation détectable sur
ARN. Inversement, les patients déterminés comme « triples négatifs » apres analyse sur ADN
ne présentent pas de mutation détectable sur ARN. Une plus grande dispersion des valeurs
obtenues sur ARN comparativement a I’ADN est par ailleurs observée. Ceci pourrait résulter
d’un artéfact technique 1i€¢ a la plus grande fragilité des ARN (sensibilité aux RNAses). On
peut également imaginer que la composition cellulaire de départ participe également a cette
dispersion. En effet, les lysat de leucocytes totaux contiennent des monocytes, des
lymphocytes et des plaquettes qui présentent probablement des niveaux d’expression de
CALR (savage et/ou mutés) différents des PNN. L’utilisation d’ARN présente cependant 2
intéréts. Le premier est d’abord scientifique. Vannucchi et al ont déterminé que I’expression
de CALR (sauvage ou mutée) dans les cellules hématopoiétiques se faisait préférentiellement
au niveau mégacaryocytaire.”” Ceci concorde avec I’association de ces mutations avec un
phénotype orienté vers une prolifération spécifique du compartiment mégacaryocytaire.
L’hypothese de D’existence d’un clone plaquettaire plus important (voir unique) peut
légitimement étre émise. Afin de tester cette possiblité, 1’évaluation de la charge
mutationnelle CALR sur ARN plaquettaire est donc nécessaire, et notre technique par analyse
de fragments semble parfaitement adaptée pour cela. Le 2°™ intérét est plus pratique.
Disposer d’une technique de détection sur ARN permet de cribler des patients pour lesquels
de ’ADN génomique n’est pas disponible, comme c’est le cas pour beaucoup de patients
atteints de LMC. Nous avons ainsi pu déterminer que dans les LMC, y compris dans les
formes a présentation thrombocytaire, les mutations de CALR étaient au moins rares sinon
absentes.

L’évolution des techniques de séquencage de nouvelle génération (NGS) est a I’origine
d’une réflexion sur I’établissement de panels de genes pour lesquels des mutations pourraient
étre recherchées de maniere plus systématique chez les patients pour lesquels un SMP est
suspecté. Nul doute que les mutations de CALR feront partie de tels panels. Actuellement,
certaines difficultés bioinformatiques rendent I’'utilisation du NGS relativement complexe et
peu appropriée a une utilisation en routine. En effet, la présence de séquences répétitives a
proximité des régions de délétions et insertions au niveau du géne CALR génére des erreurs
d’alignement pouvant nécessiter une analyse manuelle comme dans I’étude de Klampfl et
al.'” Ceci explique par ailleurs la découverte « tardive » de ces mutations. Il est probable que
lorsque les données moléculaires détermineront précisémment la prise en charge
thérapeutique des patients atteints de SMP, la détermination du statut mutationnel pour
certains (voir I’ensemble) des geénes évoqués précédemment sera nécessaire et posera le
séquencage par NGS comme la technique la plus adaptée. Ceci n’est cependant encore
d’actualité. En revanche, les études d’exome voire de génome entier semblent
particulierement indiquées chez les patients « triple-négatifs » afin de rechercher 1’anomalie
causale dans ces cas.

Si I’on considere le surcoit représenté par la PCR digitale (environ 85 euros pour la ddPCR
contre 32 pour ’analyse de fragments) la plus grande précision n’apparait pas suffisante pour
recommander cette technique en pratique courante pour le diagnostic des patients atteints de
SMP. La ddPCR pourrait par contre se révéler supérieure et indiquée pour le suivi des patients
traités, notamment ceux bénéficiant d’une allogreffe de moelle osseuse. En pratique courante,
’utilisation d’ADN plutdt que de I’ARN semble préférable puisque les 2 matériels fournissent

42



des résultats équivalents et que ce premier est plus stable. Enfin, la recherche de mutation de
CALR sur leucocytes totaux périphériques (dont la préparation est plus simple) plutdt que sur
PNN semble possible, la perte de charge observée étant compensée par la sensibilité
suffisante des techniques d’analyse de fragments et de ddPCR. Cependant, la lecture des
séquences pour caractériser la mutation est rendue plus aisée par les plus fortes charges
alléliques.
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Annexes

1. Criteres diagnostiques de Polyglobulies de Vaquez

Hb>185g/L. (hommes), >165g/L (femmes) ou augmentation du volume

Al globulaire isotopique > 25% de la valeur prédictive
Majeurs
A2 Présence de JAK2V617F ou d'une autre mutation fonctionnelle similaire
telle que JAK2 exon 12
Hypercellularité a la biopsie médullaire, compte tenu de 1'age, avec
B1 hyperplasie des trois lignées (panmyélose) : érythroide, granuleuse et
mégacaryocytaire
Mineurs B2 Diminution de 1'érythropoiétine endogene
B3 Croissance spontanée des colonies érythroides in vitro en absence

d'érythropoiétine

Le diagnostic de Polyglobulie de Vaquez requiert A1 + A2 et un critere mineur B ou Al et 2
criteres mineurs B

2. Criteres diagnostiques de Thrombocytémies Essentielles

1 Numération plaquettaire > 450 G/L

2 Mutation JAK2V617F présente ou autre marqueur de clonalité

Exclusion de PV, myélofibrose primaire, leucémie myéloide chronique,

3 syndrome myélodysplasique ou autre néoplasie myéloide
4 Exclusion d'une thrombocytose secondaire

A la biopsie osseuse, prolifération essentiellement de la lignée mégacaryocytaire
5 avec présence d'éléments mirs, de grande taille Absence d'augmentation

significative ou d'anomalies de maturation de 1'érythropoiese ou de la
granulopoiese

Le diagnostic de TE recquiert 1 +2+3oul+3-5
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3. Criteres diagnostiques de Myélofibroses Primitives

Al

Prolifération de mégacaryocytes atypiques avec une fibrose réticulinique
ou collagénique ou en absence de fibrose réticulinique significative,
altérations des mégacaryocytes + hypercellularit¢ médullaire avec
hyperplasie granuleuse et souvent érythropoiese diminuée (maladie en
phase cellulaire préfibrotique)

Majeurs L

A3

B1

B2
Mineurs

B3

B4

Exclusion de PV, LMC, syndrome myélodysplasique ou autre néoplasie
myéloide

Présence de la mutation JAK2V617F ou d'un autre marqueur clonal (par ex.
MPLW515K/L) ou En absence de marqueur de clonalité, exclusion d'une
fibrose de la moelle osseuse ou d'altérations secondaires a une infection,

une maladie autoimmune ou un autre processus inflammatoire chronique, a

une leucémie a tricholeucocytes ou autre néoplasie lymphoide, a un cancer

métastatique ou encore a une myélopathie (chronique) toxique

Erythromyélémie
Augmentation des LDH sériques
Anémie

Splénomégalie

Le diagnostic de MFP recquiert les 3 criteéres majeurs et 2 criteres mineurs.
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une TE

4. Criteres diagnostiques de myélofibrose secondaire a une PV ou

Post-PV

Post-TE

Majeurs

Mineurs

Diagnostic préalable de PV

Fibrose médullaire de grade 2-3 (0-3)
ou 3-4 (0-4)

Anémie ou perte de la dépendance en
phlébotomie ou traitement
cytoréducteur pour maintenir
I’érythrocytose

Leucoérythroblastose

Augmentation de la splénomégalie (>
Scm a la palpation) ou apparition
d’une splénomégalie palpable

Apparition d’au moins un des 3
symptomes : perte de poids > 10% en
6 mois, sueurs nocturnes, fievre
inexpliquée (>37,5°C).

Diagnostic préalable de TE

Fibrose médullaire de grade 2-3 (0-3)
ou 3-4 (0-4)

Anémie ou diminution du taux
d’hémoglobine de plus de 20 g/L

Leucoérythroblastose

Augmentation de la splénomégalie (>
Scm a la palpation) ou apparition
d’une splénomégalie palpable

Apparition d’au moins un des 3
symptomes : perte de poids > 10% en
6 mois, sueurs nocturnes, fievre
inexpliquée (>37,5°C).

Augmentations des LDH

Le diagnostic de MF secondaire nécessite 2 criteres majeurs + 2 critéres mineurs.
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5. Recherche de mutations de CALR par analyse de fragments sur
ADN :

GTCAAGTCTGGCACCATCTTTGACAACTTCCTCATCACCAACGATGAGGCATACGCTGAGGAGTTTGGCA

ACGAGACGTGGGGCGTAACAAAGgtgaggcctggtectggtectgatgtcgggggegggcagggetggcagggggcaaggec

ctgaggtgtgtgctctgectgcagGCAGCAGAGAAACAAATGAAGGACAAACAGGACGAGGAGCAGAGGCTTAA
GGAGGAGGAAGAAGACAAGAAACGCAAAGAGGAGGAGGAGGCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGA
CAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGATGAGGAGGAAGATGTCCCCGGCCAG

GCCAAGGACGAGCTGTAGAGAGGCCTGCCTCCAGGGCTGGACTGAGGCCTGAGCGCTCCTGCCGCAGA

GCTGGCCGCGCCAAATAATGTCTCTGTGAGACTCGAGAACTTTCATTTTTTTCCAGGCTGGTTCGGATTTG
GGGTGGATTTTGGTTTTGTTCCCCTCCTCCACTCTCCCCCACCCCCTCCCCGCCCTTTTTITTITTITTITITITTA
AACTGGTATTTTATCTTTGATTCTCCTTCAGCCCTCACCCCTGGTTCTCATCTTTCTTGATCAACATCTTTTCT

TGCCTCTGTCCCCTTCTCTCATCTCTTAGCTCCCCTCC
Séquence nucléotidique d’une partie de I’exon 8, de I’intron 8 et de I’exon 9 de CALR.

En minuscule : I’intron 8

En majuscule : les exons 8 et 9

Barre turquoise : amorce sens

Barre rouge : amorce anti-sens

En rose : les 52 pb délétées dans la mutation de type 1

En orange : les 2 bases entre lesquelles les 5 pb de la mutation de type 2 sont insérées
(TTGTC).

Les tailles théoriques des fragments correspondant aux amplicons des formes sauvage,
mutée type 1 et mutée type 2 de CALR sont 300 pb, 248 pb et 305 pb respectivement.
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6. Recherche de mutations de CALR par analyse de fragments sur
ARN :

GTCAAGTCTGGCACCATCTTTGACAACTTCCTCATCACCAACGATGAGGCATACGCTGAGGAGTTTGGCA

ACGAGACGTGGGGCGTAACAAAGgtgaggcctggtectggtectgatgtcgggggegggcagggcetggcagggggcaaggec
ctgaggtgtgtgctctgectgcagGCAGCAGAGAAACAAATGAAGGACAAACAGGACGAGGAGCAGAGGCTTAA
GGAGGAGGAAGAAGACAAGAAACGCAAAGAGGAGGAGGAGGCAGAGGACAAGGAGGATGATGAGGA
CAAAGATGAGGATGAGGAGGATGAGGAGGACAAGGAGGAAGATGAGGAGGAAGATGTCCCCGGCCAG

GCCAAGGACGAGCTGTAGAGAGGCCTGCCTCCAGGGCTGGACTGAGGCCTGAGCGCTCCTGCCGCAGA

GCTGGCCGCGCCAAATAATGTCTCTGTGAGACTCGAGAACTTTCATTTTTTTCCAGGCTGGTTCGGATTTG

GGGTGGATTTTGGTTTTGTTCCCCTCCTCCACTCTCCCCCACCCCCTCCCCGCCCTTTTITITTTITTITITTA
AACTGGTATTTTATCTTTGATTCTCCTTCAGCCCTCACCCCTGGTTCTCATCTTTCTTGATCAACATCTTTTCT

TGCCTCTGTCCCCTTCTCTCATCTCTTAGCTCCCCTCC

Séquence nucléotidique d’une partie de I’exon 8, de I’intron 8 et de ’exon 9 de CALR.

En minuscule : I’intron 8

En majuscule : les exons 8 et 9

Barre turquoise : amorce sens

Barre rouge : amorce anti-sens

En rose : les 52pb délétées dans la mutation de type 1

En orange : les 2 bases entre lesquelles les 5 pb de la mutation de type 2 sont insérées
(TTGTC).

Les tailles théoriques des fragments correspondant aux amplicons des formes sauvage,
mutée type 1 et mutée type 2 de CALR sont 332 pb, 280 pb et 337 pb respectivement.
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