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La Calréticuline sauvage (CALRWT) GBMHM

 Structure

— Chr. 19p13.13, 417 AA, 46 kDa c'”“&f"a'
— N-domaine: Chaperone - lectine
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* Roles physiologiques:
— Repliement des protéines

— Homeéostasie Ca2+

Surface calreticulin

Lu et al, Biomed Res Int, 2015



Mutations CALR™ et NMPs
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Klampfl et al, NEJM, 2013

Nangalia et al, NEJM, 2013
Pietra et al, Leukemia, 2015



Impact clinique des NMPs CALR™ ; selon le GBMHM
driver
CALR versus JAK2 CALR versus MPL | CALR versus Triple
Negative
ET Clinical Younger; male Male Male
predominance; lower WBC; | predominance; predominance;
lower Hg/Hct; higher otherwise similar | higher platelets
platelets
Thrombosis Decreased risk Decreased risk Similar
Post-ET myelofibrosis | Similar to increased Similar Similar
Overall prognosis Similar Similar Similar

PMF

Clinical Younger; lower WBC; higher | Younger; higher Younger; higher
Hg/Hct; higher platelets Hg/Hct; higher Hg/Hct; higher
platelets platelets
Thrombosis Similar, possibly decreased | Similar Similar
risk
Leukemic Similar Similar Improved
transformation
Overall prognosis Improved* Improved Improved

How et al, Blood, 2019
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Impact clinique des NMPs CALR™ : selon le type csvhv

de mutation

Type 1/like CALR

Type 2/like CALR

Most common

52 bp deletion (L367fs*46)

5 bp insertion (K385fs*47)

mutation

Prevalence More common in MF More common in ET

Clinical (ET) Similar; lower platelet counts Similar; higher platelet counts
compared to type 2/like compared to type 1/like

Clinical (MF) Less splenomegaly, leukocytosis, More splenomegaly,

anemia, circulating blasts; lower
DIPSS score; higher platelets (all
compared to type 2/like)

leukocytosis, anemia,
circulating blasts; higher DIP23
score; lower platelets (all
compared to type 1/like)
More similar to JAK2 V617F

Post-ET myelofibrosis

Similar to/increased compared to
type 2/like

Similar to/decreased
compared to type 1/like

Overall prognosis (ET)

Similar to type 2/like

Overall prognosis
(MF)

Improved compared to type 2/like
and JAK2 V617F

Similar to type 1/like
Worsened compared to typge’ /

1/like
More similar to JAK2 V617F

How et al, Blood, 2019



GBMHM
CALR" et NMPs

e Questions:

— Mutations initiatrices de NMP ?

— Mécanismes menant a un phénotype de NMP ?



GBMHM
CALR" et NMPs

e Questions:

— Mutations initiatrices de NMP ?



CALR™ : Initiation NMP

* Mutation présente dans les CSH

GBMHM

* Modele: Transduction rétrovirale de CALRPEL ou CALRN> -

fraction c-kit+ ou Lin-

* CALRPEL et dans une moindre mesure CALRNS ;

— Phénotype type TE

— Hyperplasie mégacaryocytaire/Expansion CSH
— CALRPEL: Evolution Myélofibrose++

— GBs et Ht: Non augmentés

— Propriétés oncogéniques spécifiques de lignée

Nangalia et al, NEJM, 2013
Elf et al, Cancer Disc. 2016
Li et al, Blood, 2018

Marty et al, Blood, 2016
Shide et al, Leukemia, 2016



GBMHM
CALR™ : Initiation NMP

* CALR™>: Propriétés oncogéniques plus faibles — Peu ou pas
d’évolution vers une Myélofibrose

* Modeles transgéniques/knock-in (Promoteurs ubiquitaire ou
CALR-endogene):
— Phénotype de TE transplantable
— Evolution vers la myélofibrose : Homozygotie++

* Phénotypes différents selon les modeles:
— Cellules d’origine
— Niveau d’expression des formes mutantes

» Différents modeles in vivo transplantables: Présence HSC++

Elf et al, Cancer Disc. 2016
Li et al, Blood, 2018

Marty et al, Blood, 2016
Shide et al, Leukemia, 2016



GBMHM
CALR" et NMPs

e Questions:

— Mécanismes menant a un phénotype de NMP ?



’ . GBMHM
CALRWT et hématopoieése normale

* Expression au cours de |la maturation myéloide:
— CD34+ ‘

— CD34+ '% )

* CD34+ siCALR"T / CALRWT ++:
— Différenciation Erythro/Méga
— AutoR des CSH
— Stress RE, UPR, inflammation et activation plaquettaire...

Gold et al, FASEB, 2010
Vannuchi et al, Leukemia, 2014
Salati et al, Stem Cell Dev, 2017



GBMHM
CALR™ et Hématopoiese NMPs

* CALR™:
— Biais mégacaryopoiese
— Formation de proplagquettes++

e CALR™ exclusif JAK2-MPL:
—\Expression MPL ou JAK2 dans CD34+ de TE:\ypousse spontanée des
progéniteurs meégacaryocytaires
— Activation constitutive de la voie JAK2/STAT5 via MPL ?
— GSEA: signature JAK/STAT, génes de 'UPR++

Nangalia et al, NEJM, 2013
Rampal et al, Blood, 2014

Lau et al, Blood, 2015

Han et al, ] Hematol Oncol, 2016



Mécanismes nécessaire a 'oncogénese médiée GBMHM
par CALR™

e Comment CALR™ menent a l’activation constitutive de la
voie JAK2/STATS ?

* Explications biochimiques multiples



CALR™ et NMPs: Profil mutationnel

Categorization of CALR mutations

Mutation
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aa change
E364G+L367f5" 45
E36485455
Q365£s450
L367£s*46
L3STEs* 4B
L367fs*52
K368fs*45
K368fs 51
K358£5*51
E359fs*44
E369£5*50
E365£s%50
K388fs*51
E371fs*47
E372fa*48
DANIEa*4T
D373£a447
D373£3450
D373fs*51
K3M4fg*55
K375£s*55
E371D+K375f3%4%
E378f=*45
E381fs*49
E383f£a*4B
K3851rs%46
K385£s%47
K385£5747
E3§6fs*48
K385FariT
K385fs%47
E386£5%44

wildtype sequence

Protein

AABKOMEKDK
AAEKCMEDK

ANEKOMEDK

AAEKONEDKY
AAERONEDEY

AAEKCMEDK
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AAEKOMEDE]
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LORRORTRRMMRTKMRMRRMRRTRRKMREKMS PARPRTSCREAC LCGWTEA-
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LERMMRTEMRMREMRRTRREMRREMS PARPRTSCREACLOGNTEA-
RLKRRORTRRMMRTKMRMRRMRRTRREMRREMS PARPRT
LERRUWTRRMMRTEMRMRRMRRTRRKMRRKM S PARPRT
DEEJRLRRRERTRRMMR TKMRMERMRR TRREMRRKMS PARPRT

REACLOGWTEA=-
REACLUGWTEA-

REACLCGWIER-

CREACLCGWIEA-
CREACLUGATEA-
CREACLCGWIEA-

AAEROMKDK
AREKOMKDK
AAER,MKDK
AABKOMKDK
ANERCGMEDK
AREK MKDE
AAEK MEDK
AAEKOMKDK
AABKOMKDK

AAEKOMKDEY

AREKUMKDKE

AAEKCMKDE

AABKUMKDED
AREK_MEDKD
DEEQ

AAEKOMEDE
AAEKOMEKDK
AREKCMEKDRY
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DEECRLEEERTREMMRTKMEMRAMARR TRRKMRREMSPARPRY
DEECRLKEEECRRRMMR TEMRMREMRRTRREMRREME PARDR
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’DEB:RLKEBESGFR;R.RRMMR;KKRARRLRR.RRK&RRXAVPARPR.HqunuuYCNASA—
DEECRLEEEREDHAKRRRRORTRRMMR TKMRMRRMRRTRREMRREMS PARERT
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TEA~

RLKEEEEDKKRKEEEEAEQT " RAMMRTEMRMRRMRRTREKMRREMS FARPRISCREAC]
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II III
Negatively charged amino acid stretches

REACLOGNT
REACLOGHIBA-

Type 1-like mutations
(stretch It and Il
deleled)

Other types
(stretoh N deleted)

Type 2-like mutations
(streteh 1, If and I
maintainad)

=» Formation d’un nouveau domaine C-ter

=» Gain de fonction

Pietra et al, Leukemia, 2015



Mécanismes nécessaire a 'oncogénése médiée V"'V

par CALR™: Perte de charge négative

e CALRmM: Perte du domaine KDEL
=>» C-ter chargé +
=>» Affinité pour MPL

Cell membrane

ER

- o UBGSTAT -, * CALRPE :perte de |a totalité des
.' pro—— .CALRWT SEE KDEL e S activation
S charges -
CALRWT |— o
Oncogenic _ e CALR™>:perte de la moitié des
p.L367fs*46 transformation
charges -

Nucleus

=» Phénotype CALRPE plus sévére

Elf et al, Cancer Disc. 2016
Marty et al, Blood, 2016
Pietra et al, Leukemia, 2016



Mécanismes nécessaire a I'oncogénese médiée cavHm
par CALR™ : Perte du domaine KDEL

gs!\sers‘zza"zfjﬁf"—ﬁ N f,f %f? o
@ S.Jéﬁlf[,ﬁ; @\ \‘ * Perte du KDEL:

Trafficking par la voie de

sécrétion du RE des
formes des CALR™

- Golgi

— Adressage a la
membrane

U?: CALR wt @ : Immature N-glycan
: TpoR wt : Traffic deficientTpoR
@ CALR del52 ¥ : Mature N-glycan (R102P)

Araki et al, Leukemia, 2016
Pecquet et al, Blood, 2019
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Role des CALR™ sur la maturation de MPL: N-  GBVHM
Glycosylation et maturation MPL

: Mature N-glycan

’? : Immature N-glycan

TpoR
Dimerization and activation
+ Increased receptor stability
SP C-domain
i I 1
N-domain | P-domain - 394
-17 791 1 T [ —
ne) i e m E O mutant
0 W U1 Op = C-terminus
< o W mE
N

m Lectin m Polypeptide binding ®m Chaperone

CALR™ structure

Fonction chaperone:
Fixation des CALR sur
MPL immature dans le
RE:

=>» Forme mutante
reste fixée via domaines
lectines et empéche
maturation glycosidique
de MPL

Elf et al, Blood, 2018
Pecquet et al, Blood, 2019



Role des CALR™ sur leur fixation de MPL: GBMHM
Interaction CALR-MPL

1 417 . .
A — * Interaction via:
Wild type : -
Ins5 g I — domaine N-ter
A1-17 : I
1o f _— de CALR
A1-308 . — bloquée par le
ST 5 - domaine P
A309-430 -
A198-430 — § —_— — inhibée par le C-
MIELET = ., . ter muté des
A198-308 g

. g . m
| IL |
P | | Bound c-MPL (%)

c-MPL N-domain P-domain
binding  interference interference

Araki et al, Blood, 2016
Elf et al, Blood, 2018



Role des CALR™ sur leur fixation et la maturation“"™
de MPL: autres facteurs essentiels

* Activation préférentielle MPL (et G-CSFR) et non d’EPOR:

— Présence d’une région hydrophobique 8 AA au niveau extracellulaire sur
MPL/G-CSFR # EPOR

v
I g D1D2 _ D3D4 E 1

- -

a) -
O
L

]
-
'_

ICD

; 103 7 S,
TpoRWT: PHFEGTRYVCQFPDQEEVRLFFPLHLWVKNVFLNQTRTQRVL

FVDSV
TpoR 8A : RLAAAAAAAAKN
116
EpoRWT: ARGAVRFWCSLPTADT-SSFVPLELRVTAAS—GAPRYHRVIHINEV
EpoR LFFPLHLWYV : SLFFPLHLWVTAA
EpoR LFFPL : SLFFPLELRVTAA
195
GCSFR WT : I

PKDGQSHCC—IPR—KHLLLYQNMGIWVQAENALGTSMSPQLCLDPM

Pecquet et al, Blood, 2019



Role des CALR™ sur leur fixation et la maturation“"™

de MPL: autres facteurs essentiels

e Homodimérisation MPL

+ 4 +
ERK1/2  STATS ERK1/2  STATS ERK1/2  STATS

e Homomultimérisation CALR™

"

m | / MPL

r"/ —) %JAKZ
] - - & ‘

CALR mut
Araki et al, Blood, 2016

Araki et al, Leukemia, 2019




Résumeé

GBMHM

Mutant CALR
/

* CALR™exerce son activité $& _—MPL

oncogeénique:

1 Entrée dans la voie de
sécrétion du RE (N-ter
séquence signal++)

2 Hors du RE (-KDEL):
Complexe stable avec MPL via
forme N-glycosylée immature

(domaines lectine++) 2 Golgi
- Surface

3 TPO-indépendante
dimérisation de MPL et
activation JAK/STAT (=

Homomultimérisation CALR™) ,C':C‘f,fettae/tilf %’1;019




Stratégies thérapeutiques GBMHM
spécifiques des cellules CALR™

Mutant Mutant CALR
/J< CA.LR blocking peptide vaccination
antibod
y

\ N P C
| 1 1 I ]
JAK2? —|l I Mutant
inhibitor . C-terminus
STAT APC neo-epitopes
P b :
Peptide to Anti-PDI

inhibit binding

.

) DI
P Engineered
n > @ T cell receptor
Nucleus
‘\ T-cell
- Anticorps antiCALRm - Stratégie cellules CAR-T:
50- Ag ?
- Peptides inhibant la liaison CALR™ -MPL > CALRr.n neo pfg process:s )
—> actif in vitro en association JAKi - Peptide vaccinal CALR™ Exon3
- NCT03566446
How et al, Blood, 2019 - Thérapie antiPDL1

Pronier et al, JCI, 2018
Arshad et al, 2018, Holmstrom et al, 2018, 2019, Cimen Bozkus et al, 2019



