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УДК 616.155.194.76-076:575.224.234 А.Е. Силин, Д.К. Новик, 
В.Н. Мартинков, И.Н. Козарь, 
В.В. Кошкевич, А.В. Воропаева, 
А.А. Силина, И.Б. Тропашко, 
С.М. Мартыненко 

Молекулярно-генетическая и клинико-
лабораторная характеристики пациентов с 

идиопатическим миелофиброзом

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

В результате проведенного исследования показано, что индивидуальное использо-
вание основных маркеров клональной миелопролиферации в виде соматических мута-
ций генов JAK2, CALR и MPL позволяет проводить молекулярно-генетическую верифи-
кацию диагноза «Идиопатический миелофиброз» в 66,4%, 11,8% и 5,0% случаях соот-
ветственно. При совместном тестировании этих мутаций диагностическая чувствитель-
ность метода достигает 83,2%. 

Установлено, что положительный мутационный статус по генам JAK2 и CALR зна-
чимо связан с возрастом пациентов, уровнем гемоглобина, количеством эритроцитов и 
тромбоцитов.

Для JAK2-положительных пациентов характерны более высокие показатели лейко-
цитов и более низкие значения ЛДГ в плазме крови по сравнению с JAK-негативными 
пациентами. У CALR-положительных пациентов уровень ЛДГ был значимо выше. Поло-
жительный мутационный статус по гену MPL определял статистически значимо большее 
число случаев спленомегалии.

Ключевые слова: хронические миелопролиферативные заболевания, идиопатиче-
ский миелофиброз, JAK2, CALR, MPL, полимеразная цепная реакция 

Введение

Идиопатический миелофиброз (ИМ) 
относится к группе «классических» Ph-
негативных клональных гематологических 
болезней. Первым известным сообщением о 
ИМ было описание в 1879 г. двух пациентов 
с фиброзом костного мозга и экстрамедул-
лярным кроветворением в печени и селезен-
ке, автором которого был Gustav Heuck [1].

ИМ (первичный миелофиброз, агноген-
ная миелоидная метаплазия, миелосклероз 
с миелоидной метаплазией, сублейкемиче-
ский миелоз, хронический гранулоцитарно-
мегакариоцитарный миелоз) – хрониче-
ское миелопролиферативное заболевание 
(ХМПЗ), которое характеризуется клональ-
ной миелоидной пролиферацией, повышен-
ной секрецией ростовых факторов, разви-

тием фиброза в костном мозге, появлением 
очагов экстрамедуллярного гемопоэза и, как 
следствие, гепатоспленомегалией [2].

Течение ИМ сопровождается многооб-
разными клиническими проявлениями: воз-
никают признаки интоксикации, анемиче-
ский и геморрагический синдромы, тромбо-
зы и тромбоэмболии сосудов, последствия 
гепато- и спленомегалии, инфекционные 
осложнения. В клиническом течении ИМ 
выделяют начальную хроническую фазу и 
терминальную фазу бластной трансформа-
ции. На основании гистологического иссле-
дования костного мозга морфологически вы-
деляют префиброзную миелопролифератив-
ную стадию заболевания и фиброзную ста-
дию с костномозговой недостаточностью [3].

В среднем заболеваемость ИМ состав-
ляет до 1 случая на 100 тыс. населения. 
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Мужчины болеют чаще, чем женщины. В 
основном заболевание диагностируется в 
возрасте 50-70 лет [2, 4]. Среди ХМПЗ ИМ 
в большинстве случаев протекает наиболее 
тяжело. Средняя продолжительность жиз-
ни с момента установления диагноза со-
ставляет около 5 лет. Это определяет акту-
альность своевременной диагностики, по-
зволяющей точно дифференцировать дан-
ное заболевание от вторичных состояний. 

Используемые ранее для диагности-
ки ХМПЗ данные комплексного клинико-
лабораторного анализа и инструменталь-
ных исследований в ряде случаев не по-
зволяли однозначно дифференцировать ре-
активные состояния от клональной мие-
лопролиферации. Это было связано с от-
сутствием надежных маркеров, позволяю-
щих однозначно выявлять клональный ха-
рактер заболевания. Внедрение подобных 
маркеров в диагностику ИМ стало воз-
можным благодаря открытиям в области 
молекулярно-генетических механизмов 
возникновения ХМПЗ.

Молекулярный патогенез Ph-негативных 
ХМПЗ долгое время оставался неизвестен. 
С учетом способности к эритропоэтин-
независимому росту эритроидных колоний, 
характерной для 98-100% пациентов с ИП, 
было высказано предположение о повышен-
ной тирозин-киназной активности в эритро-
идных предшественниках [2, 5].

В 2005 году была впервые описа-
на ассоциация мутации V617F гена JAK2 
с ХМПЗ, в том числе и ИМ [5, 6, 7]. Кло-
нальная и рекуррентная мутация, приводя-
щая к замене аминокислоты валина на фе-
нилаланин в JH2 псевдокиназном домене 
гена Янус-киназы 2 (JAK2), была опреде-
лена у большинства (> 80%) больных с ис-
тинной полицитемией [8].

Также у больных с ХМПЗ выявляют 
мутации и в других генах. Идентифициро-
ваны молекулярные нарушения  в 10 экзо-
не гена MPL (мутации W515L и W515K), 
кодирующего рецептор тромбопоэтина. 
Тромбопоэтин, главный гуморальный ре-
гулятор тромбопоэза в организме человека, 
участвует в патогенезе миелофиброза [9].

В последние годы показана ассоциация 
диагнозов ИМ и эссенциальной тромбоци-
темии с наличием соматических мутаций, 
приводящих к сдвигу рамки считывания в 
9 экзоне гена кальретикулина (CALR) [10]. 
Первые сообщения о высокой частоте со-
матических мутаций гена кальретикули-
на (CALR) в образцах пациентов с ХМПЗ 
были опубликованы в конце 2013 года дву-
мя коллективами авторов: Klampfl et al., 
2013 [11] и Nangalia et al., 2013 [12].

При анализе диагностической и кли-
нической значимости вышеперечисленных 
молекулярных маркеров авторами для изу-
чаемых групп пациентов с ИМ приводятся 
различающиеся данные. 

Цель данного исследования – оценка 
индивидуальной и совокупной диагности-
ческой значимости соматических мутаций 
генов JAK2, CALR и MPL и определение 
их связи с клинико-лабораторными пара-
метрами у пациентов с ИМ.   

Материал и методы исследования

Группа исследования сформирована 
из числа пациентов, проходивших курс ле-
чения в гематологическом отделении для 
взрослых ГУ «РНПЦ РМиЭЧ». Диагноз 
пациентов был определен по результатам 
комплекса диагностических исследований, 
включающих общий анализ крови, трепа-
нобиопсию, цитогенетическое исследова-
ние костного мозга, миелограмму, инстру-
ментальные методы. Образцы материала 
для исследования отбирались только после 
получения письменного информированно-
го согласия на участие в исследовании.

Для подтверждения Ph-негативного 
статуса пациентов проводился анализ на 
наличие Ph-хромосомы рутинным цито-
генетическим методом исследования и 
BCR-ABL1 транскрипта (р.210) методом 
РТ-ПЦР с использованием тест-системы 
«АмплиСенс Лейкоз Квант M-bcr -FRT» 
(AmpliSens Biotechnologies, РФ).   

Материалом для молекулярно-
генетического анализа являлись образцы 
ДНК, выделенные из цельной венозной кро-
ви посредством набора «Нуклеосорб»-В 
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(Праймтех, РБ) в соответствии с прилагае-
мой инструкцией по применению. 

Мутацию V617F гена JAK2 анализиро-
вали методом ARMS-PCR, применяя 4 раз-
личных праймера для избирательной ам-
плификации как фрагмента с мутацией, 
так и фрагмента ДНК с нормальной струк-
турой, а также фрагмента в области экзона 
14 для контроля качества амплификации. 
Мутации del/ins гена CALR анализирова-
ли методом ПЦР с использованием двух 
праймеров, фланкирующих 9 экзон. Мута-
ции W515L и W515K  гена MPL анализи-
ровали методом ARMS-PCR. Характери-
стика используемых праймеров и параме-
тры проведения полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) приведены в таблице 1.

Электрофоретическая детекция про-
дуктов амплификации осуществлялась 
в 1,7% агарозном геле с окраской броми-
стым этидием. Примеры электрофорети-
ческой детекции приведены на рисунке 1 
(Применена цветовая инверсия).

Факты выявленных мутаций выбороч-
но подтверждены прямым секвенировани-
ем посредством генетического анализато-
ра АВ 3500. Секвенирующую реакцию осу-
ществляли как с прямым, так и с обратным 
праймером с использованием реагентов 
из набора для секвенирования ABI PRISM 
BigDye Terminator v 3.1 Ready Reaction Cy-
cle Sequencing Kit (Applied Biosystems Int.) 
в соответствии с прилагаемой инструкцией.

Оценка лабораторных показателей и 
возраста на момент диагноза проводилась 

с использованием медианы и 1, 3 кварти-
лей, оценка долей – с использованием точ-
ного критерия Фишера. Различия призна-
вались статистически значимыми при ве-
роятности ошибки p<0,05.

Результаты исследований

В исследование были включены 119 
пациентов с диагнозом «Идиопатический 
миелофиброз» с медианой возраста 62 (54; 
73) года, из них 54 мужчины (45,4%), 65 – 
женщины (54,4%).

Мутация V617F гена JAK2

В группе ИМ мутация JAK2 V617F 
присутствовала у 79 пациентов из 119 
(66,4%), частота встречаемости не зави-
села от пола: среди мужчин 68,5%, среди 
женщин – 64,6%, p=0,700.

Возраст установления диагноза у паци-
ентов с мутацией JAK2 был статистически 
значимо выше, чем возраст у пациентов без 
мутации: 64 (57; 77) года и 60,0 (46; 69) лет, 
p=0,011. При этом мутация V617F гена JAK2 
значимо чаще определялась среди пациентов 
в возрасте старше 50 лет (71,3%), p=0,034.

Анализ данных лабораторных исследо-
ваний показал, что наличие мутации JAK2 
у пациентов с ИМ сопровождалось стати-
стически значимо более высокими показа-
телями количества эритроцитов 4,5×1012/л 
(3,4×1012/л; 5,2×1012/л), p<0,001, и уровня 
гемоглобина – 130 (93,7; 147,0) г/л, p<0,001, 
а также количества лейкоцитов 11,2×109/л 
(7,6×109/л; 16,7×109/л), p=0,001, тромбоци-

Таблица 1 – Олигонуклеотидные праймеры для ПЦР

Ген Название 
праймера Последовательность нуклеотидов 5’-3’ Параметры ПЦР

MgCl2, мМ Тотж,°С циклы

JAK2

JAK2-FO TCCTCAGAACGTTGATGGCAG

2,0 57 40
JAK2-RO ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT
JAK2-Fwt GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATG
JAK2-Rmt GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA

CALR
CALR-F GCAGCAGAGAAACAAATGAAGG

1,25 58 35
CALR-R CTTCCTCCTTGTCCTCCTCA

MPL

MPL-F GCCGAAGTCTGACCCTTTTT

1,25 56 35
MPL-R ACAGAGCGAACCAAGAATGCCTGTTTACA
MPL-W515L GGCCTGCTGCTGCTGAAGTT
MPL-W515K TGTAGTGTGCAGGAAACTGCTT
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тов 501,0×109/л (251,0×109/л; 828,0×109/л), 
p=0,003. Содержание ЛДГ в подгруппе 
JAK-положительных пациентов было до-
стоверно ниже 327,0 (257,0; 488,0) Ед/л в 
сравнении со случаями без указанной му-
тации 484,5 (278,0; 736,0) Ед/л, p=0,035.

Мутации del и ins гена CALR

Мутации гена CALR выявлены у 14 па-
циентов из группы ИМ (11,8%), при этом в 

подавляющем большинстве случаев (13 из 
14) определялась в виде del. Частота встре-
чаемости мутаций CALR у мужчин 9,3%, у 
женщин – 13,8%, но различия статистиче-
ски не значимы p=0,571. 

Средний возраст постановки диагноза у 
пациентов с мутациями CALR (53 (42; 68) 
года) был значимо меньше возраста пациен-
тов без данных мутаций (63 (56; 75) года), 
p=0,025. При этом мутации значимо чаще 
определялись в возрастной группе до 50 лет 
включительно (28,0%), p=0,010.

По данным лабораторных и инстру-
ментальных исследований статистически 
значимых различий в зависимости от нали-
чия мутаций CALR не выявлено, за исклю-
чением уровня ЛДГ, который был значимо 
выше среди пациентов с мутациями (687,5 
(410; 769) Ед/л), p=0,011.

Мутации гена MPL

Мутация MPL W515L в исследуемой 
группе выявлена в 6 случаях из 119 (5,0%), 
при этом статистически значимых разли-
чий в частоте определения в зависимости 
от пола также не выявлено. 

Несмотря на то, что во всех случаях 
мутации MPL были выявлены у пациентов 
старше 50 лет (6,4%), различия по частоте 
определения мутаций в сравнении с  груп-
пой младше 50 лет (0%) были статистиче-
ски не значимы, p=0,341.

Сравнительные характеристики

Сопоставление в группе ИМ подгрупп 
пациентов с различными мутациями JAK2, 
CALR или MPL между собой и с пациента-
ми без мутаций показало статистически зна-
чимые различия по возрасту установления 
диагноза только между пациентами с мута-
циями JAK2 (63,0 (56,0; 76,0) года) и с мута-
циями CALR (53,0 (42,0; 68,0) года), p=0,015.

Данные лабораторных анализов пока-
зали, что уровни гемоглобина (130 (93,7; 
147,0) г/л и 119,5 (96; 126)) г/л, количе-
ство эритроцитов (4,5×1012/л (3,4×1012/л; 
5,2×1012/л) и 4,0×1012/л (3,6×1012/л; 
4,4×1012/л)) и количество тромбоци-
тов (501×109/л (251×109/л; 828×109/л) и 

А) мутация V617F гена JAK2. Дорожки 4, 5, 10-13 – 
образцы без мутации, дорожки 2, 3, 6-9, 14 и 15 – об-
разцы, содержащие мутацию V617F гена JAK2, до-
рожка 1 и 16 – маркер молекулярного веса; Б) мута-
ции гена CALR. Дорожки 6, 7 и 9 – образцы с мута-
цией del, дорожка 8 – образец с мутацией ins, дорож-
ки 2-5 – образцы без мутаций, дорожка 1 и 10 – мар-

кер молекулярного веса; В) мутации W515L гена 
MPL. Дорожки 1, 2, 4, 5, 7-9 – образцы с нормальной 
последовательностью ДНК; дорожки 3 и 6 – образ-

цы, содержащие мутацию W515L гена MPL, дорожка  
10 – маркер молекулярного веса

Рисунок 1 – Электрофоретическая 
детекция

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10	 11	12	 13	14	15	16

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10

1	 2	 3	 4	 5	 6	 7	 8	 9	 10

А)

Б)

В)
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537,5×109/л (220×109/л; 684×109/л)), были 
значимо больше у пациентов с мутация-
ми JAK2 и CALR, чем аналогичные пока-
затели среди пациентов без каких-либо му-
таций: p<0,001 и p=0,005 при сравнении 
уровней гемоглобина, p<0,001 и p=0,022 – 
по количеству эритроцитов, p<0,001 и 
p=0,006 – по количеству тромбоцитов со-
ответственно. Уровень ЛДГ в плазме кро-
ви пациентов с мутациями JAK2 (327 (257; 
488) Ед/л) был статистически значимо 
ниже, чем у пациентов с мутациями CALR 
(687,5 (410; 769) Ед/л), p=0,007, и мутаци-
ями MPL (641,5 (537; 697) Ед/л), p=0,015. 

По результатам клинико-инструмен
тальных исследований показано, что сре-
ди пациентов, у которых определена му-
тация MPL, частота выявления спленоме-
галии была 100%. Это значимо чаще, чем 
среди пациентов с мутацией JAK2 (35,4%), 
p=0,003, и без каких-либо мутаций (20,0%), 
p=0,001, а также больше, чем у пациентов с 
мутациями CALR (50,0%), но различия на 
уровне тенденции, p=0,052.

Суммарно мутации JAK2, CALR и 
MPL в группе ИМ присутствовали в 83,2% 
(99/119) случаев. Их индивидуальная и 
суммарная распространенность представ-
лена на рисунке 2. 

В объединенной группе пациентов, 
имеющих какую-либо из изучаемых мута-
ций, показатели клинико-лабораторных ис-
следований были статистически значимо 
более высокие по сравнению с пациента-
ми без мутаций:  количество эритроцитов 

4,1×1012/л (3,4×1012/л; 5,0×1012/л) и 3,2×1012/л 
(2,8×1012/л; 3,5×1012/л), p<0,001; уровень ге-
моглобина крови 124 (91,9; 143,5) г/л и 93,4 
(81,6; 99,0) г/л, p<0,001; количество лейко-
цитов 10,3×109/л (6,7×109/л; 15,2×109/л) и 
7,5×109/л (3,2×109/л; 13,5×109/л), p=0,025; 
количество тромбоцитов 498×109/л 
(231×109/л; 787×109/л) почти в 5 раз больше, 
чем у пациентов без мутаций 101,1×109/л 
(48,5×109/л; 474×109/л), p<0,001.

Заключение

В результате проведенного исследова-
ния показано, что индивидуальное исполь-
зование основных маркеров клональной 
миелопролиферации в виде соматических 
мутаций генов JAK2, CALR и MPL позво-
ляет проводить молекулярно-генетическую 
верификацию диагноза «Идиопатический 
миелофиброз» в 66,4%, 11,8% и 5,0% слу-
чаях соответственно. При совместном те-
стировании этих мутаций диагностическая 
чувствительность метода достигает 83,2%. 

Положительный мутационный статус по 
генам JAK2 и CALR значимо связан с воз-
растом пациентов, уровнем гемоглобина, ко-
личеством эритроцитов и тромбоцитов.

Для JAK2-положительных пациен-
тов характерны более высокие показа-
тели лейкоцитов и более низкие значе-
ния ЛДГ в плазме крови по сравнению с 
JAK-негативными пациентами. У CALR-
положительных пациентов уровень ЛДГ 
был значимо выше. Положительный му-
тационный статус по гену MPL определял 
статистически значимо большее число слу-
чаев спленомегалии.
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A. Silin, D. Novik, V. Martinkov, I. Kozar, V. Koshkevich,  
A. Voropaeva, A. Silina, I. Tropashko, S. Martynenko 

Molecular genetic and clinical laboratory characteristics 
of patients with idiopathic myelofibrosis

As a result of the study, there was shown that individual use of the main markers of clonal 
myeloproliferation in the form of somatic mutations of the JAK2, CALR and MPL genes al-
lows for molecular genetic verification of the diagnosis of «idiopathic myelofibrosis» in 66,4%, 
11,8% and 5,0% of cases respectively. With joint testing of these mutations, the diagnostic 
sensitivity of the method reaches 83,2%.

There has been established that the positive mutational status of the JAK2 and CALR genes 
is significantly associated with the age of the patients, the level of hemoglobin, the number of 
erythrocytes and platelets.

JAK2-positive patients are characterized by higher leukocyte counts and lower plasma 
LDH values compared with JAK-negative patients. In CALR-positive patients, the level of 
LDH was significantly higher. The positive mutational status of the MPL gene determined a 
statistically significantly greater number of cases of splenomegaly.

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