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УДК 616.15:575.224.234 А.Е. Силин, Д.К. Новик, 
В.Н. Мартинков, В.В. Кошкевич, 
А.В. Воропаева, А.А. Силина, 
И.Б. Тропашко, С.М. Мартыненко

МОЛЕКУЛяРНОГЕНЕТИЧЕСКАя ДИАГНОСТИКА PhНЕГАТИВНых 
хРОНИЧЕСКИх МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНых ЗАБОЛЕВАНИй

ГУ «РНПЦ радиационной медицины и экологии человека», г. Гомель, Беларусь

В результате проведенного исследования показано, что использование основных 
маркеров клональной миелопролиферации в виде соматических мутаций генов JAK2, 
CALR и MPL позволяет проводить молекулярную диагностику истинной полицитемии, 
эссенциальной тромбоцитемии и первичного миелофиброза в 93,4%, 78,1% и 84,7% слу-
чаях соответственно.

Наиболее значимой для диагностики Ph-негативных хронических миелопролифера-
тивных заболеваний является мутаций V617F гена JAK2. Применение для диагностики 
дополнительных маркеров в виде мутаций генов CALR и MPL позволяют верифициро-
вать диагнозы «Эссенциальная тромбоцитемия» и «Первичный миелофиброз» для 44,1% 
и 55,6% JAK2-негативных пациентов соответственно.

Положительный мутационный статус связан с повышением значений лейкоцитов, эри-
троцитов, тромбоцитов и уровнем гемоглобина, значимо меньшим уровнем ЛДГ, а также 
повышенной частотой спленомегалии в группе пациентов с первичным миелофиброзом.

Ключевые слова: хронические миелопролиферативные заболевания, истинная поли-
цитемия, эссенциальная тромбоцитемия, идиопатический миелофиброз, JAK2, CALR, 
MPL, полимеразная цепная реакция 

Введение
Хронические миелопролиферативные 

заболевания (ХМПЗ) включают в себя во-
семь нозологических форм, из которых от-
дельно рассматривается хронический мие-
лолейкоз (ХМЛ), маркером которого явля-
ется химерный ген BCR-ABL1 (филадель-
фийская хромосома Ph) [1]. Из BCR-ABL1-
негативных ХМПЗ «классическими» счи-
тают три заболевания: истинная полиците-
мия (ИП), эссенциальная тромбоцитемия 
(ЭТ) и первичный миелофиброз (ПМФ). 
Их отличают от «неклассических» ХМПЗ: 
хронический нейтрофильный лейкоз, хро-
нический эозинофильный лейкоз, масто-
цитоз и ХМПЗ неклассифицируемые [2].

ИП диагностируется при повышенном 
уровне гемоглобина и эритроцитов, увели-
чении гематокрита, нейтрофильном лейко-
цитозе, базофилии и тромбоцитозе, умень-
шении СОЭ, низком или нормальном зна-
чении эритропоэтина сыворотки [3]. 

ЭТ характеризуется клональной про-
лиферацией, в первую очередь мегакарио-
цитарного ростка кроветворения, и в мень-
шей степени, гранулоцитарного, эритро-
идного ростков миелопоэза. Для ЭТ свой-
ственно возрастание числа крупных и ги-
гантских мегакариоцитов в костном мозге 
и устойчивый тромбоцитоз в перифериче-
ской крови, с чем связано развитие тромбо-
зов и кровотечений [1, 3].

ПМФ отличается клональной миело-
идной пролиферацией, повышенной секре-
цией ростовых факторов, развитием фи-
броза в костном мозге, появлением очагов 
экстрамедуллярного гемопоэза и, как след-
ствие, гепатоспленомегалией [3].

Ранее диагностика Ph-негативных 
ХМПЗ осуществлялась на основе ком-
плексного клинико-лабораторного анали-
за, включающего общий анализ крови с 
определением гематокрита, определение 
уровня эритропоэтина, гистологическое 
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исследование костного мозга, цитогенети-
ческое исследование, других лаборатор-
ных тестов, использовались также инстру-
ментальные исследования. 

В то же время в ряде случаев исполь-
зуемые методы не позволяли однознач-
но дифференцировать реактивные состо-
яния от клональной миелопролиферации. 
Это было связано с отсутствием надежных 
маркеров, позволяющих однозначно выяв-
лять клональный характер заболевания. 

Молекулярный патогенез Ph-
негативных ХМПЗ долгое время оставал-
ся неизвестен. С учетом способности к 
эритропоэтин-независимому росту эритро-
идных колоний, характерной для 98-100% 
пациентов с ИП, было высказано предпо-
ложение о повышенной тирозин-киназной 
активности в эритроидных предшествен-
никах [3, 4].

В 2005 году была впервые описана 
ассоциация мутации V617F гена JAK2 с 
ХМПЗ, в том числе ИП, ЭТ и ПМФ [4, 5, 
6]. Клональная и рекуррентная мутация, 
приводящая к замене аминокислоты вали-
на на фенилаланин в JH2 псевдокиназном 
домене гена Янус-киназы 2 (JAK2), была 
определена у большинства (> 80%) боль-
ных ИП [7].

Помимо мутации гена JAK2 у больных 
с ХМПЗ выявляют мутации и в других ге-
нах. Идентифицированы молекулярные на-
рушения  в 10 экзоне гена MPL (мутации 
W515L и W515K), кодирующего рецептор 
тромбопоэтина. Тромбопоэтин, главный 
гуморальный регулятор тромбопоэза в ор-
ганизме человека, участвует в патогенезе 
миелофиброза [8].

В последние годы показана ассоциация 
диагноза ЭТ и ПМФ с наличием соматиче-
ских мутаций со сдвигом рамки считыва-
ния в 9 экзоне гена кальретикулина (CALR) 
[9]. Первые сообщения о высокой часто-
те соматических мутаций гена кальретику-
лина (CALR) в образцах пациентов с мие-
лопролиферативными новообразованиями 
(МПН) были опубликованы в конце 2013 
года двумя коллективами авторов: Klampfl 
et al., 2013 [10] и Nangalia et al., 2013 [11].

В последней редакции ВОЗ все выше-
перечисленные маркеры рекомендованы 
для тестирования в качестве больших кри-
териев диагностики ХМПЗ.

Цель данного исследования – дать 
оценку диагностической значимости со-
матических мутаций генов JAK2, CALR и 
MPL и провести анализ их связи с клини-
ческими и лабораторными параметрами в 
группах пациентов с истинной полиците-
мией, эссенциальной тромбоцитемией и 
первичным миелофиброзом.

Материал и методы исследования

Группа исследования сформирована 
из числа пациентов, проходивших курс ле-
чения в гематологическом отделении для 
взрослых ГУ «РНПЦ РМ и ЭЧ». Образ-
цы материала для исследования отбира-
лись только после получения письменно-
го информированного согласия на иссле-
дование по утвержденной форме до про-
ведения курса соответствующего лечения. 
По каждому пациенту осуществлялся сбор 
общей и клинической информации. В ис-
следование были включены 298 пациентов 
с медианой возраста 61 (53-70) год. Груп-
пы исследования состояли из 106 пациен-
тов (35,6%) с диагнозом «Истинная поли-
цитемия» (ИП) с медианой возраста 62,5 
(54-71) года, 87 пациентов (29,2%) с ди-
агнозом «Эссенциальная тромбоците-
мия» (ЭТ) – 61 (48-68) год и 105 пациен-
тов (35,2%) с диагнозом «Первичный мие-
лофиброз» (ПМФ) – 61 (54-72) год.

Материалом для исследования явля-
лись образцы ДНК, выделенные из цель-
ной венозной крови посредством набо-
ра «Нуклеосорб»-В (Праймтех) в соответ-
ствии с прилагаемой инструкцией по при-
менению. 

Молекулярно-генетический анализ 
проводили избирательным тестировани-
ем мутации V617F гена JAK2, мутаций 
W515L и W515K гена MPL и наиболее ча-
стых мутаций гена CALR – 52-bp делеция 
(del, тип 1) и 5-bp инсерция (ins, тип 2).

Для тестирования был применен ори-
гинальный метод мультиплексной полиме-
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разной цепной реакции (ПЦР) с последую-
щей детекцией в агарозном геле. Данный 
метод позволяет выявлять все типы мута-
ций в результате проведения одной ПЦР. 
Для ПЦР использовали аллельспецифи-
ческие праймеры для выявления мутаций 
JAK2 и MPL и два праймера, фланкирую-
щих 9 экзон гена CALR. 

Электрофоретическая детекция про-
дуктов амплификации осуществлялась 
в 1,7% агарозном геле с окраской броми-
стым этидием. Примеры электрофоретиче-
ской детекции приведены на рисунке 1.

Факты выявленных мутаций подтверж-
дены прямым секвенированием посред-
ством генетического анализатора АВ 3500. 
Секвенирующую реакцию осуществляли 
как с прямым, так и с обратным прайме-
ром с использованием реагентов из набо-
ра для секвенирования ABI PRISM BigDye 
Terminator v 3.1 Ready Reaction Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems Int.) в 
соответствии с прилагаемой инструкцией.

Результаты исследований

Пол и возраст. В результате прове-
денного анализа не выявлено существен-
ных различий в возрасте пациентов на мо-
мент диагноза между группами ИП и ЭТ 
(p=0,082), ИП и ПМФ (p=0,728) и ЭТ и 
ПМФ (p=0,092). 

Среди всех исследованных пациентов 
преобладали женщины, их было в 1,6 раза 
больше – 61,1%, в сравнении с пациентами 
мужского пола – 38,9% (отличие от ожида-
емого соотношения по полу 1:1 статисти-
чески значимо p<0,001).

При анализе распределения пациен-
тов по полу в группах исследования уста-
новлено, что доля женщин была наиболь-
шей в группе ЭТ – 75,9%, где она в 3,1 раза 
превышала долю мужчин – 24,1% (отли-
чие от ожидаемого соотношения по полу 
1:1 статистически значимо p<0,001). Доля 
женщин в группах ИП и ПМФ была близ-
кой – 54,7% и 59,5%, отличия были незна-
чимыми как между группами (p=1,000), 
так и от ожидаемого соотношения по полу 
1:1 (p=0,277 и p=0,287 соответственно). 

Статистически значимыми были различия 
в доле женщин между группами ЭТ и ИП 
(p=0,003) и ЭТ и ИМ (p=0,004).

Истинная полицитемия. В группе 
ИП выявлялся только один тип исследуе-
мых мутаций – V617F JAK2. Данная мута-
ция присутствовала у 99 пациентов из 106 
(93,4%). У мужчин она встречалась с ча-
стотой 89,6% (43/48), а у женщин – 96,6% 
(56/58), различия в частотах между полами 
незначимы, p=0,240. Отличия в возрасте 
между носителями мутации JAK2 V617F 
(медиана 63 года) и пациентами без тако-
вой (медиана 51 год) в данной группе были 
также незначимыми, p=0,053. Однако ча-
стота мутаций JAK2 среди пациентов стар-
ше 50 лет составила 95,7% (88/102) и была 
статистически значимо больше, чем сре-
ди пациентов в возрасте 50 и менее лет – 
78,6% (11/14), p=0,047.

Каких-либо различий между группами 
JAK+ и JAK- по клиническим, лаборатор-
ным параметрам или данным инструмен-
тальных исследований нами не выявлено.

Эссенциальная тромбоцитемия. У паци-
ентов из группы ЭТ, в отличие от группы ИП, 
были выявлены мутации двух генов – V617F 
JAK2 и оба типа мутаций гена CALR – del 
и ins, которые присутствовали в группе при-
близительно в равных долях (рисунок 2). 

Дорожки 4, 5, 9 – образцы с мутацией V617F гена 
JAK2, дорожки 8, 12 – образцы, содержащие му-
тацию del гена CALR, дорожка 11 – образец с му-
тацией ins гена CALR, дорожка 10 – образец с му-
тацией W515L гена MPL, дорожка 1 и 13 – маркер 

молекулярного веса
Рисунок 1 – Электрофоретическая детекция
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Мутация JAK2 V617F выявлена в 53 
случаях из 87 (60,9%), а мутации CALR в 
15 случаях (17,2%).  

Несмотря на значительное преобла-
дание в группе женщин (в 3,1 раза), не 
выявлено статистически значимых раз-
личий в частоте мутации JAK2 у пред-
ставителей разных полов: у мужчин она 
встречалась с частотой 57,1%, у жен-
щин – 62,1%, p=0,798.

В группе ЭТ пациенты с мутацией 
JAK2 в сравнении с пациентами без тако-
вой не имели статистически значимых раз-
личий по количеству лейкоцитов, тромбо-
цитов, эритроцитов, содержанию гемогло-
бина и ЛДГ в сыворотке крови, а также по 
частоте выявления органной патологии и 
ретикулинового фиброза, но различались 
по количеству эритроцитов (p=0,036).

Мутации CALR (17,2%) были выяв-
лены у четырех мужчин (19,0% среди муж-
чин) и одиннадцати женщин (16,7% среди 
женщин), p=0,751. 

Между пациентами с мутациями JAK2 
и CALR и без данных мутаций выявле-
ны возрастные различия. В данной груп-
пе медианы возрастов пациентов с мутаци-
ей JAK2 и без данной мутации составляли 
62,0 и 52,5 лет соответственно, p=0,008, а в 
случае гена CALR – 46,0 лет и 61,5 год со-
ответственно, p=0,011. Кроме этого меди-
ана возраста пациентов с мутацией JAK2 
(62,0 (53,0-71,0) года) была на 16 лет боль-
ше, чем у пациентов с мутациями CALR 
(46,0 (36,0-62,0) лет), p=0,006.

Первичный миелофиброз. В группе 105 
пациентов с первичным миелофиброзом 
были выявлены все исследуемые типы му-
таций трех генов (рисунок 3).  

Мутация JAK2 V617F сопровождала 
69 случаев ПМФ (65,7%), мутации CALR –  
14 случаев (13,3%), при этом в подавляю-
щем большинстве – DEL (13 случаев). В 6 
случаях выявлена мутация W515L (5,7%).

Значимые различия в выявляемости му-
таций в зависимости от пола ни для одного 
из типов мутаций не прослеживались.  

В то же время возрастные особенно-
сти были статистически значимы. Так, 
медиана возраста у пациентов с мутаци-
ей JAK2 составила 64 года, без указанной 
мутации – 60,0 лет, p=0,028. Обратная за-
висимость наблюдалась в случае мутаций 
CALR – средний возраст пациентов с мута-
циями CALR был значимо меньше (медиа-
на 53 года) возраста пациентов без данных 
мутаций – 62 года, p=0,035. Частота выяв-
ления мутаций CALR у пациентов старше 
50 лет 8,4% (7/83) была меньше, чем сре-
ди пациентов в возрасте 50 и менее лет – 
31,8% (7/22), p=0,009.

В отличие от групп ИП и ЭТ у пациен-
тов с ПМФ наблюдались значимые различия 
по ряду лабораторных показателей и данных 
инструментальных исследований в зависи-
мости от мутационного статуса. Данные про-
веденного анализа представлены в таблице. 

Пациенты с JAK-положительным 
ПМФ отличались повышенными показа-

65,7

5,7 15,2
92,0%

7,1%

13,3

Jak MPL Негатив Calr Del Calr Ins

Рисунок 3 – Распространенность 
мутаций в группе пациентов с 
первичным миелофиброзом

60,9

21,9
46,7%

53,3%

17,2

Jak Негатив Calr Del Calr Ins

Рисунок 2 – Распространенность 
мутаций в группе пациентов с 

эссенциальной тромбоцитемией
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телями лейкоцитов, эритроцитов, тромбо-
цитов и уровнем гемоглобина, а также зна-
чимо меньшим уровнем ЛДГ. У пациен-
тов с мутациями CALR был статистиче-
ски значимо более высокий уровень ЛДГ. 
Частота органной патологии (спленомега-
лия) была значимо больше в группе MPL-
положительных пациентов. По остальным 
анализируемым показателям, таким, как 
патологии печени, ретикулиновый фиброз, 
а также тромботические осложнения не 
выявлено каких-либо значимых различий в 
зависимости от мутационного статуса.

Таким образом, использование для ди-
агностики Ph-негативных ХМПЗ тести-
рования пяти соматических мутаций ге-
нов JAK2, CAL и MPL позволяет выявлять 
клональный характер миелопролиферации 
и тем самым подтверждать диагноз в бо-
лее чем 93% случаев ИП, 78% случаев ЭТ 
и около 85% случаев ПМФ (рисунок 4).

Наиболее весомой для диагностики, 
с учетом распространенности, несомнен-
но, является мутация V617F гена JAK2. 
Тем не менее, тестирование мутаций ге-
нов CALR и MPL дополнительно позволя-
ет диагностировать 17% и 19% пациентов 

с ЭТ и ПМФ соответственно, а это, в со-
ответствии с нашими данными, составляет 
44,1% JAK-отрицательных случаев ЭТ (15 
случаев CALR+ из 34 JAK-) и 55,6% JAK- 
отрицительных случаев ПМФ (20 случаев 
CALR+/MPL+ из 36 JAK-).   

Заключение

В результате проведенного исследова-
ния показано, что использование основных 
маркеров клональной миелопролиферации 
в виде соматических мутаций генов JAK2, 
CALR и MPL позволяет проводить молеку-
лярную диагностику истинной полиците-
мии, эссенциальной тромбоцитемии и пер-
вичного миелофиброза в 93,4%, 78,1% и 
84,7% случаях соответственно.

Наиболее значимой для диагностики 
ХМПЗ является мутация V617F гена JAK2. 
Применение для диагностики дополнитель-
ных маркеров в виде мутаций генов CALR 
и MPL позволяет верифицировать диагнозы 
«Эссенциальная тромбоцитемия» и «Первич-
ный миелофиброз» для 44,1% и 55,6% JAK2-
негативных пациентов соответственно.

Положительный мутационный статус 
связан с повышением значений лейкоци-

Таблица – Результаты анализа связи мутационных событий с лабораторными 
показателями-данными инструментальных исследований (Me (Q1-Q3))

Параметры
JAK2 CALR MPL

Нет Есть р Нет Есть р Нет Есть рn=36 n=69 n=91 n=14 n=99 n=6
Лейкоциты, 
109/л

7,8
(4,8-12,7)

10,3
(7,0-16,4) 0,009 9,9

(6,4-15,8)
8,4

(5,5-12,6) 0,204 9,8
(6,4-15,2)

7,4
(4,6-12,1) 0,302

Эритроциты, 
1012/л

3,4
(3,1-4,1)

4,5
(3,4-5,1) 0,001 4,0

(3,1-4,9)
4,0

(3,6-4,4) 0,823 4,1
(3,2-4,9)

3,7
(3,1-4,0) 0,322

Гемоглобин, г/л 97
(87-119)

129
(91-148) 0,001 114

(87-144)
120

(96-126) 0,812 117
(88-141)

104
(90-119) 0,391

Тромбоциты, 
109/л

242
(94-591)

452
(251-864) 0,023 406

(176-756)
538

(220-684) 0,576 434
(176-756)

345
(242-495) 0,629

ЛДГ, Ед/л 555
(347-753)

322
(257-501) 0,013 348

(257-558)
688

(410-769) 0,018 399
(265-598)

641
(537-698) 0,099

Патология 
печени

13,9%
(5/36)

14,5%
(10/69) 1,000 14,3%

(13/91)
14,3%
(2/14) 1,000 15,2%

(15/99)
0%

(0/6) 0,590

Патология 
селезенки

44,4%
(16/36)

39,1%
(27/69) 0,677 39,6%

(36/91)
50%

(7/14) 0,562 37,4%
(37/99)

100%
(6/6) 0,004

Ретикулиновый 
фиброз

96,8%
(30/31)

88,9%
(40/45) 0,391 90,8%

(59/65)
100%

(11/11) 0,584 92,9%
(65/70)

83,3%
(5/6) 0,400

Тромботические 
осложнения

6,7%
(2/30)

10,4%
(7/67) 0,716 10,5%

(9/86)
0%

(0/11) 0,591 8,8%
(8/91)

16,7%
(1/6) 0,452
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тов, эритроцитов, тромбоцитов и уровнем 
гемоглобина, значимо меньшим уровнем 
ЛДГ, а также повышенной частотой спле-
номегалии в группе пациентов с первич-
ным миелофиброзом.

Работа выполнена в рамках НИР «Про-
вести поиск диагностически значимых 
молекулярно-генетических маркеров ми-
елопролиферации у пациентов с хрониче-
скими миелопролиферативными заболева-
ниями» ГПНИ «Фундаментальные и при-
кладные науки – медицине».
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Рисунок 4 – Распространенность 
основных маркеров клональной 

пролиферации в группах пациентов 
с истинной полицитемией, 

эссенциальной тромбоцитемией 
и первичным миелофиброзом
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MOLECULAR GENETIC TESTING OF PH-NEGATIVE 
CHRONIC MYELOPROLIFERATIVE DISEASES

The results of the conducted study have shown that the use of the major markers of clonal 
myeloproliferation in the form of somatic mutations of the JAK2, CALR and MPL genes 
allows molecular diagnostics of polycythemia vera, essential thrombocythemia and primary 
myelofibrosis in 93,4%, 78,1% and 84,7% of cases respectively.

The V617F mutation of the JAK2 gene is the most significant for the diagnosis of Ph-
negative chronic myeloproliferative diseases. The use of additional markers in the form of CALR 
and MPL genes mutations for the diagnosis allows «Essential thrombocythemia»and «Primary 
myelofibrosis» to be verified for 44,1% and 55,6% of JAK2-negative patients, respectively.

Positive mutational status is associated with an increase in leukocyte, erythrocyte, 
thrombocyte and hemoglobin level, significantly lower LDH level, as well as an increased 
frequency of splenomegaly in the group of patients with primary myelofibrosis.

Key words: chronic myeloproliferative diseases, polycythemia vera, essential 
thrombocythemia, primary myelofibrosis, JAK2, CALR, MPL, polymerase chain reaction 
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