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Соматическая мутация V617F в гене JAK2 является частой причиной хронических миелопролиферативных заболеваний, 
не обусловленных мутацией BCR/ABL. Количественное определение относительной доли мутантного аллеля может 
быть использовано для определения тяжести течения и прогноза заболевания, а также при назначении лекарств, ин-
гибирующих активность JAK2. Для количественного определения мутации использован метод пиросеквенирования. Раз-
работанная методика позволяет детектировать и количественно определять долю мутантной фракции начиная от 
7%. “Серую зону” представляют образцы, имеющие долю мутантного аллеля от 4 до 7%. Зависимость ожидаемой доли 
мутантной фракции в анализируемом образце от наблюдаемого значения сигнала описывается уравнением прямой с ко-
эффициентами регрессии: y=0,97x-1,32, при этом погрешность измерения составляет ± 0,7. Разработанная методика 
апробирована на клиническом материале от 192 пациентов с основными формами миелопролиферативных заболеваний, 
не обусловленных мутацией BCR/ABL. Обнаружено 64 образца, содержащих мутантную фракцию в количестве от 13 
до 91%. Разработанная методика позволяет проводить мониторинг терапии миелопролиферативных заболеваний и по-
могает оптимизировать тактику лечения.
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The somatic mutation V617F in gen JAK2 is a frequent cause of chronic myeloprolific diseases not conditioned by BCR/ABL 
mutation. The quantitative testing of relative percentage of mutant allele can be used in establishing severity of disease and its 
prognosis and in prescription of remedy inhibiting activity of JAK2. To quantitatively test mutation the pyrosequencing technique 
was applied. The developed technique permits detecting and quantitatively testing percentage of  mutation fraction since 7%. The 
“gray zone” is presented by samples with percentage of mutant allele from 4% to 7%. The dependence of expected percentage 
of mutant fraction in analyzed sample from observed value of signal is described by  equation of line with regression coefficients 
y= - 0.97, x= -1.32 and at that measurement uncertainty consists ±0.7. The developed technique is approved officially on clinical 
material from 192 patients with main forms of myeloprolific diseases not conditioned by BCR/ABL mutation. It was detected 64 
samples with mutant fraction percentage from 13% to 91%. The developed technique permits implementing monitoring of therapy 
of myeloprolific diseases and facilitates to optimize tactics of treatment.

K e y w o r d s :  JAK2; chronic myeloprolific diseases; pyrosequencing.

Введение. Среди хронических миелопролиферативных 
заболеваний (ХМПЗ), не обусловленных мутацией BCR/
ABL, выделяют три наиболее часто встречающихся забо-
левания: истинная полицитемия, эссенциальная тромбоци-
темия и первичный миелофиброз. Соматическая мутация 
V617F в гене JAK2 нарушает структуру белка, что приводит 
к самоактивации киназных доменов и проявляется повышен-
ной активностью фермента. Данная мутация определяется в 
90–95% случаев истинной полицитемии, 50–70% случаев эс-
сенциальной тромбоцитемии и 40–50% случаев первичного 
миелофиброза [1–3].

На сегодняшний день показано, что высокий уровень ал-
лельной нагрузки мутации V617F связан с более агрессивным 
течением истинной полицитемии. Количество мутантного 
аллеля V617F также влияет на клинико-гематологическую 
картину больных эссенциальной тромбоцитемией, при этом 
наблюдается увеличение количества нейтрофилов, большая 
скорость тромбообразования и более интенсивное развитие 
миелофиброза. Количественное определение доли мутант-
ного аллеля V617F может использоваться для косвенного 
определения степени фиброза в костном мозге и селезенке 
при первичном миелофиброзе. С другой стороны, низкая ал-
лельная нагрузка мутации при первичном миелофиброзе со-
четается со снижением показателей выживания пациентов. 
Актуальность количественного определения уровня аллель-
ной нагрузки также связана с возможностью оптимизации 
схем лечения, влияющих на активность этого фермента [4].

В связи с этим, количественное определение доли му-
тантного аллеля V617F является важной клинической зада-
чей, направленной на постановку диагноза, оценку прогноза, 
выбор оптимального лечения и мониторинг эффективности 
терапии у пациентов с ХМПЗ, не обусловленных мутацией 
BCR/ABL. удобным подходом к выявлению соматических 
мутаций является использование технологии пиросеквени-
рования, которая позволяет определять нуклеотидную по-
следовательность и проводить определение частот аллелей 
заданного локуса ДНК в количественном формате [5, 6].

Материалы и методы. Для секвенирования фрагмента 
гена JAK2, включающего область мутации V617F, были ис-
пользованы реагенты “ПЦР-смесь-1 АФ-4”, “Полимераза 
(TaqF)”, “2,5х ПЦР-буфер blue” и “Праймер для секвенирова-
ния АФ-4-S”, входящие в форму комплектации № 8 “Тромбо-
скрин” набора реагентов “АмплиСенс® Пироскрин» (ФБуН 
«Центральный НИИ эпидемиологии», регистрационное удо-
стоверение № ФСР 2012/13246 от 19 марта 2012 г.). ПЦР про-
водилась на приборе «MaxyGene Gradient» («Axygen», США). 
Пробоподготовка продуктов амплификации проводилась с 
использованием формы комплектации № 1 «Пиропреп» на-
бора реагентов «АмплиСенс® Пироскрин». Пиросеквениро-

вание проводилось на приборе «PyroMark Q24» с использо-
ванием набора «PyroMark® Gold Q96 Reagents» («Qiagen», 
Германия), этапы проведения анализа подробно описаны в 
[7]. Очередность добавления нуклеотидов в реакцию пиро-
секвенирующего синтеза была следующая: G, C, A, C, A, T, 
A, C. Обработка результатов секвенирования осуществля-
лась с помощью программного обеспечения “PyroMark Q24 
2.0.6”. Постановка ПЦР и проведение пиросеквенирования 
проводились согласно инструкции к набору реагентов “Ам-
плиСенс® Пироскрин».

Определение аналитических характеристик методики для 
количественной оценки доли мутантного аллеля проводилось 
с использованием клонированных контрольных образцов, 
содержащих фрагмент гена JAK2 без мутации и с мутацией 
V617F. Приготовление контрольных образцов проводилось 
по стандартной методике клонирования в вектор pGem-T 
(«Promega», США) [8]. Плазмидная ДНК выделялась набо-
ром «AxyPrep Plasmid Miniprep Kit» («Axygen Biosciences», 
США). Концентрацию ДНК определяли методом ПЦР в ре-
жиме реального времени с праймерами к последовательно-
сти вектора.

Клиническая апробация проводилась на 192 образцах 
крови, полученных от пациентов, направленных на обсле-
дование в Красноярский филиал ФГБу «Гематологический 
научный центр» Минздрава России с подозрением на ХМПЗ. 
Все пробы были протестированы на гематологическом ана-
лизаторе «ХТ-2000i» («Sysmex Corporation», Япония). Вы-
деление ДНК из лейкоцитов цельной крови проводили с ис-
пользованием набора «ДНК-сорб-В» (ФБуН «Центральный 
НИИ эпидемиологии»). Концентрацию ДНК измеряли с ис-
пользованием набора «dsDNA HS Assay Kit» на флюориме-
тре «Qubit» («Invitrogen», США) и готовили разведения ДНК 
в Те-буфере до концентрации 2 нг/мкл. Дальнейший анализ 
клинических образцов методом пиросеквенирования прово-
дился по вышеописанной схеме.

Статистические расчеты выполнены с помощью стан-
дартных средств «IBM SPSS Statistics 19».

Результаты и обсуждение. Для оценки аналитических 
характеристик методики определяли параметры LOB (Limit 
of Blank) – наибольший сигнал, который может быть получен 
при измерениях образца, не содержащего тестируемого мате-
риала, и LOD (Limit of Detection) – наименьшая концентра-
ция тестируемого материала, которая может быть достоверно 
дифференцирована от значения LOB [9]. Определение LOB 
проводили на 33 клонированных контрольных образцах, со-
держащих участок гена JAK2 дикого типа. Фоновые колеба-
ния сигнала (выражаемые в процентах) во втором положе-
нии, соответствующем нуклеотиду С секвенируемой после-
довательности, находились в диапазоне от 0 до 4, равняясь 
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1,31 ± 1,72, где 1,31 – среднее значение, 1,72 – стандартное 
отклонение. уровень LOB, рассчитанный в соответствии с 
[9], составил 4,1%.

Предел детекции определяли на панели разведений кло-
нированных контрольных образцов. Проанализированы сме-
шанные контрольные образцы, содержащие и не содержащие 
мутацию V617F. Анализировались смеси с 50, 40, 30, 25, 20, 
15, 10, 7, 5, 3, 2 и 1% контрольного образца, содержащего 
мутацию. В реакцию вносили около 3000 копий ДНК (эк-
вивалентных 10 нг геномной ДНК человека). Смеси, содер-
жащие 10, 7, 5, 3, 2 и 1% контрольного образца с мутацией, 
тестировались не менее чем в 27 повторах, а разведения с 
большим содержанием мутантной фракции – в 9 повторах. 
В каждую постановку включались контрольные образцы 
с 100% содержанием мутантного и дикого типа. Значения 
предела детекции (LOD), рассчитанные в соответствии с [9], 
для разных смесей находятся в диапазоне от 6,5 до 8,6%. Раз-
работанная методика не позволяет детектировать мутацию в 
смесях, содержащих 1, 2, 3 и 5% мутантной ДНК, поскольку 
рассчитанный предел детекции для этих разведений выше 
наблюдаемого в эксперименте среднего значения. Начиная 
со смеси, содержащей 7% мутантной фракции, существует 
возможность достоверно отличать образцы, содержащие му-
тацию, от образцов без мутации. Пример детекции последо-
вательности дикого типа и мутантных аллелей представлен 
на рисунке.

Зависимость ожидаемого значения сигнала от значения 
сигнала, который наблюдался в эксперименте, была линей-
ной, коэффициент корреляции Спирмена равнялся 0,999. За-
висимость ожидаемой доли мутантной фракции в анализи-
руемом образце от наблюдаемого детектируемого значения 
описывается уравнением прямой со следующими коэффици-
ентами регрессии: y=0,97x-1,32. Таким образом, для расчета 
доли мутантной фракции, присутствующей в анализируемом 

образце необходимо детектируемое значение умножить на 
0,97 и вычесть 1,32; при этом погрешность измерения будет 
составлять ± 0,7%. Образцы, попадающие в диапазон от 4 до 
7%, не могут быть однозначным образом отнесены к истин-
но положительным или отрицательным, для них необходимо 
проводить перестановку в повторах или анализ с использова-
нием методики с большей чувствительностью (обладающей 
меньшим значением предела детекции).

Поскольку фоновый уровень LOB зависит от незначи-
тельных вариаций при проведении независимых постановок 
(качества ПЦР-продуктов, лота реагентов для проведения 
пиросеквенирования, потерь ДНК при пробоподготовке и 
других незначительных факторов), для корректной оценки 
уровня LOD тестирование клинических образцов необходи-
мо проводить в присутствии контрольного образца, не содер-
жащего мутацию.

При тестировании клинического материала от 192 паци-
ентов с подозрением на ХМПЗ найдено 64 пробы, содержа-
щие мутацию V617F (см. таблицу). После уточнения клини-
ческого диагноза выявлено, что среди 30 пациентов с истин-
ной полицитемией у 26 человек (87%) выявлена мутация со 
значениями аллельной нагрузки от 16 до 91% (в среднем по 
группе – 44%). Среди 35 пациентов с эссенциальной тром-
боцитемией мутация была выявлена у 18 человек (51%) со 
значениями аллельной нагрузки от 13 до 43% (в среднем по 
группе – 14%). При этом значения аллельной нагрузки не за-
висели от количества циркулирующих форменных элементов 
крови. В целом, полученные результаты соответствуют дан-
ным, полученным в предыдущих исследованиях [1–3]. Два 
пациента из пяти с первичным миелофиброзом имели зна-
чения аллельной нагрузки 26 и 73%. Пациент с более низкой 
нагрузкой отличался более выраженной цитопенией пери-
ферической крови: уровень лейкоцитов был ниже в 1,5 раза, 
эритроцитов в 1,4 раза, а тромбоцитов в 2,1 раза, чем у паци-

Пример детекции последовательности дикого типа и мутантных аллелей гена JAK2.
а – клонированный образец дикого типа; б – клонированный образец, содержащий мутацию; в – смесь клонированных образцов дикого типа и с 
мутацией (20%). По оси абсцисс – последовательность добавления нуклеотидов; по оси ординат – уровень сигнала. Отношение мутантной фракции 
– значение (в %), соответствующее нуклеотиду А в третьем положении.
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ента с более высокой нагрузкой. Для 46 пациентов диагноз 
на момент подготовки публикации остался без уточнения но-
зологической формы ХМПЗ, в данной группе мутация была 
выявлена у 16 человек (35%). Ни у одного из 70 пациентов 
с реактивными (симптоматическими) эритроцитозами, лей-
коцитозами и тромбоцитозами мутации выявлено не было.  
у двух из троих обследованных пациентов с острым мие-
лоидным лейкозом была выявлена данная мутация, позво-
ляющая предположить, что у них произошла трансформация 
первичного JAK2-позитивного миелопролиферативного про-
цесса. Ни у одного из 5 пациентов с хроническим миелолей-
козом, связанным с  филадельфийской хромосомой, мутации 
V617F обнаружено не было.

Заключение. Таким образом, разработана, валидирована 
и апробирована на клиническом материале методика, позво-
ляющая детектировать мутацию V617F в гене JAK2 и коли-
чественно определять долю мутантного аллеля при помощи 
пиросеквенирования. Клиническая значимость данного ис-
следования определяется его диагностическими возможно-
стями в дифференциальной диагностике и оценке прогноза 
развития ХМПЗ. Тест может служить полезным объектив-
ным критерием эффективности терапии.
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исследованные клинические образцы и количество образцов с 
выявленной мутацией v617f

Заболевания Общее 
количество 
образцов

Количество 
образцов с 

мутацией, %

ХМПЗ:
истинная полицитемия 30 26 (87)
эссенциальная тромбоцитемия 35 18 (51)
первичный миелофиброз 5 2 (40)
неуточнные 46 16 (35)

Реактивные состояния (эритроци-
тоз, лейкоцитоз, тромбоцитоз)

70 0

Острый миелолейкоз 3 2
Хронический миелолейкоз 5 0
В с е г о ... 194 64 (33)


