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РАСПРОСТРАНЕННОСТь СОМАТИЧЕСКИх МуТАЦИй ГЕНОВ 
JAK2 И CALR В ГРуППЕ ПАЦИЕНТОВ С хРОНИЧЕСКИМИ 

МИЕЛОПРОЛИфЕРАТИВНыМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ 

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

В результате молекулярно-генетического анализа в общей группе пациентов с хрони-
ческими миелопролиферативными заболеваниями мутация V617F гена JAK2 выявлена 
в 73,4±3,0% случаев, значимо чаще встречаясь у пациентов старше 50 лет. Мутации del/
ins гена CALR выявлены в общей группе в 7,5±1,8% случаев, преобладая у пациентов мо-
ложе 50 лет. Суммарная частота всех выявленных мутаций в общей группе пациентов с 
ХМПЗ составила 80,8±2,7%.  

Тестирование мутации V617F гена JAK2 позволяет осуществлять генетическую ве-
рификацию истинной полицитемии, эссенциальной тромбоцитемии и идиопатического 
миелофиброза в 91%, 54% и 64% случаев соответственно. Включение в тестирование му-
таций гена CALR позволяют выявлять дополнительно 12% и 14% генетически подтверж-
денных случаев эссенциальной тромбоцитемии и идиопатического миелофиброза соот-
ветственно. Отмечено отсутствие совместного проявления мутаций генов JAK2 и CALR.

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

Введение
Хронические миелопролиферативные 

заболевания (ХМПЗ) представляют собой 
группу болезней кроветворной системы, 
характеризующихся клональной пролифе-
рацией стволовых клеток одной или более 
линий миелопоэза с патологическим на-
коплением преимущественно дифферен-
цированных клеточных элементов крови 
[1, 2]. Указанные заболевания объединя-
ют сходные клинические признаки: гипер-
клеточность костного мозга, образование 
очагов экстрамедуллярного кроветворе-
ния, накопление зрелых клеток одной или 
нескольких линий в крови, тромбозы, кро-
вотечения, трансформация в острый мие-
лоидный лейкоз или миелофиброз [3, 4]. В 
классификации ВОЗ (2008) вместо терми-
на ХМПЗ стал употребляться термин «ми-
елопролиферативные новообразования» 
(myeloproliferative neoplasms) [5].

ХМПЗ включают в себя восемь но-
зологических форм, из которых отдель-
но рассматривается хронический миело-
лейкоз (ХМЛ), маркером которого явля-
ется химерный ген BCR-ABL1 (филадель-
фийская хромосома Ph) [6]. 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 [7].

Молекулярный патогенез Ph-
негативных ХМПЗ долгое время оставал-
ся неизвестен. С учетом способности к 
эритропоэтин-независимому росту эри-
троидных колоний, характерной для 98-
100% пациентов с ИП, было высказано 
предположение о повышенной тирозин-
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киназной активности в эритроидных 
предшественниках [8, 9].

В 2005 году была впервые описа-
на ассоциация мутации V617F гена JAK2 
с ХМПЗ, в том числе ИП, ЭТ и ПМФ [9, 
10, 11]. Клональная и рекуррентная мута-
ция, приводящая к замене аминокислоты 
валина на фенилаланин в JH2 псевдоки-
назном домене гена Янус-киназы 2 (JAK2), 
была определена у большинства (> 80%) 
больных ИП [12]. Позже эта мутация так-
же была описана с более низкой частотой 
при других миелоидных патологиях, вклю-
чая «неклассические» ХМПЗ и МДС. В то 
же время мутация JAK2 V617F не была об-
наружена при лимфоидных пролифератив-
ных заболеваниях, в солидных опухолях и 
при вторичной миелопролиферации [7].

В последние годы показана ассоциация 
диагноза ЭТ и ПМФ с наличием соматиче-
ских мутаций со сдвигом рамки считывания 
в 9 экзоне гена калретикулина (CALR) [2]. Те-
стирование данных мутаций позволяет рас-
ширить панель диагностических маркеров 
ХМПЗ и улучшить диагностику за счет ком-
плексной оценки молекулярных изменений.

Цель данного исследования – дать 
оценку распространенности соматических 
мутаций генов JAK2 и CALR в группах па-
циентов с различными формами ХМПЗ.

Материал и методы исследования

Выявление соматических мутаций ге-
нов JAK2 и CALR осуществлялось с ис-
пользованием в качестве источника ДНК 
образцов цельной венозной крови. Группа 
исследования сформирована из числа па-
циентов, проходивших курс лечения в ге-
матологическом отделении для взрослых 
ГУ «РНПЦ РМ и ЭЧ». Образцы матери-
ала для исследования отбирались толь-
ко после получения письменного инфор-
мированного согласия на исследование по 
утвержденной форме до проведения кур-
са соответствующего лечения. По каждо-
му пациенту осуществлялся сбор общей 
и клинической информации. В группу ис-
следования были включены 214 пациен-
тов с медианой возраста 61,0 лет (25% и 

75% – 51,0 и 71,0 лет), в том числе 90 па-
циентов с диагнозом «Истинная полици-
темия» (ИП) с медианой возраста 61,5 
лет (53,0 и 71,0 лет), 43 пациента с диа-
гнозом «Эссенциальная тромбоцитемия» 
(ЭТ) – 59,0 лет (46,0 и 65,0 лет) и 81 паци-
ент с диагнозом «Идиопатический миело-
фиброз» (ИМ)- 64,0 лет (54,0 и 75,0 лет). 
Группа исследования состояла из 131 па-
циента женского пола (61,2%) и 83 – муж-
ского (38,8%).

Материалом для исследования явля-
лись образцы ДНК, выделенные из цель-
ной венозной крови посредством набо-
ра «Нуклеосорб»-В (Праймтех) в соот-
ветствии с прилагаемой инструкцией по 
применению. Мутацию V617F гена JAK2 
анализировали методом ARMS-PCR, при-
меняя 4 различных праймера для изби-
рательной амплификации как фрагмента 
с мутацией, так и фрагмента ДНК с нор-
мальной структурой, а также фрагмен-
та в области экзона 14 для контроля каче-
ства амплификации. Мутации del/ins гена 
CALR анализировали методом ПЦР с ис-
пользованием двух праймеров, фланки-
рующих 9 экзон. Характеристика исполь-
зуемых праймеров и параметры проведе-
ния полимеразной цепной реакции (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 под-
тверждены прямым секвенированием 
посредством генетического анализатора 
АВ 3500. Секвенирующую реакцию осу-
ществляли как с прямым, так и с обрат-
ным праймером (таблица 1) с использо-
ванием реагентов из набора для секвени-
рования ABI PRISM BigDye Terminator v 
3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems Int.) в соответствии с 
прилагаемой инструкцией. Очистка про-
дуктов секвенирующей реакции проводи-
лась с использованием реагентов из на-
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бора BigDye X Terminator TM Purification 
Kit (Applied Biosystems Int.) в соответ-
ствии с прилагаемой инструкцией. Ре-
зультаты секвенирования для выявлен-
ных мутаций генов JAK2 и CALR пред-
ставлены на рисунке 2.

Результаты исследований
Проведенный сравнительный анализ 

возрастной структуры подгрупп пациен-
тов с ИП, ЭТ и ИМ не выявил каких-либо 
различий по данному критерию, уровень 
значимости p=0,082 для теста Краскела-
Уолисса (рисунок 3). 

Однако были выявлены различия по 
полу: доля женщин была наибольшей в 
подгруппе ЭТ – 76,7%, наименьшей в под-
группе ИМ – 54,3%, а среди пациентов с 
ИП была равна 60,0%, уровень значимости 
для критерия χ2 Пирсона p=0,049.

В результате проведенного моле кулярно-
ге нети ческого анализа образцов ДНК 214 
пациентов с ХМПЗ мутация V617F гена 
JAK2 выявлена в 157 случаях, что составило 
73,4±3,0%, у 71,0% (93/131) пациентов жен-
ского пола и 77,1% (64/83) пациентов муж-
ского пола, различия в частотах статистиче-
ски не значимы, p=0,324 для критерия χ2.

Возраст пациентов с ХМПЗ, имеющих 
мутацию V617F, был статистически значи-
мо больше, медиана возраста составила 63,0 
лет (25% и 75% – 55,0 и 74,0 лет), чем среди 
пациентов без указанной мутации, медиана 
– 53,0 лет (44,0 и 67,0 лет), уровень значи-
мости для критерия Манна-Уитни p<0,001. 
В группе пациентов старше 50 лет частота 
мутации V617F была равна 95,7% (157/164), 
что значимо больше, чем среди пациентов 
в возрасте 50 и менее лет – 82,0% (41/50), 
p=0,003 для точного критерия Фишера.

В общей группе пациентов с ХМПЗ 
мутация del/ins гена CALR обнаружена в 16 
случаях из 214 (7,5±1,8%). При этом преоб-
ладала мутация del, выявленная у 13 паци-
ентов (6,1%), что составило 81,3% от всех 
определенных мутаций гена CALR. Из 16 

         

Рисунок 1 – Электрофоретическая 
детекция: А) мутация V617F гена 

JAK2. Дорожки 4, 5, 10-13 – образцы 
без мутации, дорожки 2, 3, 6-9, 14 и 
15 – образцы, содержащие мутацию 

V617F гена JAK2, дорожка 1 и 16 
– маркер молекулярного веса; Б) 

мутации гена CALR. Дорожки 6, 7 и 
9 – образцы с мутацией del, дорожка 
8 – образец с мутацией ins, дорожки 
2-5 – образцы без мутаций, дорожка 
1 и 10 – маркер молекулярного веса

Таблица 1 – Олигонуклеотидные праймеры для ПЦР

Ген Название 
праймера Последовательность нуклеотидов 5’-3’

Параметры ПЦР
MgCl2,

мМ
Тотж,
ºС циклы

JAK2

JAK2-FO TCCTCAGAACGTTGATGGCAG

2,0 58 40JAK2-RO ATTGCTTTCCTTTTTCACAAGAT
JAK2-Fwt GCATTTGGTTTTAAATTATGGAGTATATG
JAK2-Rmt GTTTTACTTACTCTCGTCTCCACAAAA

CALR CALR-F GCAGCAGAGAAACAAATGAAGG 1,25 58 35CALR-R CTTCCTCCTTGTCCTCCTCA

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

А)

Б)
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носителей мутации del/ins 3 пациента были 
мужчинами и 13 – женщинами. Частота му-
тации среди пациентов разного пола соста-
вила соответственно 3,6% и 9,9%, но разли-
чия оказались статистически незначимыми 
при p=0,087 для критерия χ2.

Пациенты с мутацией del/ins характе-
ризовались меньшим возрастом, медиана 

47,0 лет (41,5 и 65,5 лет), чем пациенты без 
данных мутаций гена CALR – 61,0 лет (52,0 
и 72,0 лет), p<0,019 для критерия Манна-
Уитни. В группе пациентов старше 50 лет 
частота мутации del/ins была равна 4,5% 
(5/112), а среди пациентов с возрастом 50 
и менее лет – 10,8% (11/102), p=0,001 для 
точного критерия Фишера, различия стати-
стически значимы.

Соответственно, пациенты с del/ins мута-
цией гена CALR были значимо младше тако-
вых с мутацией V617F гена JAK2, у послед-
них медиана возраста была на 6 лет больше, 
p<0,009 для критерия Манна-Уитни.

Суммарная частота мутаций V617F гена 
JAK2 del/ins и гена CALR среди пациентов с 
ХМПЗ составила 80,8±2,7% (173/214). При 
этом среди женщин мутации были выявле-
ны в 80,9% (106/131) случаев, среди муж-
чин – в 80,7% (67/83), что очень близко.

Выше было показано, что мутации ге-
нов CALR и V617F гена JAK2 разнонаправ-
ленно связаны с возрастом. Несмотря на 
это, при анализе общей группы установ-
лено, что для подгруппы пациентов, имев-
ших одну из мутаций, в целом характерен 
больший возраст – 62,0 лет (54,0 и 73,0 
лет), чем для подгруппы без мутаций – 
56,0 лет (46,0 и 67,0 лет), p=0,016 для кри-
терия Манна-Уитни, что может быть свя-
зано с высокой (в 9,8 раз больше) часто-
той мутации V617F, в сравнении с часто-
той мутации del/ins. Также было установ-
лено, что в возрастной группе старше 50 
лет суммарная частота мутаций двух ге-
нов была статистически значимо больше – 
84,8% (139/164), чем в группе пациентов с 
возрастом 50 лет и меньше – 68,0% (34/50), 
p=0,013 для критерия Фишера.

В подгруппе ИП, насчитывающей 36 
мужчин с медианой возраста 65,0 лет (56,0 
и 64,0 лет) и 54 женщины 62,0 лет (47,5 и 
75,0 лет), p=0,336, отличия по возрасту не 
значимы, мутация V617F присутствова-
ла у 82 пациентов (91,1±3,0%). У мужчин 
она встречалась с частотой 88,9±5,2%, а у 
женщин – 92,6±3,6%, различия по часто-
те между полами незначимы, p=0,709 для 
критерия Фишера.

      

А) – JAK2 V617F (c.1849G>T); 
Б) – CALR ins (c.1154_1155insTTGTC)

Рисунок 2 – Результаты секвенирования 
образцов ДНК с мутациями:  

Рисунок 3 – Возраст пациенток на момент 
диагноза в подгруппах исследования

А)

Б)
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Отличий в возрасте между носителями 
мутации V617F и пациентами без таковой 
с использованием критерия Манна-Уитни 
не было выявлено, p=0,076. Однако часто-
та мутации среди пациентов старше 50 лет 
94,5% (69/73) была статистически значимо 
больше, чем среди пациентов в возрасте 50 
и менее лет 76,5% (13/17), p=0,039 для кри-
терия Фишера.

Мутации del/ins гена CALR в подгруп-
пе пациентов с ИП отсутствовали.

У пациентов из подгруппы ЭТ, насчи-
тывающей 10 мужчин с медианой возрас-
та 61,0 лет (48,0 и 62,0 лет) и 33 женщин в 
возрасте 58,0 лет (46,0 и 63,0 лет), мутация 
V617F выявлена в 23 случаях (53,5±7,6%). 
У мужчин она встречалась с частотой 
60,0±15,5%, а у женщин – 51,5±8,7%. Кро-
ме того, в пяти случаях были выявлены му-
тации CALR (11,6±4,9%) – у одного муж-
чины (10,0±9,5% среди мужчин) и четырех 
женщин (12,1±5,7% среди женщин). Разли-
чия между полами по частоте мутаций ге-
нов JAK2 и CALR в подгруппе были стати-
стически не значимы, p=0,728 и p=0,999 
для критерия Фишера, соответственно.

В подгруппе ИМ, насчитывающей 37 
мужчин с медианой возраста 65,0 лет (56,0 
и 74,0) и 44 женщины в возрасте 62,0 лет 
(47,5 и 75,0 лет) мутация V617F присут-
ствовала у 52 пациентов (64,2±5,3%). У 
мужчин из данной подгруппы она встре-
чалась с частотой 70,3±7,5%, а у женщин 
– 59,1±7,4%, различия в частотах статисти-
чески не значимы, p=0,296 для критерия 
χ2. Мутации гена CALR выявлены у 11 па-
циентов из этой подгруппы (13,6±3,8%). У 
мужчин мутации CALR встречались с ча-
стотой 5,4±3,7%, а у женщин – 20,5±6,1%, 
что в 3,8 раз больше, при уровне значимо-
сти различий p=0,049 для критерия χ2.

Не выявлено ни одного случая совмест-
ного проявления мутации V617F гена JAK2 
и del/ins мутаций CALR.

Заключение

В общей группе пациентов с ХМПЗ 
мутация V617F гена JAK2 выявлена в 
73,4±3,0% случаев, значимо чаще встре-

чаясь у пациентов старше 50 лет. Мутации  
del/ins гена CALR выявлены в общей груп-
пе в 7,5±1,8% случаев, преобладая у паци-
ентов моложе 50 лет. Суммарная частота 
всех выявленных мутаций в общей группе 
пациентов с ХМПЗ составила 80,8±2,7%.  

Тестирование мутации V617F гена JAK2 
позволяет осуществлять генетическую вери-
фикацию ИП, ЭТ и ИМ в 91%, 54% и 64% 
случаев соответственно. Включение в тести-
рование мутаций гена CALR позволяют вы-
являть дополнительно 12% и 14% генетиче-
ски подтвержденных случаев ЭТ и ИМ соот-
ветственно. Отмечено отсутствие совместно-
го проявления мутаций генов JAK2 и CALR.

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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A. Silin, D. Novik, V. Martinkov, I. Tropashko, A. Silina, S. Martynenko, A. Voropaeva 

ThE PREVALENCE Of JAK2 AND CALR SOMATIC GENE 
MuTATIONS wIThIN ThE GROuP Of PATIENTS wITh 

ChRONIC MYELOPROLIfERATIVE DISEASES 

In the result of  the molecular genetic analysis in the overall group of patients with chronic 
myeloproliferative diseases V617F mutation of JAK2 gene was detected in 73,4±3,0% cases, 
this mutation was significantly more often detected within the patients over 50 years old. Del/
ins mutations of CALR gene were detected in the overall group in 7,5±1,8% cases, prevailing 
within the patients younger than 50 years old. The total frequency of mutations identified in the 
overall group of patients with CMPD was 80,8 ± 2,7%. 

Testing of V617F mutation of JAK2 gene allows toperform the genetic verification of poly-
cythemia vera, essential thrombocythemia and idiopathic myelofibrosis in 91%, 54% и 64% 
cases respectively. Including into testing the mutation of CALR gene allows detecting of 12% 
and 14% of genetically confirmed cases of essential thrombocythemia and idiopathic myelofi-
brosis in addition respectively. It was noted the absence of the joint manifestation of mutation 
of JAK2 и CALR genes. 

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