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ABSTRACT 

 

Myeloproliferative neoplasm (MPN) is the disorder of hematopoietic stem cells and progenitor 

cells with various mutations implicated in its pathogenesis, including Janus kinase 2 (JAK2), 

thrombopoietin receptor (TpoR), and calreticulin (CALR) mutations. MPN patients harbouring 

frameshift CALR mutations exhibit megakaryocyte hyperplasia, thrombocytosis, with or 

without marrow fibrosis. Two of the most prevalent mutations implicated in 80% of CALR-

mutated patients are CALR Type I (∆52) and CALR Type II (ins5) mutations. All the CALR 

mutations are characterised by a unique C-terminal tail rich in positively charged amino acids 

and loss of KDEL ER retrieval sequence located in the exon 9 tail of the CALR gene. Mutant 

CALR binds to the N117 residue in the extracellular domain of the TpoR to dimerise the 

receptor inducing ligand-independent activation of TpoR. This renders the JAK2/STAT1/3/5 

pathway active, promoting megakaryopoiesis, leading to MPN. The CALR mutants are 

efficient in driving ligand-independent activation of TpoR.  Despite this, the difference between 

the two CALR mutants lie in the prognosis and prevalence.  The Type I CALR harbouring 

patients have higher myelofibrosis cases, whereas younger age at presentation is seen in Type 

II CALR patients. This difference in patient outcome cannot be explained by the ability of 

CALR Type I and Type II mutants to activate TpoR. Furthermore, CALR mutations are not 

restricted to the myeloid lineage but penetrate the lymphoid lineage. This highlights the 

possible oncogenic capabilities of mutant CALR beyond TpoR and JAK-STAT pathway. 

Therefore, studying the oncogenic properties of mutant CALR independent of TpoR is 

imperative. Moreover, KDEL deletion enables the mutant CALR to secrete from the ER and is 

reported to be found in the Golgi (cis and trans), vesicles, cell membrane, and even in the 

nucleus. Thus, we hypothesised that mutant CALR might have gained new interacting partners 

in the various compartments. Hence, we cloned and expressed the recombinant CALR WT and 

mutant tail. The bead-bound recombinant CALR WT and mutant tails were used as the bait to 

perform a pulldown followed by mass spectrometry to identify their interacting partners. We 

identified 21 pulldown partners of the CALR mutant tail, out of which 8 were shared with 

CALR WT tail.  Among the shared pulldown partners of CALR WT and mutant tail, we report 

ARHGAP21 (a GTPase activating protein (GAP) for CDC42 activity) and USP9X, (a 

deubiquitinase) interacted with CALR WT and Ins5 exclusively. We showed TGFBR3, co- 

receptor for TGF-β signalling, to interact with CALR WT/∆52 /ins5 tail. TGFBR3, is the third 

receptor to interact with CALR mutants apart from the already reported and characterized 
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receptors TpoR and Transferrin receptor. Moreover, VPS13C and BORC5, which are involved 

in the lysosome movement and distribution, were found to interact with CALR WT and 

mutants. Interestingly, our results suggested low lysosomal count resulting in low mTOR 

colocalization on the lysosomes in CALR mutants (∆52 and ins5) compared to the CALR WT. 

However, the difference between the two CALR mutants was apparent in terms of lysosomal 

distribution inside the cells. On one hand, CALR ∆52 exhibited majorly perinuclear clustering 

of lysosomes, whereas CALR ins5 showed peripheral localization of the lysosomes, leading to 

robust activation of mTOR (S2481) by CALR ins5 and diminished mTOR (S2481) activity by 

CALR ∆52. This differential activation of mTOR (S2481) by the CALR mutants disappears 

when supplemented with pyruvate-rich medium. Therefore, CALR mutations differentially 

dictate the lysosomal dynamics impacting their number and distribution by modulating mTOR 

signalling. Furthermore, we also report downmodulation of basal mTORC2-Akt S473 axis 

mediated through c-JUN in CALR Type I mutant. Type II CALR mutations rendered robust 

activation of the mTORC2-Akt S473 axis. Our data supports that Type I CALR mutation 

compromised mTORC2 assembly which was rescued either by overexpression of mTORC2 

assembly subunits RICTOR and mSIN1 or by c-JUN knockdown. We report that CALR ∆52 

occupies the promoter and distal enhancers of jun, hence, directly regulating c-JUN expression 

through chromatin immunoprecipitation. Finally, we observed implications of downregulated 

mTORC2-Akt S473 axis in terms of reduced glucose uptake and ATP levels in cells expressing 

Type I CALR mutations. This was reversed by c-JUN knockdown. Hence, c-JUN mediated 

mTORC2-Akt S473 axis interplay was found to be responsible for diminished glucose 

metabolism in CALR Type I mutant. In contrast, CALR Type II mutations enhanced the 

glucose uptake in the cells by activating basal mTORC2-Akt S473 signalling, demarking a 

crucial difference between the two CALR mutations.  
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सारांश 

मायलो&ोिलफेरेिटव िनयो.ा/म (Myeloproliferative Neoplasm, MPN) एक ऐसी िवकृित है जो 

हीमाटोपोएिटक ;ेम कोिशकाओ ं (Hematopoietic stem cells) और &ोजेिनटर कोिशकाओ ं

(progenitor cells) म@ उBC होती है, िजसम@ कई &कार के Eूटेशन इसके रोगजनन (pathogenesis) 

से जुड़े Kए हL — जैसे Janus kinase 2 (JAK2), MॉOोपोइिटन PरसेQर (TpoR), और कैलरेिटRुिलन 

(CALR) Eूटेशन। CALR TेमिशU Eूटेशन वाले MPN रोिगयो ं म@ मेगाकाPरयोसाइट 

हाइपर.ािसया, MोOोसाइटोिसस, और कभी-कभी बोन मैरो फाइXोिसस देखने को िमलता है। CALR 

Type I (Δ52) और CALR Type II (ins5) दो &मुख Eूटेशन हL, जो लगभग 80% CALR-Eूटेटेड 

रोिगयो ंम@ पाए जाते हL। सभी CALR Eूटेशन की एक सामा\ िवशेषता यह है िक इनम@ एक पॉिज़िटव 

चाज̀ वाली C-टिम̀नल टेल होती है और KDEL ER Pरटa ीवल सीb@ स (जो CALR जीन के एcॉन 9 म@ 

deत होता है) का लोप हो जाता है। Eूट@ट CALR, TpoR के बाf डोमेन (extracellular domain) के 

N117 अवशेष (residue) से बंधता है, िजससे PरसेQर का िलगLड-iतंj डायमराइजेशन होता है। यह 

JAK2/STAT1/3/5 िसkिलंग पाथवे को सिmय कर देता है, िजससे मेगाकाPरयोपोएिसस बढ़ती है और 

पPरणामipप MPN उBC होता है। हालाँिक दोनो ंCALR Eूट@ट्स (Type I और Type II) TpoR 

को िलगLड-iतंj pप से सिmय करने म@ सsम हL, लेिकन इनके बीच &kोिसस (रोग-पूवा̀नुमान) और 

&चलन (prevalence) म@ अंतर पाया जाता है। Type I CALR Eूटेशन वाले रोिगयो ं म@ 

मायलोफाइXोिसस की घटनाएँ अिधक होती हL, जबिक Type II CALR Eूटेशन वाले रोिगयो ंम@ रोग का 

&कट होना अपेsाकृत कम आयु म@ देखा जाता है। यह अंतर केवल TpoR सिmयता से नही ंसमझाया जा 

सकता। CALR Eूटेशन केवल मायलोइड वंश (myeloid lineage) तक सीिमत नही ंहL, बdw ये 

िलxफॉइड वंश (lymphoid lineage) म@ भी &वेश करते हL। इससे संकेत िमलता है िक Eूट@ट CALR 

की ऑzोजेिनक (कL सर उ{ेरक) sमता TpoR और JAK-STAT पथ से परे भी हो सकती है। इसिलए, 

TpoR-iतंj pप से CALR Eूट@ट के ऑzोजेिनक गुणो ंका अ|यन आव}क है। इसके अितPर~, 

KDEL अनुmम के हटने से Eूट@ट CALR का ER से �ाव (secretion) संभव हो जाता है, और इसे 

Golgi (cis एवं trans), वेिसक�, कोिशका िझ�ी, यहाँ तक िक नािभक (nucleus) म@ भी पाया गया 

है। अतः  यह पPरक�ना की गई िक Eूट@ट CALR ने िविभC कोिशकीय eानो ंम@ नए इंटरैd�ंग पाट̀नर 

&ा� कर िलए होगें। इस उ�े} से, हमने CALR WT (वाइ� टाइप) और Eूट@ट टेल को �ोन एवं 

एc&ेस िकया। बीड-बाउंड PरकॉdOन@ट CALR WT और Eूट@ट टेल का उपयोग पुलडाउन ए�े म@ 

िकया गया, िजसके बाद मास �े�a ोमेटa ी �ारा इनके इंटरैd�ंग पाट̀नस̀ की पहचान की गई।हमने CALR 
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Eूट@ट टेल के 21 पुलडाउन पाट̀नस̀ पहचाने, िजनम@ से 8 पाट̀नस̀ CALR WT टेल के साथ साझा थे। 

साझा पाट̀नस̀ म@, ARHGAP21 (एक GTPase एd�वेिटंग &ोटीन जो CDC42 गितिविध को िनयंिjत 

करता है) और USP9X (एक डीयूिबिbिटनेज़) को िवशेष pप से CALR WT और ins5 के साथ इंटरै� 

करते पाया गया। हमने यह भी दशा̀या िक TGFBR3, जो TGF-β िसkिलंग का को-PरसेQर है, CALR 

WT, Δ52 और ins5 टेल के साथ इंटरै� करता है। यह तीसरा PरसेQर है जो CALR Eूट@ट्स से इंटरै� 

करता है, पहले दो पहले से �ात PरसेQर TpoR और Transferrin receptor हL। इसके अलावा, VPS13C 

और BORC5, जो लाइसोसोम की गित और िवतरण म@ शािमल हL, CALR WT और Eूट@ट्स दोनो ंके 

साथ इंटरै� करते पाए गए। िदलच� pप से, हमारे पPरणामो ंसे यह पता चला िक CALR Eूट@ट्स 

(Δ52 और ins5) म@ लाइसोसोम की सं�ा कम थी और mTOR का लाइसोसोम पर कोलोकलाइज़ेशन 

भी घटा Kआ था। हालांिक, दोनो ंEूट@ट्स के बीच लाइसोसोम िवतरण म@ �� अंतर पाया गया — 

• CALR Δ52 म@ लाइसोसोम मु�तः  पPर\ूd�यर �;Pरंग (नािभक के पास समूिहत) िदखे, 

• जबिक CALR ins5 म@ लाइसोसोम पेPरफेरल (िकनारो ंपर) deत थे, िजससे mTOR (S2481) 

की मजबूत सिmयता Kई, जबिक CALR Δ52 म@ यह सिmयता घिटत रही। 

यह अंतर पाइ�वेट-समृ� मा|म देने पर समा� हो गया, िजससे यह िन�ष̀ िनकला िक CALR 

Eूटेशन mTOR िसkिलंग को &भािवत करते Kए लाइसोसोम की सं�ा और िवतरण को िनयंिjत करते 

हL। हमने यह भी पाया िक CALR Type I Eूट@ट म@ c-JUN �ारा म|deत mTORC2-Akt S473 अs 

का डाउनमॉ�ूलेशन होता है, जबिक Type II CALR Eूटेशन इस अs को मजबूती से सिmय करते 

हL। हमारे आंकड़े बताते हL िक Type I CALR Eूटेशन म@ mTORC2 कॉx.ेc का अस@बली बािधत 

होता है, िजसे या तो RICTOR और mSIN1 की अिधक अिभ�d~ या c-JUN नॉकडाउन �ारा 

पुनeा̀िपत (rescue) िकया जा सकता है। हमने दशा̀या िक CALR Δ52, jun जीन के &ोमोटर और 

िड;ल ए�ांसर sेjो ंसे बंधता है और इस &कार सीधे c-JUN अिभ�d~ को िनयंिjत करता है। अंततः  

हमने पाया िक Type I CALR Eूटेशन म@ mTORC2-Akt S473 अs की कमी से �ूकोज़ अवशोषण 

और ATP �र म@ कमी आती है, िजसे c-JUN नॉकडाउन से पुनः  बहाल िकया जा सकता है। इसके 

िवपरीत, Type II CALR Eूटेशन mTORC2-Akt S473 िसkिलंग को सिmय करके �ूकोज़ 

अवशोषण बढ़ाते हL, िजससे दोनो ंCALR Eूटेशन के बीच एक मह�पूण̀ जैिवक अंतर eािपत होता है। 
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